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Predmluva

Vyukova opora pro predméty Biochemie potravin a biochemické laboratorni metody
(H3BLM) a Biochemie potravin (H8BC, HIBP) jsou urceny pro studenty FVHE VFU Brno
v bakalafském studijnim programu Bezpecnost a kvalita potravin, Zdravotni nezdvadnost
a kvalita potravin v gastronomii a v magisterském Veterindrni hygiena a ekologie. V tomto
studijnim materialu jsou vypracovany a aktualizovany névody do praktickych cviceni
biochemie potravin s ivodni teoretickou ¢asti, a dale je zapracovdna nova inovovana uloha na
stanoveni antioxida¢ni kapacity vybranych potravin. Studenti budou podle téchto vyukovych
materiald feSit zadané ukoly béhem praktickych cviceni a déle se mohou Iépe teoreticky
ptipravovat na konkrétni tlohy a laboratorni metody v biochemii potravin. Vypracovany text
rovnéz slouzi k ptipravé na zkousku, a také pro dalsi studium a névaznosti v problematice
hygieny, bezpec¢nosti a kvality potravin. Studentim piejeme uspésné vyuziti vyukové podpory

a ziskani novych poznatki pro dalsi studium znalosti a dovednosti z biochemie potravin.
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Sylabus prednasek
Tyden Napli 11:(‘)’;:“’;
1. Uvod do studia Biochemie potravin. Metabolismus, enzymy, makroergni 2
slouceniny.
2. Metabolismus sacharidt. Glykemicky index. Vldknina. 2
3. Glykémie. Regulace metabolismu sacharida. 2
4. Metabolismus lipidi. Mastné kyseliny, fosfolipidy, cholesterol v potravinach. 2
5. Lipoproteiny. Polynenasycené mastné kyseliny a jejich vyznam. 2
6. Lipidy v potravinach, peroxidace lipidd, Zluknuti tukd. 2
7. Metabolismus proteinil. Rostlinné a Zivo¢isné proteiny. 2
8. Pfemény aminokyselin, biogenni aminy — hygienicky vyznam. 2
9. Zmény proteinl v potravinach. 2
10.  Proteoglykany, glykosaminoglykany, kolagen, chrupavka. Enzymy v 2
biochemii potravin.
11.  Vitaminy a mineralni latky v potravinach. 2
12.  Antioxidanty v potravindch. Funk¢ni potraviny a aditiva. 2
13.  Biochemie potravinovych intoleranci, potravinové alergeny. 2
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Sylabus praktickych cvi¢eni

Pocet

hodin

Tyden Napln

Uvodni cviceni — bezpe€nost prace v biochemické laboratofi, organizace 2
1-2.  praktickych cviceni, pozadavky na udéleni zdpocCtu. Zéisady spravné

laboratorni praxe.

34 Stanoveni glykemie a sestrojeni glykemické kiivky 2
Stanoveni hladiny glykémie glukometrem
5.6 Kvalitativni priikkaz lipoperoxidace tukt 2
Dtikaz ptitomnosti dvojnych vazeb v mastnych kyselinach
7-8.  Stanoveni amoniaku v mase (Conwayova metoda a Nesslerova reakce) 2
9-10. Izolace proteini mléka a diikaz jednotlivych slozek. 2
10-12 Jodometrické stanoveni vitaminu C ve vybranych vzorcich potravin a napojt 2
Stanoveni antioxida¢ni kapacity vybranych potravin.
3 Zavére€na kontrola protokolll, zhodnoceni pribézné kontroly znalosti studentt 1

v pribéhu zimniho semestru -zapoctovy test. Zapocet.
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1 UVODNI CVICENI

1.1 Prace s automatickymi pipetami

V laboratornim cviceni budete pracovat s pipetami s nastavitelnym nebo fixnim
objemem.
Na pipety o objemu 2 pl - 200 pl se pouzivaji zluté Spicky - obvykle maji zluty ,,kloboucek*
na pipeté. Na pipety o objemu 200 pl - 1 000 pl se pouzivaji modré $picky — obvykle maji
modry ,.klobouéek* na pipeté. Na pipety o objemu 1000 pl - 5 000 pl se pouzivaji bilé Spicky.

S davkovaci pipetou pipetujeme pomoci palce. PIPETU DRZTE VZDY SPICKOU
DOLU!!! Pi pipetovani stladte pist k prvni zaraZce, ponoite pipetu do roztoku a pomalym
uvoliiovanim stlacen¢ho pistu nasajte kapalinu (pozor na vzduchové bubliny). Pomalym
stlacenim pistu k druhé zaraZce vypust'te obsah Spicky (Spicka by neméla byt ponofena do
kapaliny).

Po ukonceni prace pipety odkladejte svisle do stojanku. Podle pozadovaného objemu
roztoku zvolte pipetu s vhodnym rozsahem uvedenym na barevném ,kloboucku* pipety.
PoZadovany objem nastavte na stupnici pipety jemnym otd¢enim Sroubu. Nad deklarovany

horni objem pipetu nepretacejte!

Pipety pouZzivané pro cvifeni Biochemie potravin:
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PIPETY S NASTAVITELNYM OBJEMEM

Rozsah objemi: 0,002 — 0,020 ml (2 — 20 ul)

Rozsah objemu: 0,020 — 0,200 ml (20 — 200 ul)

20-200 pl

0,020 ml 0,100 ml 0,200 ml
(20 pl) (100 pl) (200 pl)
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Rozsah objemu: 0,100 — 1ml (100 — 1000 ul)

W 100-1000 pl

0,100 ml 0,500 ml 1,000 ml
(100 pl) (500 pl) (1000 pI)

Rozsah objemu: 0.5 — 5ml (500 — 5000 nl)

0,500 ml 2,000 ml 5,000 ml
(500 pl) (2000 pI) (5000 pl)

10
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PIPETY S FIXNIM OBJEMEM

Objem: 0,010 ml (10ul) Objem: 0,025 ml (25ul)

Objem: 1,000 ml (1000 pnl)

11
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1.2 Prace s centrifugou

Pti praci v laboratofi budete pouzivat typ MPW-340. Pfed vlozenim vzorkii do
centrifugy je nutné je vyvazit v centrifugacnich zkumavkéch na digitalnich vahach. Zkumavky
umistéte do centrifugacnich stojanki, pridejte do kazdého vzdy jednu prazdnou zkumavku a

postupujte dale dle navodu.

Po vyvézeni vzorki na digitalnich vahach je umistéte do centrifugy (obr. A) a to tak, ze
vzorky (respektive stojanky), které se proti sob¢é vyvazovaly, se umisti proti sobé do ramen
rotoru centrifugy. Zmacknéte tlacitko POWER (obr. B). Nastavte dle sméru Sipky (obr. C) Cas
na centrifugaci (nejcastéji 10 minut). Uzaviete kryt centrifugy a zmacknéte tla¢itko START
(obr. B). Pomalu pridavejte otacky az na pozadovanou rychlost (nejcastéji 3000 otacek/min.).
Rychlost ota¢eni mizete kontrolovat na displeji (obr. D). Po ukonceni centrifugace vrat’te

otacky zpét a zmacknéte tlacitko COVER RELEASE.

obr. A

obr. B

obr. C

obr.D

12
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1.3 Digitalni vahy

Zvazte nejprve jeden stojanek, vahu vynulujte a zvazte i druhy. Do prazdné zkumavky leh¢iho
stojanku pridavejte deionizovanou vodu tak dlouho, dokud se hmotnost obou stojankti nebude

shodovat.

13
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1.4 Pouziti spektrofotometru WPA S800 Spectrawave

Meéreni absorbance:

D
2)

3)
4)

5)
6)
7
8)
9)

Neni-li pfistroj zapnuty - zapnéte piistroj tlacitkem
Nastavte vinovou délku: Sipkami ¢ » nastavte méfeni vinové délky, symbol @

Sipkami“ ¥ nastavte vinovou délku (rozsah 330-800 nm)

tlacitkem o potvrd’te nastaveni vinové délky

Nastavte méFeni absorbance: Sipkami“ ¥ nastavte symbol Abs (display:x.xxxA)

Uchopte pfislusnou semimikrokyvetu (pro objem 500-1500ul) a nalijte st

destilovanou vodu, bunicitou vatou peclivé ocistéte kyvetu

semimikrokyveta _»

min. vySka roztoku jelS mm

kyvetu s destilovanou vodou jemnym tlakem umistéte do kyvetového prostoru
zmacknéte tladitko R [(display: blika rrrrAbs poté sviti 0.0004bs)

kyvetu s destilovanou vodou vyjméte, destilovanou vodu vylijte

kyvetu Fadné oplachnéte destilovanou vodou, osuste ji bunicitou vatou

do kyvety nalijte postupné: slepy vzorek, standard nebo analyzovany vzorek (min.

vyska roztoku je 15 mm) kyvetu bunicitou vatou peclivé oCistéte

10) kyvetu pfiméfenym tlakem umistéte do kyvetového prostoru

11) zmacknéte tlacitko [T| pro méFeni absorbance (svételny paprsek sviti zepfedu dozadu pies

stény kyvety)

12) zméiena absorbance sviti na display, absorbanci zaznamenejte

13) kyvetu vyjméte, analyzovany slepy vzorek, standard nebo vzorek nalijte zpét do

zkumavky

14) kyvetu Fadné oplachnéte destilovanou vodou, osuste ji bunicitou vatou,

15) opakujte kroky 9-14 pro méteni dalSich vzorka

16) pftistroj nevypinejte

14
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SPEKTROFOTOMETR WPA S800 SPECTRAWAVE

ABSORBANCE ZAPNUTI/VYPNUTI
HPUNTIPA

SpPecliravwave

$500 Diode Array Spectrophotometer Jiochrom

VOLBA MERENI VLNOVA

ABSORBANCE [Abs D D D MELKA (nm)
'-ll:ll:l o

Conc  Rate Factor

VOLBA VLNOVE POTVRZENI

DELKY nm
(&)
0 0

NULOVANI

TLACITKA PRO VOLBU ERENI

LY., - G

/ g e < T o cmNnron\re

S800 Diode: Anay Spmmpvmmew wm

15
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2 METABOLISMUS SACHARIDU

Uvod

Glukoza je jednoduchy sacharid ptedstavujici hlavni zdroj energie pro buiiky. Hladina
glukdzy v krvi se oznacuje jako glykemie. Za fyziologickych podminek je glykemie udrzovana
v uzkém rozmezi hodnot 3,9-5,6 mmol/I (u ¢lovéka) nalacno a po jidle je glykemie niz$i nez
10 mmol/l. Glukéza v plazmé miiZze pochazet z celé fady zdroj, v zavislosti na aktudlnim stavu
metabolismu sacharidii. V postabsorpéni fazi je gluk6za transportovdna z mista absorpce ve
sttevech na mista syntézy a ukladani glykogenu, hlavné v jatrech a ve svalech. Nalac¢no je v
plazm¢é koncentrace glukdzy udrzovana pomoci mobilizace sacharidi z libovolného mista.
Nejprve pievlada glykogenolyza z jater, ddle navazuje glukoneogeneze a lipolyza. Pokud
hladovéni pokracuje, prodluzuje se lipolyza a nakonec se aktivuje také proteolyza a
glukoneogeneze ze ziskanych aminokyselin.

Velmi dulezita je komplexni a t€sna zpétnd vazba v hormonalni kontrole, ktera zajistuje
dostate¢né konstantni koncentraci glukézy v plazmé bez ohledu na to, jaky je soucasny stav
organismu (postprandialné ¢i v dobé hladovéni). Glykemii sniZzuje hormon insulin produkovany
slinivkou bfis$ni. Jeho antagonistou je glukagon. Na zvySovani glykemie se také podili ristovy
hormon, hormony §titné zlazy, glukokortikoidy a adrenalin.

