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Sfiasnd krit6riri toxikologick6ho hodnotenia aditivnych [{tok
do poZivatin

\4ARIA \"\RGO\".i

S0hrn. !'priici sa ulddzajri kritcriii prc hvgienicko-toxikologickr: prrsudzovanic aditir'-

n,,.ch liitok do po2ir,arin zo ziikonodarniho hladiska. Sfdasiotr przicc sti mt:todickc p()sltrpY

zalo2clc na nrlnovifch veclccklch priznatkoch a aktuiilnvch po2radavkiich v zahranidi

i u rrfs.

Ochrana zdralia dloveka je nepochybne prioritnou otdzkou pri hodnoteni
novych chemickvch ltitok priddvanvch do polfvatin. Pre'to2e tieto ldtky sa do

;rr.rZfvatfn p..ricliivalu zlinrernc. 1e r zlir.rjme sirt>llgbitcla ttcvvhrrtrtni, uiinnii
zdravutnicka kontrola. Pre trotlnotc;rir.: bi:zpc'ittosti nditiv v puliv;11i11,ich ma-

jfr zirsadni' r'yznatn krit6riii exPrriinLrntiInej toxikoitigie .

Za p<lsleclnfch 30 rokov sa perdstatne zmenili poZiacl:rvky na turikologicki
skfrsarric chernickych litok v po7-(\'atiniicir a relat[vne jcdnoduchd testovanie
sr.r vyvinulo do kt-rmphkol'anicll skiriobnich postupo\'. Lilohori t)-chto postu-

pov je zistit nielcn beZnc< vecll'ajiic rcakcie, ku ktorvnt nr(ri:e d6jsipri kontak-
te s chcnrickou llttki-.u, ale i.rj jcnrnejsir::i kt;nrpliko,.'anejSic irrejavy toxicil.y.
ktori moZno pozorovat iba v priebehrr celeho livote zvicrata (napr. t'tcstoch
chrcrnickel toxicity alebo v multigenertrdnlich Siricii;icil).

Vt-znamuou sirdastou toxikologick6ho hodnoteni;r cltcruickj'ch ltitok je St[-
diunt ich vplyvu na genetickli materiil. V poslednotn obclotr( sa totii ukdzalo,
2e ntnohi' novi chemick6 kitky, ale aj take, ktor€ s[ podla tradidnlfch toxiko-
togickfch kritcirii ne5kodnd, majri vlirazny'genotoxicky efekt a nr0Zu zapriti-
ni f ireparabilni poSkcrdenie genetickeho materiillu.

Mutagdnny fdinok chemickych ldtok (n{ihla. neusmernenii a trvalii zmena

vlastnosti alebo'znakov organizmu podmienend zmenou genetick6ho materili-
lu) predstavuje v sfdasnosti ziiva2nlf probl€m, pretoZe expozicia chemickfm
liitkam vo vonkajSom prostredf sa neustiile zvyiuje. Stdle mrime m6lo infor-
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nrirci( o moZnom mutagdnnom ridinku r6znych chemickfch liitok v prostredi.
Pritom je alarmujrice najmii to, Zc' r' najnov5fch vyskumoch sa zist'uje tesnii
koreliicia meclzi karcinog6nnymi (t. j, schopnost spdsobit nddorovy rast)
a mutagdnnymi 6dinkarni chemicklich latok.

Uvedcne problenry sa dost;ili v posiednych rckoch do popredia ochranr
zclravia c'loveka i'o vietkych rozlinutych krajiniich ii stali sa pretlnet()rn po-
zornosli vi;znamnVch veclecki'ch spoloinosti. V krajin:ich EHS sa zaviedlo
ptrvinni te stovanic na mutaee nittr vst-'tki'ch nn1'1'ch i:itok. ktori sa dostdva.ju
n.r trh. \/znikla tcda nclvit situilci;r aj z hladiskii nredzinirroclneho obchodrr
s chcnrickfmi l:jtkani a produktnri.'l-onruto trentiu sa musia r,o vlastnlrn.r
zrrujrne prisirirsohif ai kr:ijinl''. ktore nir,' sfr dlcnmi OECD.

