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Sucasné kritéria toxikologického hodnotenia aditivnych latok
do pozivatin

MARIA VARGOVA

Sthrn. V prici sa uvadzaji kritéria pre hygienicko-toxikologické posudzovanie aditiv-
nych latok do pozivatin zo zdkonodarného hladiska. Stcastou prace st metodické postupy
zalozené na najnoviich vedeckych poznatkoch a akwalnych poziadavkiach v zahranici
iunas.

Ochrana zdravia ¢loveka je nepochybne prioritnou otizkou pri hodnoteni
novych chemickych latok priddvanych do pozivatin. Pretoze tieto latky sa do
poZivatin priddavaji zdmerne, je¢ v zdujme spotrebitela nevyhnutna ucinna
zdravotnicka kontrola. Pre hodnotenie bezpecnosti aditiv v pozivatinach ma-
ji zasadny vyznam kritérid experimentalnej toxikologie.

Za poslednych 30 rokov sa podstatne zmenili poziadavky na toxikologické
skusanie chemickych latok v pozivatinach a relativne jednoduché testovanie
sa vyvinulo do komplikovanych skusobnych postupov. Ulohou tychto postu-
pov je zistit nielen bezné vedlajdie reakcie, ku ktorym mozZe dojst pri kontak-
te s chemickou latkou, ale aj jemnejsie a komplikovanejsie prejavy toxicity,
ktoré mozno pozorovat iba v priebehu cei€ho Zivota zvierafa (napr. v testoch
chronicke] toxicity alebo v multigeneraCnych Studiach).

Vyznamnou suéastou toxikologického hodnotenia chemickych litok je Sta-
dium ich vplyvu na geneticky materidl. V poslednom obdobi sa totiz ukazalo,
ze mnohé nové chemické latky, ale aj také, Ktoré su podla tradi¢nych toxiko-
logickych kritérii neskodné, maji vyrazny genotoxicky efekt a mozu zaprici-
nif ireparabilné poskodenie genetick¢ho materidlu.

Mutagénny G¢inok chemickych ldtok (ndhla, neusmernend a trvala zmena
vlastnosti aleboznakov organizmu podmienena zmenou genetického materid-
lu) predstavuje v sticasnosti zavazny problém, pretoZe expozicia chemickym
latkam vo vonkajsom prostredi sa neustdle zvysuje. Stidle mame malo infor-
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mécii 0 moznom mutagénnom ucinku réznych chemickych latok v prostredi.
Pritom je alarmujice najmd to, Ze v najnovSich vyskumoch sa zistuje tesnd
koreldcia medzi karcinogénnymi (t. j. schopnost sposobit nddorovy rast)
a mutagénnymi uc¢inkami chemickych latok.

Uvedené problémy sa dostali v posiednych rokoch do popredia ochrany
zdravia ¢loveka vo vSetkych rozvinutych krajinach a stali sa predmetom po-
zornosti vyznamnych vedeckych spolo¢nosti. V krajindch EHS sa zaviedlo
povinné testovanie na mutagenitu véetkych novych latok. ktoré sa dostdvaju
na trh. Vznikla teda nova situdcia aj z hfadiska medzinarodného obchodu
s chemickymi ldtkami a produkimi. Tomuto trendu sa musia vo viastnom
zdujme prisposobit aj krajiny, ktoré nie st ¢lenmi OECD.

Vzhladom na tdto situdciu pripravila v CSSR skupina expertov navrh kri-
térii toxikologického hodnotenia novych chemickych liatok. Tieto kritéria
zodpovedaji najnov$im vedeckym poznatkom z hladiska ochrany zdravia
obyvatelstva a poziadavkdm medzindrodného obchodu s chemickymi latkami
a produktmi.

Od 1. 1. 1986 je v SSR v platnosti vyhlaska MZ SSR hlavného hygienika
SSR ¢. 20/1984 ,Uprava o hygienickych poziadavkach pri schvafovani che-
mickych latok a pripravkov z hladiska ochrany zdravia® [2]. Podobna tGprava
vstiipi do platnosti v krdatkom case aj v CSR. Podla tejto upravy kazda novi
chemicka latka a produkt ¢&s. priemyslu musia byt toxikologicky otestované
skor. ako sa za¢nu pouzivat v narodnom hospodarstve. Organizicie vyrdbaju-
ce a dovazajuce chemické litky musia teda predkladat hlavnému hygienikovi
CSR a SSR vietky potrebné udaje o G¢inkoch vyrabanych a dovazanych che-
mickych latok a zabezpecit ich skuanie.