Ke stanoveni glukozy v séru, plasmé nebo plné krvi jsou pouzivany rizné enzymatické
metody. PouZit Ize ¢etné kvantitativni ¢i polokvantitativni metody, nebo metody mokré a suché
chemie. Lepsi nez stanoveni glukozy z plné krve je jeji stanoveni z plazmy ¢i ze séra, které
nejsou, na rozdil od stanoveni z plné krve, zavislé na hematokritu. V ptipadé metod suché
chemie, kdy je vétSinou pouzivéana plna krev, jsou stanovované hodnoty nepiesné v disledku
stoupajiciho hematokritu.

V krevni plazmé nebo séru je koncentrace glukézy vyssi ve srovnéni s plnou krvi, nebot’
v té je glukdza spotfebovavana krvinkami. Koncentrace glukozy se tak snizuje o cca 10 %
kazdych 30-60 minut. Moznosti, jak zabranit utilizaci glukdzy krevnimi elementy, je vyuziti
specifického ¢inidla, napf. fluoridu sodného (specidlni zkumavky na stanoveni glykemie).
Pouziti fluoridu sodného vSak znemoZziuje provedeni nékterych dalSich analyz. Druhou
moznosti je ziskani krevni plazmy (odstfedéni krve) nejpozdé€ji do 30 minut po ziskani vzorku.
Tteti moznosti je stanoveni koncentrace glukozy pomoci glukometru ve vzorku plné krve

bezprostiedné po odbéru.

16
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Glykemicky index (zkr. GI) vyjadiuje ucinek pozité potraviny na hladinu glykemie v
porovnani s ufinkem standardni latky (glukosy), jejiz glykemicky index je roven 100. Je
ukazatelem hyperglykemizujici sily urcité potraviny ve srovnani s potravinou standardni.
Predstavuje tedy schopnost potraviny, kterd obsahuje cukry, zvysit hodnotu glukosy v krvi
(glykemii). Glykemicky index lze také definovat jako hodnotu, ktera udava do jaké miry je
sacharidova potravina schopna zvysit hladinu cukru v krvi. Glykemicky index je bezrozmérné
¢islo, které ma hodnoty od 0 do 100.

Podle hodnot glykemického indexu (GI) potraviny nasledné délime na:

- potraviny s nizkym glykemickym indexem, tj. pod 60, resp. 55

- potraviny se stiednim glykemickym indexem, tj. 55, resp. 60 — 70

- potraviny s vysokym glykemickym indexem, tj. nad 70

Nevyhodou glykemického indexu je jeho ¢asto diskutovand vysoka interindividudlni a také
intraindividudlni variabilita zplsobovana fadou faktord. Vedle glykemického indexu se
hyperglykemizujici sila potravin charakterizuje pomoci glykemické ndloze, glykemickych

glukozovych ekvivalentl a relativniho glykemického ucinku.

Faktory ovliviiujici hodnotu glykemického indexu
Na hodnotu glykemického indexu maji vliv zejména nasledujici faktory: sloZeni potraviny, jeji
zpracovani a skladovani a metodika stanoveni glykemického indexu.
v" Obsah a typ jednoduchych sacharidt
Obsah a typ komplexnich sacahridii — Skrob
Obsah tukil
Obsah bilkovin
Ptitomnost vldkniny
Ptitomnost organickych kyselin

Zpusob zpracovani potravin

AN N N N N N

Skladovani potravin
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Faktory ovliviiujici hodnotu glykemického indexu:

Faktor

Vliv na GI

Struktura matrix potraviny

(napt. mletim)

Cim mensi ¢astice, tim vyssi

GI

Bunééna sténa a struktura

Skrobu

Cim zralejsi plod, tim vy3si GI

Struktura skrobovych Vyssi GI pii Zelatinizaci
granul Skrobu (tepelné zpracovani)
Obsah amylozy a Cim vy3si je pomér amylozy
amylopektinu k amylopektinu, tim niZsi je GI

Visk6zni vldknina

Nizsi GI

Organické kyseliny

Nizsi GI

Inhibitory amylazy

Nizsi Gi

Obsah monosacharidu -

pomeér fruktozy ke glukdze

Cim vys3i je pomér fruktozy ke

cv v

Molekularni struktura
sacharidu - typ glykosidické
vazby

Cim vce vazeb jinych nez o-(1-
4) a a-(1-6), napt B-(1-4)*, tim

nizs8i GI

Obsah rezistentniho Skrobu

GI neovlivnén v piipadé
zachovani stejného mnozstvi

stravitelnych sacharidti

Obsah bilkovin

Ptidani do potraviny = niz§i GI

Obsah tuku

Ptidani do potraviny = niz8i GI

Glukometry jsou pfistroje uréené pievazn€ pro orientacni stanoveni koncentrace glukozy
v krvi. Tradiéné se vyuzivaji u lidi s diabetes mellitus pro monitoring aktualni glykemie a
naslednou Upravu davky insulinu. Také ve veterinarni mediciné se glukometry pouZzivaji pro
sledovani koncentrace glukozy u pacientii s diabetes mellitus. Jsou 1 vhodnym pomocnikem pro
rychlé zjistovani glykemie pfi akutnich stavech, kdy neni moZné v ramci diagnostického a
terapeutického postupu cekat na vysledek z laboratofe.

Vyhodou glukometrti je rychlost stanoveni koncentrace glukozy a potfeba malého mnozstvi
vzorku. Nicmén¢ snaha vyrobctli o co nejrychlejsi stanoveni a zmensovani objemu vzorku pro

vysSetfeni mtize mit negativni dopad na presnost vysetieni.
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Glukometr:

Medisign

Medisign’§:

2.1 Stanoveni glykemie fotometricky a sestrojeni glykemické kiivky

2.1.1 Teoreticka priprava

v" Hormony regulace glykemie (receptory, mechanismus ptisobeni). Glykolyza anaerobni,

aerobni, v erytrocytech. Pentdzovy cyklus. Glykemicky index.

2.1.2 Ukol

» Stanovte koncentraci gluk6zy v modelovych vzorcich krevniho séra

2.1.3 Princip

Stanoveni glukozy je zaloZeno na enzymové reakci. Enzym glukézaoxidédza katalyzuje oxidaci
glukozy kyslikem za vzniku laktonu glukonové kyseliny a peroxidu vodiku. Vznikly peroxid
vodiku se ihned stava substratem v navazujici reakci katalyzované peroxidazou, v niz je
substituovany fenol a 4-aminoantipyrin oxida¢né kopulovan na ¢ervené zbarveny produkt.

Koncentrace glukézy se stanovi fotometricky v modelovych vzorcich séra, které imituji
stanoveni glykemie po jidle (= postprandialni glykemie). Odbér modelovych vzorki séra byl
proveden v case 0, 30, 60, 90 a 120 minut po jidle obsahujicim sacharidy s riiznym

glykemickym indexem.
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2.14 Cinidla

e standard: Solunorm GLUKOZA (SONO) koncentrace je uvedena na ampulce

e cinidlo 1: peroxidaza > 3,30 pkat, gluk6zaoxidaza> 60,0 pkat, 4-aminoantipyrin 0,245 mmol / lahvicka
e (Cinidlo 2: pufr chromogen (fosfore¢nanovy pufr 0,14 mol/l ; 3-methyl-fenol 10 mmol/l)

e sady 1-4 modelovych roztokli glukdzy v deionizované vod¢ odpovidajici glykemii v ¢ase t = 0,

15, 30, 45, 60 a 120 min po poziti potraviny

2.1.5 Pracovni postup
1) Pipetujte z modelovych vzorkl do kratkych zkumavek dle tabulky:

Zkumavky:

Cinidla, vzorky

Vzorek 1 | Vzorek 2 | Vzorek 3 | Vzorek 4 |Vzorek S | Standard | Slepy
[ml] (2x) (2x) (2x) (2x) (2x) (2x) vzorek
(2x)

Vzorek (0 min) 0,01

Vzorek (30 min)

Vzorek (60 min)

Vzorek (90 min)

Vzorek (120 min)

Standard

(SONO)
Deionizovana

voda
Glukozové

¢inidlo

2) Obsah kazdé zkumavky dobte promichejte (nasyceni kyslikem). Vzniklou reakéni smés
je nutno chranit pred svétlem. Zkumavky dejte ihned po napipetovani inkubujte p¥i
37 °C (vodni lazen s termostatem) 15 minut.

3) Po inkubaci nejpozd€ji proved’te na spektrofotometru meétfeni absorbance slepého

vzorku (Asv), standardu (Asr) a vzorkd (Avz1-5) v kyveté pti vinové délce 492 nm.
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2.1.6 Vypocet

Ay, — A
Koncentrace glukézy (mmol.1™1) = (dvz sv) X Cgr
(Ast — Asy)

Avz = absorbance vzorku
Asy = absorbance slepého vzorku
Ast = absorbance standardu

cst = koncentrace standardu glukézy (uvedena na lahviéce roztoku standardu)

Sestrojeni glykemické krivky:

Po vypocteni koncentrace jednotlivych sad vzorkl vytvoite graf glykemickée kiivky

U grafického sestrojeni nandsejte na osu x ¢asové intervaly v minutach dle modelovych vzorkt

(0, 30, 60, 90 a 120 minut) a na osu y piislusné vypoctené koncentrace glukézy jednotlivych

modelovych vzorkti (mmol.I'").

2.1.7 Vyhodnoceni

Na zéklad¢ prabéhu kiivky zjistéte, zda modelovy vzorek odpovida pribehu glykemie po
poziti potraviny s nizkym, sttednim nebo vysokym glykemickym indexem nebo pacienta

s diabetes mellitus.
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Obr. 1: Glykemicka krivka zvySeni glykemie po poziti potraviny s nizkym, stfednim a

vysokym glykemickym indexem (GI)
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Obr. 2: Glykemicka kiivka pacienta s diabetes mellitus
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Glykemie je zvysena, béhem prvnim 30 minut jesté vzroste a ziistava zvysena.
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2.2 Stanoveni glykemie glukometrem

2.2.1 Ukol

v’ Stanovte koncentraci glukozy pomoci glukometru v dodanych vzorcich a vysledky

zapiste do tabulky

2.2.2 Princip

V soucasnosti se nejcastéji pouzivaji elektrochemické glukometry (glukometry 2. generace).
Vyuziva se enzymu glukozaoxidaza, ktery katalyzuje oxidaci glukozy kyslikem za vzniku
kyseliny glukonové a peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je elektrochemicky redukovan na vodu

a vznikly elektricky proud je umérny koncentraci glukozy (amperometrické stanovent).

2.2.3 Pracovni postup

1) Na hodinové sklo pfeneste pipetou kapku modelového vzorku séra

2) Vlozte testovaci prouzek do glukometru. Zasuiite ho co nejdale a davejte pozor, aby
nedoslo k ohnuti.

3) Glukometr pozna kéd testovaciho prouzku automaticky — na displeji se objevi ¢islo.
Zkontrolujte, Ze se Cislo na displeji shoduje s ¢islem uvedenym na tub€ s testovacimi
prouzky.

4) Piistroj je ptipraveny k méteni v okamziku, kdy se na displeji objevi symbol kapky
krve.