"nlzhladom nu trito sitir:icru pripraviia v fSSR skupina ('xpertov n6vrh kri-
terii toxikolugickiho hodni-rtenia novvci: chemick,ch lhtok. l'ieto krit€riir
ztrdpo,,edaj(r najnor'(frn vetlcckym ptrznatkom z tiladisl;a ochrirnv zclravi:t
obl,vLte:lstve a pc2iaCitvkdtn mcdziniirodndho obcl'rociu s chemicklini latkanri
:r plr,.cliikimi.

O.l 1. 1 l9Efr 1e l SSR v lrliiin()stl r.'.,1',iiika MZ. SSR hl;l'.'nclto h]'!:it:nil":i
SSR" a. 2i)i l9r'-i ..tJpiiiva c higrcnickv.ch noZiadar,'k:ich nri sch','aii-tv:rni che"

rnir:k)'ch [i11ok r pripravLov z hlacliska ochratr"'zdrar,ia" [2]. Podobnit uprava
vstfrpi cio platnosti i,kriilkorn case irj r'('SR. Prtdla lejttr fpr;t',';; ka2dii novii
ciremickii ldtka a produkt i's. 6rrienrvslu rnrisia liyl toxikologickv otestovand
sl,0r'. rrkr; sa zai'nfi puuif.,'ai v nlit'cclnom httspod6rst'''e. Crganizirrit: vvrdbajti-
ce it dovdZajfce chernickd litk-v musiii tecia predkladrii hlavndmu livgienikovi
CSR a SSR v(e tkv rrotrebne ridiije rr riiinkoch r"/rliban!'ch a dor,:iZan1-ch cire-
rnick,vch litok a zal-'ezpei'ii iclr skdiantc.

Vysiedki tesiov nii zisfoi:inir' :zdlavotndho rizika liitkv podla priloh,v 2 tc,jto

uprar.'r, itab. l) sri siri'astou pt;2arlolarrej dokumcnt:icie. ktorti musiu organi-
ziicic prcdkladai hlavn6mrr hygicrikovi pri iiadosti ct z:it'ztzni; posudok nt fro.
vole nie sc;riovcl r'irobr a pori2iti:r clairej liitkr'.

l,ivlidzarne strutrtv pr';hiar-l testov nlr iroCnotettie zr.lritl'otne]io rizika novvcil
chcmickych liitok tirk. ako s(r uvedcn['vo vvhl:i(ke, a siii.rsne p:ripii.!aine nie-
kolko vysvetleni o ukoinostiaeh pouZitia danl,cit testov"

l)rrrh a rrrz:uii ttlstor,'vSeobecne zdvisi oci identit_ lritkl' jci (trrkirriulr,:hr:
\ l{)!'a:r. fvzikiilrrt,.rhermick,vch vlastltcsii, rczsahu r'lrrobr' .i sp-'j':obL! i1 vo-';21iii;

prt:pok lacla ncho 1-.ouZitia.
,,-*kiadnrirui pgyinnvm iestnli (bcz tthliidrr na r3zslii v\rolr',' a spt)soh poui,i-

ti;i)sriiestvna:rkftnuasuhchronickuto:;icit.:iifest\ n-rrr!uliig.nitu(Jcsfvna
zist'ovanie zt'lravotniho rizika li'itkt'. prfloha 2 irprlvl hlar nc'hu hrlsienik.i SSR

i.:rii r9S4).
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T a b u I k a 1. Testy na zistovanie zdravotn6ho rizika kitky [11
T a b I e 1. Indication tests of noxious matters [l]

I. Vieobecn€ testv toxicity
General toxicological tests
l. Akutna toxicita

Acute toxicity
l.l. LDq' peroriilna aplikricia potkanom

LD.,,, peroral application to rats
1.2. LDi(,, koZnd aplikiicia potkanom

LD,,,. skin apolication to rats
1.3. [-D.{,, inhaladnii aplikricia potkanom

LD,,,, inhalent application to rats
2. KoZn:i drdZdivost' a senzibilizdcia

Skin irritability and sensibility
2.1. Primrirna koZnii driiZdivost

Primary skin irritability
2.2. Primiirna oinii driiZdivosd

Primary eye irritability
2.3. KoLnA senzibilizdcia

Skin sensibility
3. Suhchronickd toxicita

Subchronic toxicitv
3.1. 90-dennii toxicita na potkanoch

90 days' toxicitv in rats
4. Chronick6 toxicita (viac ako 9() dni)