Vysledky testov na zistovanie zdravotného rizika litky podia prilohy 2 tejto
tpravy (tab. 1) su sticastou pozadovane} dokumentdcie, ktord musia organi-
zacie predkladat hlavnému hygienikovi pri Ziadosti o zavizny posudok na po-
volenie sériove] vyroby a pouzitia danej latky.

Uvadzame strucny prehlad testov na hodnotenie zdravotného rizika novych
chemickych latok tak, ako st uvedené vo vyhlaske, a sucasne pripajame nie-
kolko vysvetieni o okolnostiach pouzitia danych testov.

Druh a rozsah testov veobecne zavisi od identit  latky, jej strukturdlnche
vzorca, fyzikalnochemickych vlastnosti, rozsahu vyroby a spdsobu a rozsah:
prepokladaného pouzitia.

Zakladnymi povinnym testmi (bez ohladu na rozsah vyroby a sposob pouzi-
tia) su testy na akutnu a subchronicku toxicitu a testy na mutagenitu (Testy na
zistovanie zdravotného rizika latky, priloha 2 apravy hlavného hygienika SSR
¢. 20/1984).
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Tabulka 1. Testy na zistovanie zdravotného rizika latky [1]
Table 1. Indication tests of noxious matters [1]

I1.

. Vieobecné testy toxicity

General toxicological tests
1. Akutna toxicita
Acute toxicity
1.1. LDy, peroralna aplikacia potkanom
LD, peroral application to rats
1.2. LD, kozna aplikdcia potkanom
LD, skin application to rats
1.3. LDy, inhala¢nd aplikacia potkanom
LD, inhalent application to rats
Kozné drazdivost a senzibilizacia
Skin irritability and sensibility
2.1. Primarna koznd drazdivost
Primary skin irritability
2.2. Primarna oc¢na drazdivost
Primary eye irritability
. Kozna senzibilizicia
Skin sensibility
3. Subchronicka toxicita
Subchronic toxicity
3.1. 90-denna toxicita na potkanoch
90 days’ toxicity in rats
4. Chronicka toxicita (viac ako 90 dnf)
Chronic toxicity (more than 90 days)
Specidlne testy toxicity (véitane genotoxicity)
Special toxicological tests (including genotoxicity)
1. Mutagenita
Mutagenicity
1.1. Povinné testy
Officially recuired teste
jeden test na  a) génové mutdcie
one test for gene mutations
b) chromozémové mutacie
chromosome mutations
¢) detekciu poskodenia a opravy DNA
detection of DNA damage and reperation

50°

(8]

o
(98]

1.2. Overovacie testy
Check tests
(dalSie testy na odhalenie génovych mutdcii, chromozémovych mutdcii
a poskodeni DNK st povinné)
(other tests fo: indication of gene and chromosome mutations and DNA
damages are o icially required)
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Tabulka 1. (pokratovanie)
Table 1. (Continued)

a) ak aspon jeden povinny test ma pozitivny vysledok,
if at least one of obligatory tests results positive
b) ak si to vyZaduje charakter a rozsah pouzitia latky (podla rozhodnutia
hlavného hygienika) :
if it is necessary for the nature and extent of usage of the matter (according
to the decision of Chief Hygienist)
1.3. Doplnkové testy
Complementary tests
sa uskuto¢nia v pripade potreby na zdklade rozhodnutia hlavného hygienika,
podla charakteru a rozsahu pouZitia latky (pomocou nich sa nezistuji génové
alebo chromozémové mutécie, pripadne poskodenie a reparicie DNK, ale
pribuzné genotoxické fenomény
can be performed if required by the Chief Hygienist, according to the nature
and extent of usage of the matter (they are not applied for determining gene
or chromosome mutations or DNA damages and reparations, but for the
related genotoxic phenomena)
. Karcinogenita
Carcinogenicity
3. Utinky na reprodukciu vratane teratogénnych téinkov
Effects on their reproduction including teratogenic effects
4. Biochemicka kinetika
Biochemical kinetics
5. Neurotoxicita
Neurotoxicity
6. Utinky na imunitny systém
Effects on immunity system

[39]