5) Dotknéte se okrajem testovaciho prouzku kapky séra na hodinovém skle. Po pipnuti

zatne glukometr vzorek testovat a po 5 vtefinach se ukaze na displeji vysledek.
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224

Vyhodnoceni

Hypoglykémie (neni sefazeno dle diileZitosti nebo vyskytu):

v

v
v
v
v
v
v
v
v
v

Addisonova choroba

hyperinzulinismus, inzulinem nebo iatrogenni
hypoglykemicky syndrom u déti
hypothyre6za

insuficience jater (cirh6za), bakterialni sepse
insulinom (nador B-bun€k pankreatu)

n¢které intoxikace

protrahované hladovéni

renalni glykosurie

tézké hepatopatie, jaterni cirhdza

Hyperglykémie (neni seiazeno dle dileZitosti nebo vyskytu):

v

SN N VR N S N S U N S SR NN

akromegalie

diabetes mellitus

diestrus

hypertyredza

1atrogenni (infuze glukdzy, glukokortikoidy, ACTH, gestagen, morfin, adrenalin)
insuficience ledvin

kfecoveé stavy

onemocnéni mozku
postprandidln¢ (kasovitd potrava)
postprandidlni

progestageny

stresové situace

terapie glukokortikoidy

zangt pankreatu
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2.3 Opakovani znalosti:

1. Diabetes mellitus je onemocnéni zptisobené:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. nadprodukci glukagonu
b. snizenou citlivosti bun¢k na inzulin
¢. sniZzenou intenzitou glykolyzy v buiikach

d. nedostate¢nou sekreci inzulinu

2. Potravina s vysokym glykemickym indexem je:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. jablko
b. ryze
c. med

d. mrkev

3. Potraviny s nizkym glykemickym indexem:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. Glykemii zvySuji méné
b. Uvolnuji glukézu do krve pomaleji
c. Uvolnuji glukézu do krve rychleji

d. Glykemii zvySuji vyrazné

4. V pripadé metod stanoveni glukézy v krvi pomoci suché chemie (napi. glukometrem):
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. mohou byt stanovované hodnoty neptesné v dusledku glykolyzy
b. jsou stanovované hodnoty presné a srovnatelné s fotometrickym stanovenim
c. mohou byt stanovované hodnoty neptesné v dusledku stoupajiciho hematokritu

d. mohou byt stanovované hodnoty ovlivnéné glykemickym indexem

A < qv(€:2°9(7 ‘Pq(1
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Protokol Cvi¢eni ¢. 2: METABOLISMUS SACHARIDU

Jméno studenta:  Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Skupina: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Datum: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Nazev ulohy: 2.1 Stanoveni glykemie fotometricky a sestrojeni glykemické
kiivky

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Naméiené hodnoty:
Absorbance jednotlivych vzorkii:

Slepy vzorek Standard
X Sh Sk Priamér St Stz Priamér
X
Sada 1 Sada 2
Vi Vz2 Priamér Vz1 Vz2 Primér
0 min.
30 min.
60 min.
90 min.
120 min.
Sada 3 Sada 4
Vz1 Vz2 Primér Vz1 Vz2 Praumér
0 min.
30 min.
60 min.
90 min.
120 min.
Vypocet:
(Ayz — Asy)

Koncentrace glukézy (mmol/l) = @ 2) X Cgr
st — Asy

Avz = absorbance vzorku
Asy = absorbance slepé¢ho vzorku
Ast = absorbance standardu

cst = koncentrace standardu glukézy (5 mmol/l)
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Vysledky:
Zde vypocitejte vysledky koncentrace glukézy jednotlivych vzorkii:

Sada 1 Sada 2

Oznaceni Glc (mmol/l) Oznaceni Glc (mmol/l)

vzorku: vzorku:

0 min. 0 min.

30 min. 30 min.

60 min. 60 min.

90 min. 90 min.

120 min. 120 min.
Sada 3 Sada 4

Oznaceni Gle (mmol/l) Oznaceni Gle (mmol/l)

vzorku: vzorku:

0 min. 0 min.

30 min. 30 min.

60 min. 60 min.

90 min. 90 min.

120 min. 120 min.

Sestrojte glykemickou kiivku:

V Programu Microsoft Excel dosadte vypoctené hodnoty a sestrojte graf glykemické krivky
Jjednotlivych sad (sada 1-4) modelovych vzorkii

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

3,00

6,00

Koncentrace Gle mmol/1

4,00
2,00

0,00
0 min. 30 min. 60 min. o0 min. 120 min.

Cas po piijmu potraviny

= &= Gada | g S ada 2 —— ada 3 seooes Sadad
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Referencni hodnoty:

Za fyziologickych podminek je glykemie udrzovana v uzkém rozmezi hodnot 3,9-5,6 mmol/l
(u ¢loveka) nalacno a po jidle je glykemie nizs$i nez 10 mmol/l. Po poziti jidla se projevi nartst
glykemie — tzv. postprandidlni hyperglykemie, kterd ovSem po vlivu insulinu klesd na

normoglykemii.

Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy. Urcete, kterd sada vzorkii odpovida glykemii po
prijmu potraviny s nizkym, stirednim nebo vysokym glykemickym indexem nebo pacienta s

diabetes mellitus.
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Nazev ulohy: 2.2 Stanoveni glykemie glukometrem

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Vysledky:
Zde uved’te hodnoty glykemie stanovené pomoci glukometru:
Sada 1 Sada 2
Oznaceni Glc (mmol/l) Oznaceni Glc (mmol/l)
vzorku: vzorku:
0 min. 0 min.
30 min. 30 min.
60 min. 60 min.
90 min. 90 min.
120 min. 120 min.
Sada 3 Sada 4
Oznaceni Glec (mmol/l) Oznaceni Gle (mmol/l)
vzorku: vzorku:
0 min. 0 min.
30 min. 30 min.
60 min. 60 min.
90 min. 90 min.
120 min. 120 min.
Zavér:

Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy. Vysledky fotometrického stanoveni modelovych

vzorkii porovnejte se stanovenymi hodnotami na glukometru.
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3 METABOLISMUS LIPIDU

3.1 Kbvalitativni prikaz lipoperoxidace ve vzorcich lipida

3.1.1 Uvod

Lipoperoxidace je destruktivni proces uzce spjaty s oxidativnim stresem v biologickych
systémech, ale také v potravinach. Oxidativni stres je vysledkem nerovnovéahy produkce a
eliminace volnych radikdld ve prospéch jejich produkce. Tvofi tak vyznamnou oblast
biochemie potravin, obecné a klinické biochemie. Jde o proces souvisejici s reaktivnimi
formami kysliku (ROS), které iniciuji peroxidaci lipidi. Reaktivni formy kysliku poskozuji
biomolekuly, jako jsou lipidy, proteiny, nukleové kyseliny a zpusobuji jejich oxidac¢ni
poskozeni, narusuji funkénost bunéénych mechanismi, poskozuji bunééné membrany a mohou
vyustit az v zanik bunky. Tento proces urychluje starnuti a zpisobuje poSkozeni organismu,
které muze indukovat zdvazna onemocnéni. Proces lipoperoxidace je radikdlova fetézova
reakce, ktera nejvice zasahuje polynenasycené mastné kyseliny lipidit a sloucenin lipofilniho
charakteru. Z nich po Utoku radikald vznikaji lipoperoxylové radikély. Primarnimi produkty
lipoperoxidace jsou hydroperoxidy, jeZ podléhaji dalSim pfeméndm za vzniku sekundarnich
produktii — hydroxyaldehydl (zejména malondialdehyd), které jsou velmi reaktivni a pro
organismus toxické. Enzymové a neenzymové antioxidanty tvofi vyznamné slozky ochrany

bunék a celého organismu proti volnym radikalim a ptsobeni oxidativniho stresu.

Schéma lipoperoxidace

0,
: R+ LH
HEOJFOE 047' l mastna
H207 O, kyselina
Nanre o~ GSH
GR GPx

NADPH+H* GSSG Le LOOH

. radikil hydroperoxid

Hgo OH mastné mastné

kyseliny kyseliny

0.'
LOO* Kovalentni vazba s proteiny
peroxylovy a nukleovymi kyselinami,

radikal lipoperoxidace, enzymové

mastné inaktivace a dalsi $kodlivé

kyseliny aéinky
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3.1.2 Teoreticka priprava

v' Traveni lipidd. Smésna micela.

3.1.3 Ukol

v Proved'te kvalitativni priikaz lipoperoxidace ve vzorcich lipidi

3.1.4 Princip

Lipoperoxidace je stanovena pomoci TBARS testu (thiobarbituricacid reactive substances=
latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou). Produktem lipoperoxidace je malondialdehyd
(MDA), ktery je sekundarni oxida¢ni produkt lipidd vznikajici reakci ROS s nenasycenymi
mastnymi kyselinami. Metoda je zaloZzena na stanoveni barevnych adduktt, které vznikaji
reakci produktl lipoperoxidace s kyselinou 2-thiobarbiturovou v kyselém prostiedi. Pozitivnim

vysledkem ditkazu je vznik riZzového zbarveni barevného komplexu MDA s TBA.

Reakce tvorby barevného adduktu malondialdehydu s kyselinou 2-thiobarbiturovou:
OH

SN

LA

HOO N7 SH 4 oA

2-TBA MDA

S<__N. _OH HO_ N_ _SH
S ad

N e N

OH OH

Barevny produkt
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3.1.5

3.1.6

1)

2)

3)
4)

5)

6)

3.1.7

Cinidla
¢inidlo TBA = kyselina 2-thiobarbiturova ¢ = 0,1 mol/l

kyselina chlorovodikova HCI 0,6 mol/I

modelové vzorky: rostlinné a zivoci$né tuky a oleje

Pracovni postup

Z kazdého vybraného vzorku oleje nebo tuku kapatkem nakapejte do 4 dlouhych
zkumavek (A, B, C, D) cca 10 kapek.

Skupina A bude kontrolni, skupinu B vafte 10 minut, skupinu C vaite 20 minut a
skupinu D vaite 30 minut ve vrouci vodni 1azni.

Po zahtti vzorkl napipetujte do vSech zkumavek 2 ml deionizované vody a protiepejte.
Poté do kazdé zkumavky napipetujte 0,2 ml kyseliny chlorovodikové HCIl a 0,8 ml
¢inidla kyseliny 2-thiobarbiturové (TBA).

Zkumavky dikladné€ promichejte a ve vrouci vodni l1azni a zahtivejte zakryté alobalovou
folii po dobu 10 min.

Ptiblizné po 5 min se za¢ne vyvijet riZové zbarveni.

Vyhodnoceni

Podle intenzity rtiZového zbarveni vyhodnotime pfitomnost malondialdehydu v jednotlivych

vzorcich lipidd na +, ++, +++.
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3.2 Diikaz pritomnosti dvojnych vazeb v mastnych kyselinach

3.2.1 Uvod

Mastné kyseliny jsou dilezitymi stavebnimi jednotkami lipidd. Jsou to karboxylové
kyseliny s uhlovodikovym fetézcem obsahujicim 3 az 24 atomi uhliku. V organismu se
vyskytuji nejcastéji v esterifikované form¢, navazané na glycerol, sfingozin nebo cholesterol.
Pouze malé¢ mnozstvi mastnych kyselin je v organismu v neesterifikované formé. Vyskytuji se
napft. v krvi, kde jsou oznaCovany jako volné¢ mastné kyseliny (VMK) nebo neesterifikované
mastné kyseliny (NEMK).