Chronic toxicitv (more than 90 days)
II. Specirilne testy toxicity (r'ditanc genotoxicity)

Special toxicological tests (including gcnotoricity)
l. Mutagenita

Mutagcnicity
l. l. Povinn€ testv

Officially rccuired tcstc
jedcn test na a) gdnover mutl'rcie
one tl'st for gcne rnutations

b) chronroz<in'rovd mutiicie
chromosome mutations

t.2.

c) dctckciu poikodenia a opravy DNA
detcction of DNA danrage and rcperltion

Ovcrovacic testy
Check tests
(dalSie tcstv nr odhalcnic gdnovich muticii. chromozomor'ych rnutdcii
a poikodeni t)NK sri povinni)
(othcr tests li' indication of gene and chromosome mutalions and DNA
damages are t' cially requilcd)
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Tabu Ik a 1. (pokradovanie)
Table l. (Continued)

a) ak aspoi jeden povinnf test md pozitfvny visledok,
if at least one of obligatory tests results positive

b) ak si to vyZaduje charaktcr a rozsah pou2itia l6tky (podta rozhodnutia
hlavn6ho hygienika)
if it is necessary for the nature and extent of usage of the matter (according
to the decision of Chief Hygienist)

l.3. Doplnkov€ testy
Complementary tests

sa uskutodnia v pripade potreby na ziiklade rozhodnutia hlavn6ho hygienika,
podfa charakteru a rozsahu pouZitia l6tky (pomocou nich sa nezistujri g€nov6
alebo chromoz6mov€ mutdcie, pripadne poikodenie a repar6cie DNK, ale
pribuzn6 genotoxick€ fenomdny
can be performed if required by the Chief Hygienist, according to the nature
and extent ofusage ofthe matter (they are not applied for determining gene
or chromosome mutations or DNA damages and reparations, but for the
related genotoxic phenomena)

2. Karcinogenita
Carcinogenicity

l. Uelnty na reprodukciu vrdtane teratogdnnych rldinkov
Effects on their reproduction including teratogenic effects

4. Biochemickd kinetika
Biochemical kinetics

5. Neurotoxicita
Neurotoxicity

O. Oeinty na imunitnf syst€m

Effects on immunity system

V5eobecnd testy toxicity

Aktima bxicito. Pri toxikologickom hodnotenf sa predovSetkym stanovf
hodnota LD-', (strednii smrtnii d6vka je ddvka, po ktorej hynie 50 "/" zvierat).
Toto vy5etrenie je povinn6 pre kazdf liitku a informuje n6s, di ide o l6tku
s vysokou, strednou alebo nizkou toxicitou. Hodnota akritnej toxicity vyja-
druje sfrdasne nebezpedenstvo akftnej otravy pri danom sp6sobe expozfcie.
Odportida sa. aby sa aklitna toxicita stanovila spolu s vy5etrenim sympto-
matol6gie otravy na potkanoch oboch pohlavi. Ldtka sa podiiva pokusnfm
zvieratirn najme nej v troch r6znych d6vkach. pridom v kaZdej skupine m6 byt
rlinimdlne 6-10 zvierat.
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Testy akftnej toxicity sri vfznamnfm ukazovatefom profesiondlnej expozi-
cie pracovnikov, ktor( pracujri s chemickimi l6tkami, a sf podkladom pre
legislatfvne zaradenie prfpravkov podla toxicity.

Oind a koind drdidivosf a senzibilizdcra. Skri5ky drdidivosti odf sri vhodnd
pre tie l6tky, pri ktorfch sa predpokladil,Le sa m6Zu dostaf dlovekovi do oka.
Ak sa predpokladi, Le dand l6tka bude vo vid5ich mnoZstv6ch prichddzat do
styku s pokoZkou, musi sa robit testovanie koZnej dr6Zdivosti. Inform6cie
o schopnosti l6tky senzibilizovat' koZu sa vyZadujri popri ridajoch o koZnej
drdZdivosti pri vSetkfch l6tkach, ktord sa budf dost6vat do styku s koZou opa-
kovane. Ide o zistenie reakcie na druhf alebo nasledujricu expoz(ciu l6tke
sp6sobenri imunologickfm mechanizmom.