Vseobecné testy toxicity

Akiitna toxicita. Pri toxikologickom hodnoteni sa predovSetkym stanovi
hodnota LDy, (strednd smrtna davka je davka, po ktorej hynie 50 % zvierat).
Toto vySetrenie je povinné pre kazda latku a informuje nds, ¢i ide o latku
s vysokou, strednou alebo nizkou toxicitou. Hodnota akutne;j toxicity vyja-
druje sticasne nebezpecenstvo akitnej otravy pri danom spdsobe expozicie.
Odporuca sa, aby sa akitna toxicita stanovila spolu s vySetrenim sympto-
matoldgie otravy na potkanoch oboch pohlavi. Latka sa podava pokusnym
zvieratam najmenej v troch réznych davkach, pricom v kazdej skupine ma byt
minimdlne 6-10 zvierat.
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Testy akiitnej toxicity si vyznamnym ukazovatelom profesionalnej expozi-
cie pracovnikov, ktori pracuji s chemickymi latkami, a si podkladom pre
legislativne zaradenie pripravkov podlIa toxicity.

O¢na a koznd draZdivost a senzibilizdacia. Skasky drazdivosti o¢i si vhodné
pre tie latky, pri ktorych sa predpoklada, ze sa mozu dostat €lovekovi do oka.
Ak sa predpoklada, ze dand latka bude vo vacsich mnozstvach prichadzat do
styku s pokozkou, musi sa robit testovanie koznej drazdivosti. Informacie
o schopnosti latky senzibilizovat kozu sa vyzaduji popri udajoch o koznej
drazdivosti pri vSetkych latkach, ktoré sa budu dostavat do styku s koZzou opa-
kovane. Ide o zistenie reakcie na druhud alebo nasledujicu expoziciu latke
sposobent imunologickym mechanizmom.

Subchronicka toxicita. Stidium subchronickych Géinkov chemickych latok
je povinné. Standardnym testom na objasnenie G¢inku opakovanej expozicie
chemickym latkam je denné podavanie latky v strave zvieratdim pocas 90 dni
(90-diova toxicita).

Testy sa spravidla robia na potkanoch, niekedy mozno pouzit aj in€ druhy
zvierat. Davky treba zvolit tak, aby vySSie davkovanie vyvoldvalo niektoré
vedlajsie uc¢inky. Zvierata treba dokladne sledovat, patrat po neziadicich
ucinkoch, zistovat cielové organy posobenia (hromadenie latky). Na zdklade
vysledkov sa stanovuje tzv. ,,no adverse effect level”, davka, ktora nema ne-
priaznivé G¢inky na organizmus. Test si vyZaduje 6—8 mesiacov.

Chronické toxické tcinky. Vzhladom na casovi a materidlovid naro¢nost
dlhodobého testu je rozhodnutie o jeho potrebe kritické a zdvazné. Vzdy tre-
ba najprv dokladne vedecky zvazit vietky prislusné faktory, vratane udajov o
bezpecnosti latky, ktoré mame k dispozicii.

Chronickd $tudia sa robi najmenej na dvoch druhoch cicavcov, z ktorych
jeden je hlodavec, najcastejsie potkan, druhy nehlodavec, najcastejsie pes.
Pouziva sa 50 hlodavcov kazdého pohlavia na skupinu (najmenej tri dav-
kovacie skupiny a kontrola). Dizka experimentu pre hlodavcov je zvycajne
24 mesiacov. Uplné vyhodnotenie chronického testu si vyzaduje asi 2,5 roka.
V priebehu testu sa zaznamendva telesna hmotnost zvierat, spotreba potravy,
zmeny v biochemickych a hematologickych ukazovateloch a vieobecné klinic-
ké ukazovatele. Na konci §tudie sa robi pitva a histopatologické vySetrenie.

Test chronickej toxicity je potrebny, ak sa predpoklada, Ze nepriaznivé
u¢inky alebo poskodenie pozorované v subchronickom pokuse sa ozrejmi ale-
bo zvyrazni pocas dlhSieho obdobia; ak chemicka Struktura latky naznacuje,
ze chronickd intoxikacia moze mat vyznamné nepriaznivé ucinky; ak bezpec-
nostny faktor v subchronickej $tudii bol nizsi ako 100 (pouziva sa pre extrapo-
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laciu Gdajov zo zvierat na ¢loveka); ak je predpoklad, Ze pozorovana hladina
bez nepriaznivého ucinku sa pri chronickej expozicii znizi; ak sa latka alebo
jej metabolit kumuluje v organizme.

Chronicky test je menej potrebny v pripade, ak sa ldatka pri o¢akdvanom
spdsobe expozicie absorbuje iba mélo (menej ako 1 %); ak sa latka metaboli-
zuje, vylucuje, ak bezpecnostny faktor v subchronickom pokuse presahuje
hodnotu 1000 alebo ak sa latka svojou chemickou $truktirou podoba zndame;j
bezpecnej latke.