Podle délky uhlikového fetézce se rozliSuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem (3 - 6
C), sttednim fetézcem (8 — 10 C), dlouhym fetézcem (12 — 18 C) a velmi dlouhym fetézcem 20
— 24 C). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou vyznamné predevsim u prezvykavceu, kde
vznikaji v bachoru pii mikrobidlnim traveni. U vys$ich rostlin a zivo¢ichtl jsou v nejvetsi mite
pritomny kys. palmitova (16 C) a kys. stearova (18 C). Pfirozen¢ se vyskytujici mastné kyseliny
mivaji sudy pocet uhlikovych atomi, protoZze jsou syntetizovany z dvouhlikatych jednotek.
Mastné kyseliny se dale rozliSuji podle pfitomnosti dvojnych vazeb v uhlikovém fetézci na
nasycen¢ a nenasycené. Nenasycecné mastné kyselin maji v fetézci dvojné vazby a podle jejich
poctu se dale rozliSuji monoenové (jedna dvojna vazba) a polyenové mastné kyseliny (vice
dvojnych vazeb). Nejcastéji se vyskytujici nenasycené mastné kyseliny jsou kys. olejova
(18:1) a kys. linolova (18 : 2). Struktura mastnych kyselin ovliviiuje vlastnosti tuki
(triacylglycerola). Délka fetézce mastnych kyselin a poc¢et dvojnych vazeb urcuji bod tani tuku.
kapalné za pokojové teploty se oznacuji jako oleje. Vys§i zastoupeni nenasycenych mastnych
kyselin zvySuje riziko lipoperoxidace tukd.

Nenasycené mastné kyseliny vznikaji desaturaci. Zivo¢ichové maji ve srovnani
s rostlinami omezené moznosti desaturace mastnych kyselin. U vétSiny zvifat mohou byt
dvojné vazby zavadény v polohach A*, A% A® a A’ (pocitano od karboxylového konce),
dodatecné dvojné vazby pak mohou byt zavadény pouze mezi existujici dvojnou vazbu (napft.
©-9, »-6, ®-3) a karboxylovy uhlik. Vzhledem k tomu, Ze Zivo¢ichové maji A’-desaturasu, jsou
schopni uplné syntézy ®-9 nenasycenych mastnych kyselin (rodina kyseliny olejové), ale
nejsou schopni syntetizovat ®-6 nenasycené mastné kyseliny a ®-3 nenasycené mastné
kyseliny. Rostliny maji enzymatickou vybavu umoziujici zavadéni dvojné vazby do poloh A°®,

A%, A2, A a mohou tak syntetizovat rovnéz -6 a -3 polyenové mastné kyseliny. Tyto mastné
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kyseliny musi byt proto ziskavany potravou primarné rostlinného ptivodu a jsou z hlediska
vyzivy esencidlni. Z biomedicinského hlediska maji vyznam piedev§im nenasycené¢ mastné
kyseliny s dlouhym nebo velmi dlouhym fetézcem. Jedna se o polyenové mastné kyseliny dvou
zékladnich fad ®-6 a ®-3. Prvni kyselinou z Fady ®-6 je dienova kyselina linolova (18:2, all-
cis-9, 12-oktadekadienova). Prvni kyselinou fady ®-3 je trienova Kyselina a-linolenova (18:3,
all-cis-9, 12, 15-oktadekatrienovd). Pro syntézu téchto dvou kyselin neni u zivocicht

enzymatické vybaveni a musi byt proto dodavany potravou.

Zdroje Omega 3 a 6 mastnych kyselin
Optimalni pomér Q3: Q6 ve stravé = 1:1 -1:4

Omega 3 Omega 6

Q3: Q6 Q3/100g Q3: Q6 ©6/100g
4:1  Inéné seminka 23g Q3  0:1 slunecnicovy olej 66g Q6
3:1  chia seminka 182 Q3 1:45 kukuficny olej 54g Q6
1:3  konopné seminka 9g Q3 1:45 palmovy olej 9g Q6
1:4  vlaSské ofechy 9g Q3 1:12 olivovy olej 10g Q6

3.2.2 Teoreticka priprava

v Metabolismus tukii (chylomikrony, VLDL-IDL-LDL, HDL lipoproteiny)

34



Tyto studijni materialy vznikly za financni podpory projektu IVA 2020FVHE/2420/65

Obsah nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v nékterych tucich a olejich

vyjadrenych jako % veSkerych mastnych kyselin (VeliSek 2002):

Mastné kyseliny

Druh tuku

nasycené monoenoveé polyenové
veprové sadlo 25-70 37-68 4-18
hovézi luj 47-86 40-60 1-5
kureci sadlo 27-30 42-47 20-24
maslo 53-72 26-42 2-6
tuk kapra 22-25 46-50 23-28
kokosovy tuk 88-94 5-9 1-2
palmojadrovy tuk 75-86 12-20 2-4
palmovy tuk 44-56 36-42 9-13
kakaové maslo 58-65 33-36 2-4
olivovy olej 8-26 54-87 4-22
sojovy olej 14-20 18-26 55-68
margarin 23-25 27-29 43-47
ostropestiec - olej 12-14 23-25 63-65
dynova seminka - 17-19 16-18 63-65
slune¢nicovy olej 9-17 13-41 42-74
repkovy olej 5-10 52-76 22-40
Inény olej 10-12 18-22 66-72
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3.2.3 Ukol

v" Proved’te orienta¢ni stanoveni mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin v rtznych

typech tukd/oleji

3.2.4 Princip

Mastné kyseliny obsahujici dvojné vazby se nazyvaji nenasycené mastné kyseliny. Tyto mastné
kyseliny jsou velmi citlivé k oxidaci. Po pfidani oxida¢niho ¢inidla — manganistanu draselného
v kyselém prosttedi, dojde k hydroxylaci dvojné vazby a redukci manganistanu, coz se projevi

odbarvenim roztoku.

3.2.5 Cinidla

* manganistan draselny — roztok 0,001 mol/l

e  koncentrovana kyselina sirova - POZOR ZIRAVINA!

1MVAROVANI!!

Pred zacatkem prace pouZijte ochranné bryle a rukavice! Nebezpedi vystiiknuti Ziravin!

3.2.6 Pracovni postup

1) Ptipravte si podle poctu vzorkl vysoké zkumavky, oznacte si je a pomoci kapatka odkapejte

0,5 ml ptislusného oleje (olivovy, slunecnicovy, fepkovy, kokosovy, rybi), pfipadné pridejte
na Spicku 1zi€ky maslo a sadlo.

2) Do vsech zkumavek ptidejte 1 ml roztoku manganistanu draselného a pipetou pridejte 50 pl
koncentrované kyseliny sirové (nadbytek kyseliny zpiisobuje ztmavnuti organické
slouceniny, protoze dochazi k jeji mineralizaci).

3) Obsah zkumavek dobte, ale opatrné promichejte. Pozorujte zménu zbarveni.

4) Stupeil nenasycenosti/zménu zbarveni zapisSte do tabulky pomoci znamének ,,— beze zmény
barvy, ,,+* zména barvy (vznik razového zbarveni). Intenzitu zmény barvy odliste poctem

znamének.

3.2.7 Vyhodnoceni

Srovnejte vysledky s tabulkovymi hodnotami. Sestavte potadi vysetfovanych oleji/tuki dle

obsahu nenasycenych mastnych kyselin. Zhodnot'te jejich vhodnost z pohledu vyzivy.
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3.3 Opakovani znalosti:
1. Lipoperoxidace je proces:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. deaktivace lipoperoxidi
b. destruktivni oxidace mastnych kyselin
c. B-oxidace mastnych kyselin

d. vyuzivajici energii mastnych kyselin

2. Nejvyssi zastoupeni nasycenych mastnych kyselin je:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. v fepkovém oleji
b. v sojovém oleji
c. ve vepfovém sadle

d. v palmovém tuku

3. Jako pozitivni diitkaz pritomnosti dvojnych vazeb v mastnych kyselinach:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. po pfidani kyseliny sirové a manganistanu draselné¢ho dojde k odbarvenim roztoku
b. po pfidani kyseliny 2-thiobarbiturové dojde k odbarvenim roztoku
c. po pfidani kyseliny sirové a manganistanu draselného nedojde k odbarvenim
roztoku.

d. po ptidani kyseliny 2-thiobarbiturové stanovujeme spektrofotometricky

4. Co plati pro malondialdehyd:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. je antioxidantem
b. je nebezpenym karcinogenem
c. vznikd jako produkt lipoperoxidace

d. vznika jako produkt B-oxidace

2q(y < v(g 1 p(Z a1
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Protokol Cvi¢eni ¢. 3: METABOLISMUS LIPIDU

Jméno studenta:  Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Skupina: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Datum: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Nazev ulohy: 3.1 Kwvalitativni prukaz lipoperoxidace ve vzorcich lipida

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Vysledky:

Podle intenzity rizového zbarveni vyhodnot’te pritomnost malondialdehydu v
jednotlivych vzorcich lipidi na +, ++, +++.

Vzorky | Maislo [Sluneéni Repk. [Oliv. olej| Sadlo | Maslo | Kokos |Lososov |Ostropes/ Margari| Dyiiovy
covy olej| olej bez y olej |tFec. olej n olej
laktézy

Kontrola| 44+ /
S gy

Vareni
B

Vareni

C

Vareni
D

Zavér:
Zde popiste vlastnimi slovy vysledky ulohy. Urcete, ktery olej/tuk obsahoval nejvice

lipoperoxidace a ddle ktery podléhal nejvice lipoperoxidaci behem vareni.
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Nazev ulohy: 3.2 Dukaz pfitomnosti dvojnvch vazeb v mastnych kyselinach

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Vysledky:

Sestavte poradi vySetifovanych oleji/tuku dle obsahu nenasycenych mastnych Kkyselin.

Vzorky | Maslo |Slunetnic|Repk. olej| Oliv. olej| Sadlo [Mislo bez| Kokos |Lososovy |Ostropest|Margarin| Dyiiovy
ovy olej laktozy olej rec. olej olej

Poradi

Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy. Srovnejte vysledky s tabulkovymi hodnotami.
Zhodnotte jejich vhodnost z pohledu vyzivy.
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4 METABOLISMUS AMONIAKU

Uvod
Amoniak jako hygienicky parametr v biochemii potravin

Amoniak vznikd v potravinach zejména z volnych nukleotidii, jako je naptiklad
adenosinmonofosfat (AMP), ktery se deaminuje na inosinmonofosfat (IMP) a hydrolyzou
asparaginu a glutaminu (tj. amidu kyseliny asparagové a glutamové). V kyselych potravinach
je amoniak pfitomen ve form¢ amonnych soli.

K hydrolyze asparaginu a glutaminu dochazi v potravinach pfi teploté kolem 100 °C, kdy
dochézi kromé uvolnéni amoniaku i k desulfuraci bilkovin. Vytvéii se pfi€na kovalentni vazba
mezi asparaginem a lysinem, dale mezi glutaminem a lysinem. Clovék svymi proteasami tuto
vazbu neni schopen §tépit, proto u n¢j dochazi ke snizeni vyzivové hodnoty proteinu (vyznamné
zejména u potravin, kde je lysin limitujici aminokyselina).

Monosodna sil kyseliny L-glutamové spolu s purinovymi nukleotidy IMP a GMP
(guanosinmonofosfat) patii do skupiny intenzifikator aréma. Jedna se o latky, které maji
za ukol zvyraznit nebo modifikovat piivodni aroma nékterych potravin, 1 kdyZ samy vyrazné
aroma nemaji. Natriumhydrogenglutamat, aktivni forma monosodné soli kyseliny glutamové,
vykazuje vlastni chut’, kterd se nazyva chut’ umami. Synergisticky U¢inek této chuti maji
i disodné soli IMP a GMP nukleotidi. V mase a rybach pfevlada IMP, ktery vznika deaminaci
AMP (respektive ATP-adenosintrifosfatu, ktery je post mortem St€épen na AMP). GMP je
obsazeno ve vétsim mnozstvi v nékterych houbach a kvasni¢nych extraktech, které se pouzivaji
jako polévkové pripravky. Jejich soucasti miize byt i IMP, jako slozka masového extraktu.