Subchronickd toxicita. Stridium subchronickfch ridinkov chemickfch l6tok
je povinn6. Standardnfm testom na objasnenie ridinku opakovanej expozicie
chemickfm ldtkam je denn6 pod6vanie Litky v strave zvieratdm podas 90 dn(
(90-dfiovd toxicita).

Testy sa spravidla robia na potkanoch, niekedy moZno pouZit aj ind druhy
zvierat. Drivky treba zvolit tak, aby vy5Sie dilvkovanie vyvoldvalo niektord
vedlajSie fdinky. Zvieratd treba d6kladne sledovat, p6trat po neZiadricich
ridinkoch, zistovaf ciefov6 org6ny pdsobenia (hromadenie lStky). Na z6klade
vfsledkov sa stanovuje tzv. ,,no adverse effect level", d6vka, ktor6 nem6 ne-
priazniv€ ridinky na organizmus. Test si vyZaduje 6-8 mesiacov.

Chronicki toxickd riiinky. Vzhfadom na dasovri a materi6lovf n6rodnost
dlhodob6ho testu je rozhodnutie o jeho potrebe kritick6 a zdvaLn6,. VZdy tre-
ba najprv d6kladne vedecky zvdLit v5etky prfslu5nd faktory, vr6tane ridajov o
bezpednosti ldtky, ktor6 m6me k dispoz(cii.

Chronick6 Stridia sa robf najmenej na dvoch druhoch cicavcov, z ktorfch
jeden je hlodavec, najdastej5ie potkan, druhf nehlodavec, najdastejSie pes.

PouZ(va sa 50 hlodavcov kaZddtro pohlavia na skupinu (najmenej tri d6v-
kovacie skupiny a kontrola). DlZka experimentu pre hlodavcov je zvydajne
24 mesiacov. Upln6 vyhodnotenie chronickdho testu si vyZaduje asi 2,5 roka.
V priebehu testu sa zaznamendva telesn6 hmotnosf zvierat, spotreba potravy,
zmeny v biochemickych a hematologickfch ukazovateloch a vSeobecn6 klinic-
k6 ukazovatele. Na konci Stridie sa robi pitva a histopatologickd vy5etrenie.

Test chronickej toxicity je potrebnf, ak sa predpoklad|, Le nepriaznivd
fdinky alebo po5kodenie pozorovan€ v subchronickom pokuse sa ozrejmi ale-
bo zvynzni podas dlh5ieho obdobia; ak chemickr{ Struktrira l6tky naznaduje,
Ze chronick6 intoxik6cia m6Le mat vyznamn6 nepriaznivd ridinky; ak bezped-
nostny faktor v subchronickej Stridii bol nizsi ako 100 (pouZfva sa pre extrapo-
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l6ciu ridajov zo zvierat na dloveka); ak je predpoklad , Le pozorovand hladina
bez nepriaznivdho ridinku sa pri chronickej expozicii zniLi; ak sa l6tka alebo
jej metabolit kumuluje v organizme.

Chronickf test je menej potrebni v pripade, ak sa l6tka pri odakiivanom
spdsobe expozicie absorbuje iba mdlo (menej ako 1 %); ak sa l6tka metaboli-
zuje, vyluduje, ak bezpednostnf faktor v subchronickom pokuse presahuje
hodnotu 1000 alebo ak sa l6tka svojou chemickou Struktfrou podobri znilmej
bezpednej L{tke.

Specidlne testy toxicity

Testy na mutagenitu. Testy na mutagenitu uvedend v kapitole II [1] prflohy
2 sir povinn6 pre vSetky chemickd l6tky (tab. 1).

Minimdlny sribor testov na mutagenitu zahrnuje:
1. Informiiciu o g6novlich mutiici6ch (zmeny na molekuliirnej rirovni) v

teste na s. typhimuriuru (Amesov test). okrem tohto bakteriiilneho modelu
moZno pouZit testy na E. coli, testy na Saccharomyces cerevisiae a testy na
D ro so phila mel ano g,as ter.

2. Informrlciu o chromoz6movlich mut6ci6ch (zmeny chromoz6movfch
Struktrir alebo podtu chromoz6mov). Testy na detekciu chromoz6movych
mut6cif sf rozpracovand na najrozlidnejiich organizmoch.