Specidlne testy toxicity

Testy na mutagenitu. Testy na mutagenitu uvedené v kapitole II [1] prilohy
2 su povinné pre vietky chemické latky (tab. 1).

Minimélny subor testov na mutagenitu zahrnuje:

1. Informéciu o génovych mutdcidch (zmeny na molekuldrnej Grovni) v
teste na S. typhimurium (Amesov test). Okrem tohto bakteriadlneho modelu
mozno pouZit testy na E. coli, testy na Saccharomyces cerevisiae a testy na
Drosophila melanogaster.

2. Informaciu o chromozémovych mutécidch (zmeny chromozémovych
Struktur alebo poc¢tu chromozomov). Testy na detekciu chromozémovych
mutdcii su rozpracované na najrozlicnejsich organizmoch.

Vela klastogénov zvySuje frekvenciu mikronukleov v polychromatickych
erytrocytoch pritomnych v preparatoch kostnej drene. Test je relativne jed-
noduchy.

Alternativnym a komplexnejSim postupom je cytogenetickd analyza bu-
niek kostnej drene zvierat a lymfocytov periférnej krvi ¢loveka. Najméi cyto-
geneticka analyza buniek kostnej drene je pre hodnotenie mutagénnej aktivi-
ty velmi citlivym indikatorom.

3. Informdciu o poskodeni DNA (kyselina deoxyribonukleovd). Odporica
sa reparacny test na S. typhimurium a na E. coli.

Aby sa vyhovelo poziadavkam minimalneho siboru testov na mutagenitu,
staci z kazdej skupiny uskuto¢nit iba jeden test.

Ak vsetky uvedené zakladné testy maju negativne vysledky, netreba latku
dalej testovat na mutagénne vlastnosti.

V pripade, ak aspon jeden povinny test ma pozitivny vysledok alebo ak to
vyzaduje charakter a rozsah pouzitia latky. pristupuje sa k overovacim, pri-
padne doplnkovym testom, ktorych cielom je stanovit relevanciu pozitivnych
vysledkov.

Ak v niekolkych testoch vychddzaju silne pozitivne vysledky, neodporuca
sa latku pouzivat.
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Karcinogenita. Jediny test vhodny na urcenie karcinogénneho potencialu
chemickej latky je dlhodobd $tidia na zvieratach. Test je velmi ndkladny
a nemozno ho preto pouzivat ako skriningovy test pre velké pocty novych la-
tok. Testovat sa musi najmenej na dvoch druhoch experimentélnych zvierat,
najcastejSie hlodavcoch (potkan, myS$). Musi sa pouzit rovnaky pocet zvierat
oboch pohlavi, najmenej vSak 50 na skupinu.

Latka sa poddava minimalne 24 mesiacov, nie dlhsie ako 30 mesiacov. Poda-
vaju sa najmene]j tri rozne davky spésobom, aky sa ocakdva pri [udskej expo-
zicii. Tento test si vyzaduje priblizne tri roky.

Testy na karcinogenitu sa vyzaduju, ak latka obsahuje vo svojej Strukture
reaktivnu skupinu, ktoré sa pri inych latkach dava do suvislosti s karcinogeni-
tou, ak latka mala pozitivne vysledky v bakteridlnom teste na mutagenitu, ak
metabolit (znamy alebo predpokladany) latky ma chemickd Struktiru alebo
reaktivnu skupinu, ktora sa pri inych ldtkach dava do suvislosti s karcinogeni-
tou a ak sa latka alebo jej metabolit kumuluje v organizme.

Stidie karcinogenity nie s potrebné, ak sa latka pri o¢akdvanom sposobe
expozicie neabsorbuje. ak sa rychlo metabolizuje na inertnu latku alebo taki,
ktord sa prirodzene nachddza v organizme, ak bakteridlne testy na mutagenitu
ddvaju negativne vysledky a ak expozicia latke bude kritkodobd a zriedkava.

o)

¢inky na reprodukciu vratane teratogénnych ucinkov

Teratogénne ucinky. Hlavnym cielom testov na teratogenitu a reprodukciu
je identifikovat latky. ktoré mozu mat ucinok na vznik a normalny vyvin plo-
du a potomstva.