Obsah amoniaku je indikatorem degradace proteinii masa a soucasné slouzi jako kritérium
pro posouzeni Cerstvosti masa. Autolytickymi a mikrobidlnimi procesy se obsah amoniaku
zvySuje. Amoniak je tedy vyznamnym ukazatelem Cerstvosti masa. Jeho zvySujici se obsah je
nezadouci z hlediska zdravotni nezavadnosti a jakosti potravin. Volny amoniak je
obsazen v ¢erstvém mase v mnozstvi od 120 do 170 mg/kg. Nad uvedenou hranici stoupa obsah
i v Cerstvém mase jateCnych zvifat unavenych pied porazkou. Pfi autolyze a hnilobnych
procesech se obsah zvySuje. Amoniak spolu s aminy je zakladni chemickou slou¢eninou, ktera
alkalizuje kazici se maso. Stoupne-li hodnota pH nad 7, amoniak se z masa uvoliiuje a podili se

na jeho zapachu.
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Metody stanoveni amoniaku v mase

Mezi metody pro stanoveni amoniaku patii metoda dle Conwaye, metoda s vyuzitim
Nesslerova ¢inidla a dale metody instrumentalni - napf. cestou suché chemie a metodou
s vyuzitim iontové selektivni elektrody (ISE). Jako neptimy ukazatel nartistu obsahu amoniaku
ve vzorku masa je pak mozné vyuzit i stanoveni pH vzorku masa pomoci vpichové elektrody,
pfipadné¢ pH méfené ve vyluhu masa (zména pH vyjadiuje nartst koncentrace amoniaku ve
vzorku). Metody pro stanoveni obsahu amoniaku ve vzorku masa je mozné vyuZit pro
jednorazové a aktudlni stanoveni v daném vzorku, ale vétsi vyznam ma provadét toto stanoveni

v rdmci dynamiky zmén obsahu amoniaku za urcité ¢asové obdobi.

Stanoveni amoniaku podle Conwaye
Conwayova metoda se vyuziva nejCastéji pro stanoveni amoniaku v mase (masovém
vyluhu). Amoniak je z masového vyluhu vytésnén pomoci nasyceného roztoku uhli¢itanu
draselného a je jiman do kyseliny borité, kde je po uplynuti 2-3 hodin stanoven titracné
roztokem kyseliny sirové. Piednosti této tradi¢ni kvantitativni analytické metody je snadna
preanalyticka ptiprava vzorkli ve formé masového vyluhu, snadné provedeni s vyuZzitim
kvantitativni analyzy titracni metodou a snadny rychly vypocet k ziskani vysledki obsahu

amoniaku.

Stanoveni amoniaku pomoci Nesslerova ¢inidla
S vyuzitim Nesslerova ¢inidla je mozné kvalitativné stanovit obsah amoniaku ve vzorku.
Je — li v analyzovaném vzorku pfitomen amoniak, Nesslerovo ¢inidlo reaguje zménou barvy
(hnéda — oranzové hnédd) a tvorbou srazeniny nebo zakalu. Vysledny barevny produkt je
tetrajodortutnatan amonny. Vysledky stanoveni (dle mnozstvi pouzitého Nesslerova ¢inidla a
intenzity vzniku sraZeniny) v mase je mozné vyuZzit pro zafazeni masa do kategorie dle

cerstvosti (Cerstvé, poCinajici rozklad a zkazené).

Stanoveni amoniaku pomoci ISE
Princip stanoveni amoniaku ISE elektrodou spocivé ve vytésnéni amoniaku silnou zasadou
z vyluhu vzorku. Ten difunduje skrz pdéry membrany do vnitiniho prostoru naplnéného
roztokem, kde dojde v zavislosti na koncentraci vytésnéného amoniaku ke zméné potencialu
sklenéné elektrody. Z hodnot potenciali standardnich roztoka se poté metodou kalibracni

pfimky vyhodnoti potencialy vzorki a vypocita koncentrace amoniaku.
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4.1 Stanoveni amoniaku mikrodifazi (Conwayova metoda)

4.1.1 Teoreticka priprava

v’ Zpusoby vzniku amoniaku: deaminace, transdeaminace, cyklus purinovych nukleotidd,

glutamatdehydrogenasa, glutaminasa.

4.1.2 Ukol

v" Proved’te stanoveni amoniaku v mase mikrodifuzi (Conwayovou metodou)

4.1.3 Princip

Z masového vyluhu se vytésni amoniak nasycenym roztokem uhli¢itanu draselného a absorbuje

se do roztoku kyseliny borité. Zde se stanovi titraéné roztokem kyseliny sirové.

4.1.4 Cinidla

e kyselina boritd s indikatorem
e uhli¢itan draselny, nasyceny roztok (52,8 g bezvodého uhli¢itanu draselné¢ho se rozpusti v 47,2 ml
destilované vody)

e  kyselina sirova, odmérny roztok ¢ = 0,05 mol/l

4.1.5 Pracovni postup

1) Zhomogenizujte 1,00 g vzorku masa s deionizovanou vodou v poméru 1 : 3.

2) Zhomogenizovany vzorek odstfed’te na odstfedivce 10 minut pii 3000 otackach/min.
Supernatant uchovejte jako masovy vyluh.

3) Do centralniho prostoru Conwayovy nadobky napipetujte 1 ml roztoku kyseliny borité
s indikatorem.

4) Na jednu stranu vngjs$iho prostoru Conwayovy naddobky 1 ml nasycené¢ho uhli¢itanu
draselného.

5) Na protéjsi stranu Conwayovy nadobky napipetujte 1 ml masového vyluhu.

6) Prikryjte Conwayovu nadobku krycim sklem, natfenym na sty¢nych plochach
vazelinou, a promichejte vzorek masového vyluhu s roztokem uhli¢itanu draselného
mirnym krouzivym pohybem.

7) Conwayovu nadobku ponechejte alesponi 1 h stat pii laboratorni teplot¢.
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8) Po prob¢hnuti reakce Conwayovu nadobku odkryjte a titrujte centralni prostor

kyselinou sirovou do slabé riiZového zbarveni. Pii titraci obsah centralniho prostoru

dobfe promichavejte (elektromagnetickd michacka, malé michadélko).

9) Zaznamenejte spotiebu kyseliny sirové.

Schéma pipetovani dle Conwaye:

nasyceny

uhli¢itan draselny q2nalyzovany vzorek

kyselina borita s indikatorem

4.1.6 Vypocet

a X17,03 x 10
n

Amoniak (mg/kg) =

kde:
a = spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové v ml

n = hmotnost podilu vzorku v gramech v 1 ml filtratu

4.1.7 Vyhodnoceni

Obsah amoniaku v mg/kg
cerstvé 120- 170
dosud nezavadné 170 - 250

podezielé 260 - 300

zacinajici rozklad 310 - 350

zkazené nad 360
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4.2 Kvalitativni diikaz amoniaku Nesslerovou reakci

4.2.1 Teoreticka priprava
v" Transportni formy amoniaku v organismu.
4.2.2 Ukol

v Proved'te kvalitativni dikaz amoniaku Nesslerovou reakci v masovém vyluhu.

4.2.3 Princip

Je-li v analyzovaném vzorku pfitomen amoniak, Nesslerovo Cinidlo reaguje s amoniakem

zménou barvy (hnéda az oranzoveé hnédd) a vznika [Hg(NH>)I] — amido-jodortutnaty komplex.

4.2.4 Cinidla

e Nesslerovo ¢inidlo (roztok K,[Hgls] — tetrajodortutnatanu draselného v KOH)

4.2.5 Pracovni postup

1) Do zkumavky s 1 ml vyluhu z masa pomalu pfikapavejte 10 kapek Nesslerova ¢inidla
2) Po pfidani kazdé kapky obsah zkumavky protfepejte a pozorujte zménu barvy
a ¢irost vyluhu. Jedna se o kvalitativni dikaz, kde v ptipad€ pozitivni reakce

(pritomnosti amoniaku) vznik4 hnédé zbarveni se zdkalem nebo sraZeninou.

4.2.6 Vyhodnoceni

Nesslerova reakce:

Ani po deseti kapkach Nesslerova ¢inidla se nevytvori zékal,
barva vyluhu se nezméni.

pocinajici  |Jiz po 6 kapkach se vyluh zbarvi Zlut€ a vytvoii se slaby
zakal, po pfidani 10 kapek se vytvofi na dné slaba zlutohnéda
srazenina.

Vyluh se zbarvi Zluté jiz po prvnich kapkach Nesslerova
zkazené ¢inidla, po pfidanych 10 kapkach je vzorek syté zluty az
cervenohnédy. Na dné se vytvoii sraZenina.

cerstvé

rozklad
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4.3 Kovantitativni stanoveni amoniaku pomoci p¥istroje PocketChem BA

(PA —4130)

4.3.1 Ukol

v" Proved’te kvalitativni dikaz amoniaku v masovém vyluhu pomoci pfistroje

PocketChem BA (PA —4130).

4.3.2 Princip

Analyzator PocketChem vyuziva ke stanoveni amoniaku ve vzorku cestu suché chemie, jejimz
principem je reakce reagentu na reakénim prouzku, tzv. stripu (Ammonia Test Kit II),

s biologickym materidlem, s naslednym métenim piistrojem PocketChem BA (PA —4130).

FPocketChem™

PA-4130

4.3.3 Pracovni postup

1) Na reagen¢ni prouzek pomoci pipety napipetujte vzorek masového vyluhu (z 1. ¢asti
ulohy) o objemu 20 pl (v ptipadé potieby i nafedény).
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2) Vzorek se po dobu 180s absorbuje do stripu a reaguje s reagenciemi v ném obsazenych.

Tato reakce se projevi zménou barvy reakéniho prouzku na zelenou.

3) Takto ptipraveny strip vlozte (po zvukovém znameni) do pfistroje, ktery automaticky

zméii hodnotu amoniaku v pmol/l. Vysledek je nutno vynasobit, v piipadé potieby,

fedénim vzorku.

4.3.4 Vypocet

Amoniak (mg/kg) =

hodnota amoniaku v umol/l X 17,03

n

n = hmotnost podilu vzorku v gramech v 1 ml filtratu

4.3.5 Vyhodnoceni

Obsah amoniaku v mg/kg

cerstvé

120 - 170

dosud nezavadné

170 - 250

podezielé

260 - 300

zacinajici rozklad

310 - 350

zkazené

nad 360
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4.4 Opakovani znalosti:
1. Amoniak se z organismu savci vylucuje v podobé:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. glutaminu
b. mocoviny (urey)
c. kyseliny mocové

d. toxického NHj3

2. Cerstvé maso se po pFidani Nesslerova ¢inidla:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. nezbarvi zIuté ani po 10 kapkach
b. zbarvi rizove po prvnich kapkach
c. zbarvi zluté po ptidani 6 kapek

d. zbarvi se ihned po prvnich kapkach

3. Jaké mnoZstvi amoniaku obsahuje ZKAZENE maso:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. méné jak 360 mg.kg-1
b. nad 200 mg.kg-1
c. nad 360 mg.kg-1
d. nad 500 mg.kg-1

4. Stanovit obsah amoniaku je moZné:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. pomoci kys. chlorovodikové
b. pomoci TBARS testu
c. pomoci Nesslerova ¢inidla

d. metodou dle Conwaye

Py (g I 0(Z fq(1
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Protokol Cviceni ¢. 4: METABOLISMUS AMONIAKU

Jméno studenta:  Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Skupina: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Datum: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Nazev ulohy: 4.1 Stanoveni amoniaku mikrodifuizi (Conwayova metoda)

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Namérené hodnoty:

Vzorek masa Spoti‘eba H2SO4
(ml)

Vepiové 1

Veprové 2

Kureci 1

Kureci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Vypocet:
a X17,03 x 10
n

Amoniak (mg/kg) =

a = spotfeba odmeérného roztoku kyseliny sirové v ml

n = hmotnost podilu vzorku v gramech v 1 ml filtratu
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Vysledky:

Vzorek masa Amoniak Stupen

(mg/kg) cerstvosti/kaZeni:

Vepiové 1

Vepiové 2

Kufeci 1

Kufeci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Referencni hodnoty:

Obsah amoniaku v mg/kg

cerstvé 120 - 170

dosud nezavadné 170 - 250
podezielé 260 - 300
zacinajici rozklad 310 - 350

zkazené nad 360

Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy, urcete, ktery vzorek masa obsahoval nejvice

amoniaku a dale ktery nejméne.
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Nazev ulohy: 4.2 Kwvalitativni dukaz amoniaku Nesslerovou reakci

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Namétené hodnoty:

Vzorek masa Pocet kapek Nesslerova
¢inidla:

Vepiové 1

Vepiové 2

Kureci 1

Kureci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Vysledky:

Vzorek masa Stupen
¢erstvosti/kaZeni:

Veprové 1

Veprové 2

Kureci 1

Kureci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Referen¢ni hodnoty:

Nesslerova reakce:

Ani po deseti kapkach Nesslerova ¢inidla se nevytvoii zakal,
cerstve , o
barva vyluhu se nezméni.