Vela klastogdnov zvy5uje frekvenciu mikronukleov v polychromatickych
erytrocytoch prftomnfch v prepariltoch kostnej drene. Test je relativne jed-
noduchf.

Alternativnym a komplexnej5im postupom je cytogenetickd analliza bu-
niek kostnej drene zvierat a lymfocytov perif6rnej krvi dloveka. Najmii cyto-
genetickd analyza buniek kostnej drene je pre hodnotenie mutagdnnej aktivi-
ty velmi citlivym indikdtorom.

3. Informiiciu o po5koden( DNA (kyselina deoxyribonukleovd). Odporriia
sa reparadni test na S. typhinturium a na E. coli.

Aby sa vyhovelo poZiadavkiim minimiilneho sfboru testov na mutagenitu.
stadf z kaZdej skupiny uskutodnit' iba jeden test.

Ak v5etky uveden6 ziikladn6 testy majri negatfvne visledky, netreba l6tku
dalej testovat na mutag6nne vlastnosti.

V pripade, ak aspoi jeden povinnf test mii pozitfvny vlisledok alebo ak to
vyZaduje charakter a rozsah pouZitia ldtky, pristupuje sa k overovacfm, pri-
padne doplnkovfm testom, ktorfch cielom je stanovit' relevanciu pozitfvnych
vyisledkov.

Ak v niekolklch testoch vychiidzajri silne pozitivne vysledky, neodporfda
sa l6tku pouZfvat.
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Karcinogenita. Jecliny test vhodnf na urienie karcinogdnneho potenciiilu
chemickej l6tky je dlhodobri Stddia na zvieratdch. Test je velmi ndkladnf
a nemoZno ho preto pouZivat ako skrfningovy test pre vel'k6 podty novfch lii-
tok. Testovat sa musi najmenej na dvoch druhoch experimentdlnych zvierat,
najdastejSie hlodavcoch (potkan, my5). Musf sa pouZit rovnakyi podet zvierat
oboch pohlavi. najmenej v5ak 50 na skupinu.

Lritka sa podiiva minimiilne 24 mesiacov, nie dlh5ie ako 30 mesiacov. Pod6-
vaiI sa najmenej tri r6zne di{vky sp6sobom. aky sa odakiiva pri ludskej expo-
zicii. Tento test si vyZaduje pribliZne tri roky.

Testy na karcinogenitu sa vyZadujri, ak ldtka obsahuje vo svojej Struktrire
reaktivnu skupinu, ktorir sa pri inlich li{tkach ddva do srivislosti s karcinogeni-
tou, ak ldtka mala pozitivne vysledky v bakteriiilnom teste na mutagenitu, ak
metabolit (znimy alebo predpokladany) ldtky md chemickf Struktfru alebo
reaktivnu skupinu, ktorii sa pri inych lirtkach ddva do srivislosti s karcinogeni-
tou a ak sa liitka alebo jej metabolit kumuluje v organizme.

Stfdie karcinogenity nie sf potrebnd. ak sa l6tka pri odak:ivanom sp6sobe
expozfcie neabsorbuje. ak sa ry"chlo metabolizuje na inertnri ldtku alebo takri,
ktor:i sa prirodzene nachiidza v organizme, ak bakteriiilne testy na mutagenitu
daivajf negatfvne vfsledky a ak expozfcia ldtke bude kr/rtkodobd a zriedkavh.

Utinky na reprodukciu vr6tane teratogdnnych tiiinkov

Terutoghlnt ir'ittkv. Hlavnynr cielom testov na teratogenitu a reproclukciu
je identifikoraf lirtky. kiore m6Zu mat udinok na vznik a normitlny vyvin plo-
clu a potomstva.

V teste ua lcratogenitu sn pocliiva testovunzi l/rtka najmenej v troch r6znych
koncentriiciirch graricirrrrn samidkdm podas citliveho obclttbia organogendzy.
Plody sa vyberajri sekdne pred odak6vanym ddtumom vrhu a vy5etrujri sa

skeletdlne anomhlie rniikkych tkanfv. Test sa mus( robit na dvoch druhoch
cicavcov. Vhocln6 sir pctkan. mv5, Skredok alebo krirlik. Test trvzi pribliZne
-5-6 mesiact-rv.