V teste na teratogenitu sa poddva testovana latka najmenej v troch réznych
koncentraciach gravidnym sami¢kdm pocas citlivého obdobia organogenézy.
Plody sa vyberaju sek¢ne pred oCakdvanym datumom vrhu a vySetruju sa
skeletdlne anomalie midkkych tkaniv. Test sa musi robit na dvoch druhoch
cicavcov. Vhodné st potkan, myS, Skrecok alebo kralik. Test trvad priblizne
5-6 mesiacov.

Stiidium reprodukénych dicinkov. Robi sa aspon na jednom druhu cicaveov.
Testovana ldatka sa v troch roznych davkach podava dvom generacidam zvierat
(F, a F)). Tretia generdcia zvierat sa exponuje testovanej litke in utero a v
priebehu dojc¢enia. Hodnoti sa fertilita. prezivanie potkanov, laktdcia a kazda
pripadna abnormalita plodov. Jednogenerac¢na studia trvda 5-6 mesiacov.
dvojgeneracnd 12-14 mesiacov.

Tieto testy su potrebné, ak je pravdepodobné, ze ucinku latky budud vysta
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veni [udia v plodnom veku, ak ide o latku Struktirou podobnu inym latkam,
o ktorych je zname, Ze ich pouzivanie malo nepriaznivé ucinky na reproduk¢-
né funkcie ¢loveka alebo na vyvoj plodu.

Popri kritériach ,klasickej toxikolégie* dnes uz treba brat do uvahy aj otaz-
ky, ktoré presahuji ramec tradi¢ného toxikologického posudzovania aditiv-
nych latok, ako st napr. otazky neznaSanlivosti. U citlivych jednotlivcov sa
opisuje relativne casty vyskyt neZiaducich reakcii. Zatial sa nevie, do akej
miery su tieto reakcie prejavom imunologickej precitlivelosti alebo idiosyn-
kratickej hyperreaktivity. Obidva typy reakcii mozno vSak povazovat za for-
mu neznasanlivosti. Problémom alergizujuceho tcinku sa zaoberala aj 17.
sprava komisie expertov WHO/FAO [1], v ktorej sa zdoraznilo, Ze ak latka
vyvoldva vazne alebo Casté reakcie z precitlivelosti, nemoZno ju pripustit na
pouzitie ako aditivum do potravin. Ukazuje sa, ze pocet latok, ktoré mozu
vyvoldvat alergické prejavy u citlivych jednotlivcov, je velky. Schopnost
vyvoldvat alergické reakcie bola dokdzand pri potravindrskych farbivach
(Tartrazin, Amarant, Erytrozin, Sunset, kyselina karminova), konzerva¢nych
latkach (oxid siri¢ity, soli kyseliny benzoovej), latkach na Gpravu arémy pozi-
vatin (vanilin), sladidiel (sacharin, cyklamaty) a pod.

Zda sa, ze zatial jedinym vhodnym sposobom je oznacenie pripadného ne-
bezpedenstva pre vnimavych jednotlivcov (etiketa).

Predpoklada sa, ze do konca 20. storoc¢ia dojde v Stidiu toxicity k dal$im
zlepseniam. Toxikologia je velmi dynamicka disciplina a niet pochybnosti
o tom, ze v multidisciplinarnej spolupraci s dal§imi vednymi odbormi biolo-
gickych, lekarskych a chemickych vied sa postupne dosiahne optimalizécia
hodnotenia novych aditiv a ostatnych cudzorodych latok v pozivatinach ako
zakladny predpoklad prevencie niektorych neZiaducich dcinkov civiliza¢ného
procesu.
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CoppemMenible KPHTCPHH TOKCHXOIOIHYECKOH OUCHKH HEMMIIEBLIX X06aBoK
B NHEeBbIe NPOTYKTH!

Pezome

B pabore NpuBeAeHbI KPUTEPUM IJIA TMIMEHUYECKO-TOKCHKOJIOTMYEeCKON OLEHKIU Hellu-
1LIeBbIX J00aBOK B IMLEBble NPOAYKTHI C TOYKM 3peHMA 3aKoxHozaTesbeTBa. CocTaBHOM
3JaCTLIO paboThl ABIATCA METOAMYECKHE NTPMEeMb], OCHOBAHHbBIC HAa HOBEMIIMX HAYYHBIX
MTO3HAHUAX U Ha aKTVaJbHBIX TpeGoBanuax 3a pydexom u B CCP.

Current criteria for the toxicological evaluation of food additives

Summary

The paper describes new criteria for the hygienic and toxicological evaluation of food additives
according to law-making view. Methodic procedures based on the current scientific information
and up-to-date requirements both abroad and in Slovakia have been comprised in this paper.