JiZz po 6 kapkéch se vyluh zbarvi Zlut¢ a vytvoii se slaby
pocinajici

zakal, po pfidani 10 kapek se vytvofi na dné slaba zlutohnéda
rozklad

srazenina.

Vyluh se zbarvi Zluté jiz po prvnich kapkach Nesslerova

zkazené ¢inidla, po pfidanych 10 kapkach je vzorek syté zluty az

cervenohnédy. Na dné se vytvoii sraZenina.
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Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy, urcete, ktery vzorek masa obsahoval nejvice

amoniaku a dale ktery nejmeéne.

Nazev ulohy: 4.3 Kvantitativni stanoveni amoniaku pomoci pristroje
PocketChem BA (PA —4130)

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Naméiené hodnoty:

Vzorek masa Amoniak

(nmol/1)

Vepiové 1

Veprové 2

Kureci 1

Kureci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Vypocet:

hodnota amoniaku v umol/l x 17,03

Amoniak (mg/kg) = ~

n = hmotnost podilu vzorku v gramech v 1 ml filtratu

51



Tyto studijni materialy vznikly za financni podpory projektu IVA 2020FVHE/2420/65

Vysledky:

Vzorek masa Amoniak Stupen
(mg/kg): Cerstvosti/kaZeni:

Veprové 1

Vepiové 2

Kufreci 1

Kufeci 2

Hovézi 1

Hovézi 2

Referencni hodnoty:

Obsah amoniaku v mg/kg

cerstveé 120 - 170
dosud nezavadné 170 - 250
podezielé 260 - 300
zacinajici rozklad 310 - 350

zkazené nad 360

Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy. Urcete, ktery vzorek masa obsahoval nejvice

amoniaku a dale ktery nejméné.
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5 IZOLACE PROTEINU MLEKA A DUKAZ
JEDNOTLIVYCH SLOZEK MLEKA

51.1 Uvod

Mléko je sekret mlécné zlazy savci urCené k vyzivé mladat, které vznika
metabolickymi pfeménami z krve a mizy a také jako potravina pro ¢lovéka. Ml€ko tvoii z 86-
88 % voda, 12-14 % je susina — bilkoviny, tuky, sacharidy, mineralni latky, vitaminy, enzymy
a hormony. Rzné druhy mléka se lisi pfedevsim obsahem tuku a bilkovin. Podle druhti zvitat
rozliSujeme rizné druhy mlék s urCitymi specifiky: kravské mléko (hlavni zdroj naSeho
jidelnicku), kozi mléko (dobte stravitelné pro lidsky organismus, podobné matetskému), ovci
mléko (vyzivové hodnotnéjsi nez kravské a kozi), kobyli mléko (vyzivoveé hodnotné, podobné
matetskému), osli mléko (alternativa pro lidi alergické na kravské mléko), losi mléko
(konzumuje se predevsim ve Skandinavii, vysoky obsah tuku), sobi mléko (vyznamna potravina
pro Laponce), ja¢i mléko (konzumuje se v oblasti Himaldji), velbloudi mléko (bohaté na

vitamin C, velice vhodné pro diabetiky), buvoli mléko (vyrabi se z n¢€j originalni mozzarella).

SloZeni mléka vybranych druhu zvirat:

% [ druh Krava Ovce Koza Klisna Prasnice
SuSina 12,0-13,0 15,0-20,0 11,0-14,0 10,0-11,0 16,0-19,0
Tuk 3,5-4,5 7,0 -8,0 3,0-4,5 1,0 -2,0 7,0 -8,0
Bilkoviny 3,0-3,6 5,0-7,0 2,5-3,5 1,5-2,5 5,0-6,0
Laktoza 4,8-5,0 4,6 -5,0 4,6 -5,0 6,0 -7,0 4,0-5,0

Popeloviny +1,0 +0,9 +0,8 +0,5 +0,6
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SACHARIDY V MLECE

Lakt6za je mléény disacharid, ktery je slozeny z podjednotek galaktézy a glukozy
(spojené B-1—4 glykosidickou vazbou). Laktéza tvoii pfiblizné 2—8% mléka (podle druhu).
Nazev pochazi z lac- (1atinského slova pro mléko) a ptipony -ose (pouzivano k oznaceni cukrii).
Laktoza je bild, ve vodé rozpustnd, nehygroskopicka pevna latka s mirné sladkou chuti. Pouziva

se v potravinafském primyslu.

Syntéza mlééného sacharidu - laktozy

Syntéza disacharidu laktézy probihd v Golgiho aparatu epitelidlnich bunék laktujici
mlécné zlazy. Samotna syntéza je jedinou chemickou reakci volné glukézy a UDP-galaktozy
za vzniku laktézy a UDP. Aby k této reakci mohlo dojit, musi byt glukéza transportovana z
cytosolu do lumenu Golgiho aparatu interaguje s enzymem laktozasyntazou (dvé podjednotky
alfa-laktalbumin a f-galactosyltransferdaza) za ucelem modulace jeho substratové specificity.
Na 1 kg mléka je potfeba ptiblizné 72 g glukézy.

Laktéza je disacharid, ktery se sklada z glukozy a galaktdzy. Vyskytuje se pouze v mléce
savcl. Je syntetizovana v bunikach mlécné Zlazy. M1é¢na zlaza vSak neni schopna syntetizovat
glukézu a musi ji ziskavat z krve. U prezvykavcl se vstieba jen mala ¢ast glukozy piimo z
potravy, jelikoZ vétSina sacharidi je v bachoru fermentovana na t€kavé mastné kyseliny (TMK),
které jsou vstfebavany do krve. 45 az 60 % glukézy je syntetizovano v jatrech pomoci
glukoneogeneze, a to zejména z kyseliny propionové a glukoplastickych aminokyselin (alanin,
serin atd.). Kyselina propionova je u prezvykavcu jedind z t€kavych mastnych kyselin, ktera
muze byt vyuzitelna pro glukoneogenezi.

Syntéza laktozy:

ATP ADP
Mg
. o G . S .
Glukéza e Glukoza-6-fosfat DT — vy —— Glukéza-1 fosfatUTP
UDP-Glukoza- /‘
pyrafosforvidaza
PP,
, UDP-Glukoza
Laktoza
HO—CHz HO—CH;
o 0 fo) UDP-G_a/’akrld:a-4- NAD*
epimerdza
OH . OH
H OH
UDP-Galaktéza
OH CH Glukéza
Laktézasyntaza
UDP

Laktoza
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Laktozova intolerance

Nesnasenlivost mlééného cukru laktézy se oznacuje jako laktéozova intolerance. Je
zpusobena deficienci enzymu Stépici laktdézu laktdzy a vede k poruSe vstiebavani laktozy
(malabsorpci) a piipadné k dal§im projeviim lakt6zové intolerance. Lakt6zova intolerance je
zpusobena castecnou nebo Uplnou neschopnosti organismu produkovat enzym laktaza, ktery
laktézu (mlécény cukr) ve sttevech rozklada. Nejedena se tedy o alergii na mléény protein.

Obecné jsou popsany tii typy laktozové tolerance: vrozend laktozova intolerance
(alaktdzie, vzacnd vrozend genetickd porucha), primdrni typ laktozové intolerance
(nedostate¢nost laktazy, souvisi s postupnym a geneticky naprogramovanym ubytkem enzymu
laktaza v tenkém stieve) a sekundarni typ laktozové intolerance (vzniké v disledku poskozeni
sliznice tenkého stfeva, nebo v disledku zrychleni pasaze travicim traktem u nékterych
onemocnéni zazivaciho traktu).

Pro vznik zazivacich problémi spojenych s konzumaci laktozy je dilezita aktivita a
katalyticka koncentrace laktazy ve sliznici stfeva a mnozstvi ptijaté laktdozy. Mezi projevy
intolerance laktozy naleZi fada gastrointestinalnich ptiznakl po vypiti ur¢itého mnozstvi mléka
nebo po poziti riznych mléénych produktii obsahujici laktoézu, jako je plynatost, kolika,
zvraceni a prijem. Poruchou vstfebavani laktozy trpi populace v riizném procentu - méné
naptiklad ve skandindvskych zemich (Dansko 4 %) vice ve stfedni Evropé (Italie az 56 %,

Recko az 80 %). V Ceské republice se uvadi, ze laktozovou intoleranci trpi cca 10 % obyvatel.

Mechanismus vzniku zaZivacich problémi p¥i laktézové intoleranci:

Bémeé traveni laktozy Intolerance laktozy
laktoza laktoza
lakiaza chybi voda
laktaza
: bakterialni
gluko;a fermentace
galaktoza
I
organické a plyny BERIREE
Kyseliny [ okioraphyratost
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Alergie na mlécné bilkoviny (kasein)

Potravinova alergie je nepfiméfend reakce imunitniho systému na specifickou slotku
urcité potraviny. Imunitni odpovéd’ organismu na potravinové antigeny probihd humoralni
reakci nebo bunécnou reakci. Humoralni odpovéd’ organismu spociva v produkci protilatek
tiidy IgE a nazyva se ,,Casna precitlivélost—. Druhy typ reakce je ,,pozdni piecitlivélost—, za
kterou jsou zodpovédné non-IgE imunologické mechanismy. U nékterych jedinct dochazi k
vyskytu smiSenych typt alergické reakce IgE a non-IgE.

Kravské mléko — alergeny jsou obsazeny jak v syrovatce, tak i v mlécné sraZening,
nejcastejSimi alergeny jsou kasein, a-laktoalbumin a B-laktoglobulin. Pi zpracovani mléka na
mlécné vyrobky vétsinou nedochéazi k naruseni hlavnich alergenogennich epitopt, takze pfi
alergiich na kravské mléko jsou Casto pacienti alergi¢ti rovnéz na mlééné vyrobky. Bilkoviny
kravského, koziho a ov¢itho mléka vykazuji pomérmné vysokou homologii v sekvenci
aminokyselin a vykazuji zktizené alergie. Z tohoto divodu vétSinou nelze kravské mléko
nahradit mlékem jinych zivocisnych druht.

Alergie na bilkoviny kravského mléka je doprovazena imunologickou odpovédi, a to
hlavné zanétim. Tato reakce je zprostfedkovana imunoglobulinem E — specifické protilatky a
organismus zac¢ne produkovat histamin a jiné chemické latky, které se projevuji alergickych
reakcemi.