Stfidium reproduktnit'h iilnkot'. Robf sa aspori na jednonr druhu cicavcor'.
Testovanh lirtka sa v trocl.r roznych clhvkaclr pod:iva clvonr generirciiim zvieritt

1F,, a F,).Tretia generzicia zvierat sa exponuje testovanej ldtke in utero a v
priebehu clojdenia. Hotlnoti sa fcrtilita. preZivanie potkanov. laktircia a kaZcllr

pr(paclnir abnornralita ploclov. .leclnogeneradnii ituclia trvii -5-(r mcsiacov.
clvojgeneradnir l2- l4 mcsiucov.

Tieto tcstv su 1-rotrel'rni. ak ie pravclepodcbne. Ze irdinku lirtkv truclir vystu
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venf ludia v plodnom veku, ak ide o liitku Struktrirou podobnf infm l6tkam,
o ktorfch je zndme, Le ich pouZfvanie malo nepriazniv6 ridinky na reprodukd-
nd funkcie dloveka alebo na vfvoj plodu.

Popri krit6riiich ,,klasickej toxikoldgie" dnes uZ treba brat' do rivahy aj otirz-
ky, ktor6 presahujri r6mec tradidndho toxikologickdho posudzovania aditiv-
nych liitok, ako sti napr. otdzky nezn6Sanlivosti. U citlivfch jednotlivcov sa

opisuje relativne dastli viskyt neZiadricich reakcif . Zatial sa nevie, do akej
miery sri tieto reakcie prejavom imunologickej precitlivelosti alebo idiosyn-
kratickej hyperreaktivity. Obidva typy reakcii moZno v5ak povaZovatzafor-
mu nezn65anlivosti. Probl6mom alergizujriceho fdinku sa zaoberala ai 17.

spr6va komisie expertov WHO/FAO [1], v ktorej sa zd6raznilo, Ze ak liitka
vyvoliiva vdLne alebo dastd reakcie z precitlivelosti, nemoZno ju pripustit na

pouZitie ako aditivum do potravin. Ukazuje sa, Ze podet liitok, ktor6 m6Zu
vyvoldvai alergickd prejavy u citlivlfch jednotlivcov, je velkf. Schopnost'
vyvoliivat alergickd reakcie bola dokiizand pri potraviniirskych farbivdch
(Tartrazin, Amarant, Erytrozin, Sunset, kyselina karminovii), konzervadnych
liitkach (oxid siriditf , soli kyseliny benzoovej), Litkach na fpravu ar6my poZi-
vatin (vanilin), sladidiel (sacharin, cyklam6ty) a pod.

Zdd sa, 2e zatial jedinfm vhodnjm sp6sobom je oznadenie pripadn6ho ne-

bezpedenstva pre vnimavfch jednotlivcov (etiketa).
Predpokladd sa, Le do konca 20. storodia d6jde v Stirdiu toxicity k dal5im

zlep5eniam. Toxikol6gia je velmi dynamick6 disciplfna a niet pochybnost(
o tom, Ze v multidisciplin6rnej spolupriici s dal5imi vednymi odbormi biolo-
gickych, lek6rskych a chemickych vied sa postupne dosiahne optimaliziicia
hodnotenia novych aditfv a ostatnych cudzorodych hitok v poZfvatinilch ako
zikladny predpoklad prevencie niektorych neZiadfcich rii'inkov civilizadn6ho
procesu.
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Coapelrcttttue KpurePun roxcltxo.;lor[tlecxoft o{csru rreilxulcablx Ao6a[ox
B nlluleabre npoxyxrbt

Pegroue

B pa6clre- rrpKBeAeHbI Kprrrepr{x AJIa tt{rtleHr,rqecKo-ToKcr{Ko.nona.recrori oqeuKr4 Herrn-
u{eBbrx 4o6aaox B []rureB],re npo,(yKTbr c rorrxrr 3penrffi 3axoxoAareJlrcrga. CoctasHoli
qacrr,ro pa6otrr sBJtgtorca MeroA'llrecKt{e nptteMbl, ocnoBaHxbre tla HoBetirut{x HaJrqHbn<

no3nanr4tx r{ }ra aKTya,trbnrrx rpe6onaurlflx 3a py6ex<ou r s CCP.

Current criteria for the toxicological evaluation of food additives

Summary

The paper describes new criteria for the hygienic and toxicological cvaluation 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.
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