Alergické reakce se projevuji nejCasteji u déti do véku 3 let. Byly zjistény jak akutni
alergické reakce vetné anafylaxe tak i1 chronické alergické reakce projevujici se atopickym

exémem a chronickymi zanéty stiev.
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TUKY V MLECE
VétSina lipidid v mléce (97-98%) jsou triacylglyceroly, pfitomné je ale také mensi
mnozstvi di- a monoacylglycerolli, volného cholesterolu a ester cholesterolu, volnych
mastnych kyselin a fosfolipidii. Slozeni a zastoupeni tukti v mléce se mezi riznymi druhy zvitat
velmi lisi (geneticky, faze laktace a dietetické faktory). V kravském mléce jsou zastoupeny
zejména nasycené mastné kyseliny (palmitova, stearova, kaprinova, laurova). Zastoupeny jsou
také nenasycené mastné kyseliny (olejova, linolova). Obsah zavisi na vyzivé dojnic a pomér

nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin dava tuku konzistenci.

Syntéza lipidi v mlé¢né Zlaze

Triacylglyceroly (TAG) jsou syntetizovany v sekrecnich bunkach mlécné zlazy z
glycerolu a mastnych kyselin. Zdrojem mastnych kyselin jsou krevni lipidy (z plazmatickych
lipoproteinit VLDL) a de novo syntéza z malych molekul v sekre¢nich buitkdch mlécné zlazy
(MK s poc¢tem uhlikt C4-C16). Pro de novo syntézu mastnych kyselin pfezvykavci vyuzivaji
kyselinu octovou a B-hydroxymaselnou. Oproti tomu monogastricka zvitata jako zdroj uhliku
vyuzivaji glukézu. Kyselina octova vznikd pii bachorové fermentaci, stejné jako kyselina
maselna, ktera se pii absorpci méni na kyselinu B-hydroxymaselnou. Z téchto kyselin se vytvori
prekurzor pro syntézu mastnych kyselin a né€kolika biochemickymi kroky dojde k vytvoteni

mastné kyseliny.

Syntéza mlééného tuku v mlééné Zlaze:

Krev o
| . | Sekreéni
Sténa kapilary Bazalni membrana buiika
| Monoglyceridy =T Monoglyceridy I
Triglyceridy lipoproteimova = G
(VLDL) — Glycerol Glycerol = mlécné
Triglyceridy
NEMK [ voln¢ MK - volné MK ]
(Cle, CI8
C18:1, C18:2)
Glc e | s e sn s s aarr e n s > Gl —_— GIYCCI'OI
N1 7 | S > Acetat —_— MK
B-hydroxybutyrét — s inasn s raann e nnnn - B-hydroxybutyrét —P(C4-C 1 6)
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BILKOVINY V MLECE

Kravské mléko obecné¢ obsahuje 30-35 g proteinu/l, ktery se bézn¢ déli do dvou tiid na
zéklad¢€ rozpustnosti pti pH 4,6. Prvni frakci jsou nerozpustné kaseiny, které predstavuji asi
80% celkového mlééného proteinu, a rozpustna syrovatka (nebo sérum), ktera predstavuje asi
20% celkovych mléénych bilkovin. Mlé¢éné bilkoviny jsou pfedmétem studia témét 200 let a

jsou dulezitou slozkou extrémné Siroké Skaly potravinafskych a nepotravinatskych vyrobkd.

Zastoupeni se lisi podle druhii zvifat, a proto popisujeme:
e kaseinova mléka- mléko kravské, ovei a kozi - (nad 75 % kaseinu z bilkovin) u kravy
je pomer: kasein : albumin (80 % : 20 %).
e albuminova mléka - mléko kobyli, osli, prasnice a masozravci (norek, pes, kocka) (do

75 % kasein z bilkovin), matefské mléko (20 30 % kaseinu z bilkovin).

SloZeni proteinii kravského mléka:

Proteiny Podil v % Obsah v g/l

Kaseiny celkem 80 25,6
os-kasein 42 13,4
B-kasein 25 8,0
v-kasein 4 1,3
K-kasein 9 2.9

Proteiny syrovatky celkem 20 6,4
o-laktalbumin 4 1,3
sérovy albumin 1 0,3
B-laktoglobulin 9 2,9
Imunoglobuliny 2 0,6
Polypeptidy (proteosy, peptony) 4 1,3
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Biosyntéza bilkovin

VétSina proteinti mléka je syntetizovana v mlééné zlaze z aminokyselin krevni plazmy,
z krve vSak pochazi jesté rizné mnozstvi albuminu, globulinu, fibrinogenu a nebilkovinnych
dusikatych latek. Zdrojem uhliku pro tvorbu uhlikaté strukturdlni slozky bilkovin jsou u
prezvykavci t¢kavé mastné kyseliny, zejména propionat, f-hydroxybutyrat a acetat, ale také
nekteré mastné kyseliny. Prekurzory pro tvorbu bilkovin se dostavaji do hrubého
endoplazmatického retikula bunék mlééné zlazy, kde jsou z nich syntetizovany mlécné
bilkoviny, které jsou pak transportovany do Golgiho aparatu, dochézi k fosforylaci kaseinu a
tvorbé micel. Syntéza mlécnych bilkovin je vysoce regulovana inzulinem, aminokyselinami a

transportéry aminokyselin transkripénimi a posttranskripénimi cestami.

Syntéza bilkovin mléka:

Krev MIlécna zlaza Miléko
Aminokyseliny\
Propionat . _
B-hydroxybutyrat \ Aminokyseliny
Acetat \\ 1
§Protein Mléény protein:
v’ Kasein v’ Kasein

Imunoglobuliny

v B-laktoglobulin
v o-laktalbumin

Albumin
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5.1.2 Izolace proteinii mléka a dikaz jednotlivych sloZzek mléka

5.1.3 Ukol
v Proved'te izolaci bilkovin mléka a diikaz jednotlivych slozek - ditkaz bilkovin, kyseliny

fosforecné (vazaného fosforu), vapniku a laktozy

5.1.4 Princip

Kravské mléko obsahuje primérné 2,9 % fosfoproteinu kaseinu. Izolace hlavniho mlééného
proteinu je zalozena na precipitaci kaseinu okyselenim mléka na pH 4,7 pti 20 °C. Srazeni je
spojeno s uvolnénim ¢asti kaseinatového vapniku do vodné faze. Mlécné albuminy a globuliny
lze izolovat po odstranéni kaseinu ze zbytku mléka (syrovatky) po ptidavku NaCl zahiatim
k teplotam varu. Vodna faze mléka zbavena bilkovin je zdrojem latek rozpustnych ve vodé,
napi. iontového vapniku, fosfore¢nanti a laktozy, jejichz pritomnost v tomto prostiedi lze

prokazat kvalitativnimi zkouskami.

5.1.5 Cinidla
e Kkyselina octova (ledova)
e  hydroxid sodny (1mol/l, 2,5 mol/l)
e  biuretové ¢inidlo (NaOH, vinan sodno-draselny, CuSOs)
e octan olovnaty (0,03 mol/l)
e Kyselina dusi¢na (1,59 mol/l)
e molybdenova soluce (molybdenanu amonny, kyselina dusi¢na)
e chlorid sodny (pevny)
e S§tavelan amonny (0,7 mol/l)
e  Fehlingtiv roztok I (CuSO, . 5H,0)
e  Fehlingiiv roztok II (vinan sodno-draselny, NaOH)
o Fehlingovo ¢inidle: 1 dil Fehlingova roztoku I a 1 dil Fehlingova roztoku II (roztok se pfipravuje tésné

pred pouzitim, po pfivedeni k varu musi byt stabilni bez srazeniny).
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5.1.6

D
2)

3)

4)

Pracovni postup

Do kadinky (100 ml) odméite valcem 20 ml mléka a 20 ml deionizované vody.

Izolace kaseinu: Kasein ze zfedéného mléka vysrazejte ledovou kyselinou octovou (az
10 kapek). Po promichani zfiltrujte a ziskate filtrat ¢. 1. Uchovejte. Srazeninu kaseinu
na filtru pfeved’te do kadinky a rozpust'te v 2,5 mol/l NaOH (4 az 7 ml). Vznikly roztok

rozdélte do 3 zkumavek: Obsahy pouzijete k provedeni dikazu bilkovin, fosforeénana

a organické siry. resp. vyskytu aminokyselin obsahujicich siru v kaseinu.

Izolace mlécnych albuminii a globulini se provadi ve filtratu ¢. 1. K filtratu pridejte
NaCl (mnozstvi cca 1 az 2 malé laboratorni 1zicky), promichejte a dejte zahtivat do
vrouci vodni l4zné. Po vzniku zékalu kadinku z l4zn€ vyjméte, nechte chvili volné
chladnout na stole. Pfipravte si filtraéni aparaturu s hladkym filtrem (filtra¢ni kruh,
filtra¢ni nalevka, kadinka). Po vychladnuti obsah kadinky pfeved'te ty¢inkou na filtr.

Vznikly filtrat oznacte (filtrat ¢. 2) a uschoveijte k dukazu pfitomnosti laktdézy, vapniku

a anorganického fosforu ve vodné fazi mléka. Poté filtracni papir proplachnéte vodou,

vznikly filtrat oznacte (filtrat €. 3) a pouzijte k diikazu bilkovin (albumint a globulintl).

Bilkoviny na filtru seSkrabnéte do kadinky, ptidejte 1ml deionizované vody a po

kapkach ptikapavejte biuretové ¢inidlo.

Pracovni postup kvalitativnich prikazi:

Prikaz bilkovin (kaseinu, laktalbumint a laktglobulinil) : k 1 ml vzorku ptidejte po

kapkach biuretové ¢inidlo. V pfitomnosti proteinli vznikne fialové zbarveni (pozor ne

modré ani rizové).

Priikaz_fosforecnani (fosforu anorganického): K 1 az 2 ml soluce molybdenové

ptidejte jen nekolik kapek vzorku okyselené¢ho kyselinou dusi¢nou. Povaite na vodni
lazni, poté ochlad’te. Po chvili se utvoii Zlutd sraZenina fosfomolybdenanu amonného

(NH4)3 [ P(M03010)4]. x H20.

Priikaz_vdapniku: k1 ml vzorku pfidejte asi 0,5 ml Stavelanu amonného. V

pritomnosti vapniku vznika bila sraZenina $tavelanu vapenatého (C00).Ca.
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e Prikaz laktozy: k 2 ml vzorku se pfidd 2 ml Fehlingova ¢inidla (Iml Fehl. I a 1 ml

Fehl. II), povaite na vodni lazni. V ptitomnosti redukujiciho cukru laktézy vznikne na

dné zkumavky cihlové ¢ervend sraZenina oxidu méd’ného (Cu20).

% Pritkaz siry (v kaseinu — cystin a cystein): K 2-3 ml vzorku pfidejte n¢kolik kapek
octanu olovnatého a hydroxidu sodného (vznik olovnatanu sodného) vzniklou smés
povaite. V pozitivnim piipad¢ vznikd éernda (v zavislosti na mnozstvi a pfitomnosti

dalsich latek) také hnédoSeda, hnéda nebo Seda sraZenina sulfidu olovnatého (PbS).
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5.2 Opakovani znalosti:

1. Hlavnim cukrem obsaZenym v mléce je
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. Laktaza
b. Glukoza
c. Laktoza

d. Fruktoza

2. Mezi vyznamné mineralni slozZky mléka patii
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. Fosfor
b. Zinek
c. Vapnik
d. Selen

3. Mlezivo oproti zralému mléku:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. Je sladké a obsahuje méné mineralnich latek
b. Je slané a obsahuje vice hor¢iku
c. Ma vyssi enzymatickou aktivitu

d. Ma mensi enzymatickou aktivitu

4. Obsah mlé¢ného tuku v kravském mléce je pribliZné:

Vyberte jednu nebo vice moznosti:

a. 1,5-2,5%
b. 0,5-3,0%

c. 45-15,0%
d. 2,5-6,0%

Pt <2 °q(g 2 (g I
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Protokol Cviéeni &. 5: IZOLACE PROTEINU MLEKA A DUKAZ
JEDNOTLIVYCH SLOZEK MLEKA

Jméno studenta:  Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Skupina: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Datum: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Nazev ulohy: 5.1 Izolace bilkovin mléka a dikaz jednotlivych slozek

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Zjisténé vysledky:

Srazenina SrazZenina
kaseinu na | Filtrat¢.2 | zfiltratu ¢ 2 | Filtrat ¢. 3
filtru na filtru

Prikaz bilkovin: X
Prikaz X X
fosforeCnanu:
Prikaz vapniku: X X X
Prikaz laktozy: X X X
Prikaz siry: X X X

Referen¢ni hodnoty:

SloZeni kravského mléka:

87,0-88.,0
12,0-13,0
3,5-4,5

Bilkoviny 3,0-3,6

Laktoza 4.8 -5,0
Popeloviny +1
Vapnik 0,118
Fosfor 0,093
Sira 0,032

Zavér:
Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy.
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6 VITAMIN C A ANTIOXIDACNI KAPACITA

Uvod
VITAMIN C
Vitamin C (kyselina L-askorbovd) je vyznamnou biomolekulou se svymi typickymi
ucinky v biochemickych dé&jich a ve vztahu ke zdravi organismu. Chemicky je derivatem
glukozy a vykazuje redukujici u€inky, kdy redukuje napt. molekularni kyslik, cytochrom a,
cytochrom c, coz ji rovnéz umoziiuje antioxidacni u€inky. Jeji dehydrogenaci vznika kyselina
L-dehydroaskorbova. je vitaminem jen pro clovéka, primaty a morce, kdezto v téle ostatnich

savel, jinych ZivoCichii a pochopitelné ve vSech rostlinach se syntetizuje z kyseliny D-

glukuronové.
Formy kyseliny L-askorbové
OH OH
HO ho. /oM
o) -H+ HO -H* o)
— +H* +H*
kyselina kyselina kyselina
L-askorbovi L-monodehydroaskorbovia L-dehydroaskorbovi

Utast vitaminu C v biochemickych dé&jich:

1) Ucastni se syntézy kolagenu, kdy je nutna pro hydroxylaci aminokyseliny prolinu na
hydroxyprolin. Pfi nedostatku kyseliny L-askorbové je syntetizovany kolagen
nedostatecné hydroxylovan, coz se projevi poruchou krevnich cév, dochazi ke vzniku
krvacivych stavll (onemocnéni skorbut)

2) Kyselina L- askorbova usnadiniuje absorpci Zeleza ze stieva, kdy Zeleznaté ionty jsou
1épe resorbovany ze stieva nez zelezité.

3) Ucastni se syntézy zluGovych kyselin, steroidgeneze v kafe nadledvin, syntézy
adrenalinu z tyrosinu, udrZzuje metalo-kofaktory v redukovaném stavu, napt. méd’naty
iont v monooxygenazach, Zeleznaty iont v dioxygenazach.

4) Antioxidacni potencial kyseliny askorbové - hraje spolu s tokoferolem a redukovanym
glutathionem diilezitou roli v systému antioxida¢ni ochrany organismu, hlavni ve vodé

rozpustny antioxidant v plasm¢ a v tkanich savct
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Doporuéena denni davka vitaminu C pro dospélé osoby je 80 - 100 mg. Clovék viak vystadi
1 s niz8i dodavkou. Stupen saturace obyvatelstva miize byt nizky zvlasté v predjaii. Askorbat se
nikde v téle (az na nadledviny) neuklada jako vyznamnégj$i zasoba. Potfeba askorbatu je
relativné vyssi u déti do jednoho roku, zvlasté u nekojenych. Vyssi dodavka by meéla byt

zajiSténa v obdobi rlstu, té¢hotenstvi, laktace, ve staii a pfi intenzivnim sportovnim tréninku.

NejlepSim zdrojem kyseliny L-askorbové jsou ovoce a zelenina. Nejvyssi obsah maji
napiiklad semena hlohu, ¢erny rybiz, Sipky, guava, jahody a citrusové plody. Ze zeleniny je to
pak kapusta, paprika, brokolice, petrzel a Spenat. Z potravin zivo¢isného ptivodu jsou to organy,
jako jatra a ledviny, naopak velmi malé mnozstvi je uvadéno ve svaloviné a minimalni mnozstvi

v mléce ¢i vejcich.

Projevy nedostatku kyseliny L-askorbové se oznacuji jako kurdéje (skorbut) a primarné se
projevi otokem sliznic, vypadavanim zubti, poskozenim kapilar (podkozni hemoragie), které
jsou disledkem nedostate¢né hydroxylace prolinu nutné pro syntézu kolagenu. Malnutrice
spojend s deficienci vitaminu C u déti je popisovana jako Mdoeller-Barlowova choroba se
stejnymi projevy, jako ma skorbut u dospélych. Nespecifickymi ptiznaky deficience vitaminu

C jsou pak inava nebo snizena obrana proti infek¢nim onemocnénim.

Biosyntéza kyseliny askorbové:

Enzymy pro syntézu kyseliny askorbové u studenokrevnych obratlovcli (ryby,
obojzivelnici a plazi) a nékterych star§ich fadt ptaki jsou lokalizovany v ledvinach. Pro ostatni
rady ptaki a vétSinu saveil plati, ze enzymy pro syntézu jsou lokalizovany v jatrech. Pfesunuti
lokalizace syntézy vitaminu C z ledvin do jater pravdépodobné souvisi s vétsi pottebou syntézy
vitaminu C u teplokrevnych Zivocich. Neékteré skupiny zvitat ztratily béhem evolu¢niho
vyvoje schopnost syntetizovat kyselinu askorbovou diky deleci nékterého z nukleotidii genu
pro enzym L-gulonolaktonoxidaza. Druhy Zzivocichii, které jsou schopné vlastni syntézy,
absorbuji kyselinu askorbovou pouze pasivné. Naopak Zivocichové, ktefi vyzaduji piisun
kyseliny askorbové potravou, absorbuji vitamin C jak pasivnim tak aktivnim zplsobem.

Transport plazmou je pak prevazné v redukované formé.
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Syntéza kyseliny L-askorbové

FOSFOGLUKOMUTASA UDPGlc-PYROFOSFORYLASA

a-D-glukosa-6-fostat glukosa-1-fosfat » UDP-glukosa (UDPGlc)
/ \ INAD,, 4
uTP P

i +H,0

ZNADij
+2H"

L

UDPGle-
DEHYDROGENASA

1 OH OH
1HO OH

-H O

|

UDP-glukuronat

1

HO  OH 5 o

kyselina kyselina kyselina
= e L2 SHUNOVA e e o Letmiond ehvdroaskorbovd o o Sodehydroaskorh

H,0

I

——————— -
+
=
+
- -

UDP-GLUKURONAT-

PYROFOSFORYLASA

SPONTANNI . uDP

REAKCE !
L-GULONO-1,4-LAKTON- GLUKURONAT:

OXIDASA HYDROLASA REDUKTASA ‘

2-Keto-L-gulono-1,4-lakton ‘—? L-gulono-1,4-lakton 7—' L-gulonat < + D-glukurondt
| N
|

1 O H,0 NADP*  NADPH+H"

BLOK SYNTEZY

Antioxidac¢ni spoluprace kyseliny askorbové a glutathionu:

NADP* 2 GSH

AA H,0,

GR

NADH+H*

(:edukce

DHAA

NADPH+H" GSSG 2 H,0

AA —kyselina akorbova; MDHAA — kyselina monodehydroaskorbova; DHAA — kyselina dehydroaskorbova; APx
— askorbatperoxiddza, MDHAR — monodehydroaskorbatreduktaza, DHAR — dehydroaskorbatreduktdza, GR —
glutathionreduktaza; GSH — redukovany glutathion; GSSG — oxidovany glutathion
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Spolupriace vitaminu C s vitaminem E:

ROe a - tokoferol askorbat GSH
ROH a - tokoferoxyle MDHAe GSe
2 GSe GSSG
GSSG 2GSH
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6.1 Kvantitativni stanoveni vitaminu C v ovoci a niapojich

6.1.1 Ukol

e Proved'te jodometrické stanoveni koncentrace kyseliny askorbové ve vybranych

potravinach

6.1.1 Teoreticka priprava

¢ Biosyntéza kyseliny askorbové, funkce vitaminu C v organismu.

6.1.2 Princip

Kyselina L-askorbova (vitamin C, lakton 2-oxo-L-gulonové kyseliny, m.h. = 176,12)
obsahuje endiolové seskupeni (tj. dva hydroxyly na dvojné vazb¢) a plisobi siln¢€ redukéné. Po
oxidaci za odsStépeni vodikli prechazi askorbat na dehydroaskorbat. V kyselém prostiedi 1ze
stanovit koncentraci kyseliny askorbové titraci odmémym roztokem jodu dle nasledujici
rovnice.

Askorbat + I, «——— dehydroaskorbat + 2 HI

Pfi indikaci bodu ekvivalence Skrobovym indikatorem je vysledné zbarveni roztoku
modré. Metoda stanoveni je vhodnd pro vodné roztoky kyseliny askorbové bez latek
redukovatelnych kyselinou askorbovou. U ostatnich vzorki, pokud nejsou aplikovany postupy
eliminujici rusici latky, je stanoveni pouze orientacni. Mezi latky redukované kyselinou
askorbovou patii naptiklad bilkoviny, redukujici cukry, antibiotika a latky s disulfidickymi

skupinami.

6.1.3 Cinidla

roztok jodu 5 mmol/l
1% roztok Skrobu (indikator)
0,1 mol/l HzSO4

standardni roztok kyseliny askorbové 50 mg/100 ml
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6.1.4

D
2)
3)

4)

5)

6)

6.1.5

Pracovni postup

Byretu dopliite odmérnym roztokem jodu 5 mmol/l.

Napipetujte 5 ml vzorku do titracni baiky.

Tésn¢ pied titraci napipetujte do vzorku 0,5 ml 0,1 mol/l kyseliny sirové a 1 ml
Skrobového indikatoru.

Titrujte roztokem jodu za krouzivého promichévani. Titrani roztok musi neustale
pomalu odkapavat, dokud se nadbytkem jodu nezbarvi titrovany roztok do stalého
modrého zbarveni, které je stalé asi nejméné 30 sekund. Analyzu vzorkl proved’te 3x.
Dalsi vzorek pfipravte tésné pied titraci, jinak miize dojit ke sniZzeni spotieby
odmérného roztoku jodu vlivem vzdusné oxidace kyseliny askorbové.

Vysledky obou titraci zprimérujte a pouzijte pro vypocet vysledné koncentrace
kyseliny askorbové.

Obdobné zpracujte také standardni roztok kyseliny askorbové. K 5 ml standardniho
roztoku v titracni bance napipetujte tésné pred titraci 0,5 ml 0,1 mol/l kyseliny sirové
a 1 ml skrobového indikatoru a titrujte odmérnym roztokem jodu. Spotieby odmérného

roztoku jodu zapiste a pouzijte k vypoctu. Analyzu standardu proved’te 3x.

Vypocet

K vypoctu koncentrace kyseliny askorbové ve vzorcich a standardu pouZzijeme nasledujici

teoreticky vztah: 1 ml roztoku jodu 5 mmol/l odpovida 0,8807 mg kyseliny askorbové

Vvpocet pro vzorek/standard:

Kyselina askorbova (mg/ml) = 0,8807 X a /5

a — spotfeba odmérného roztoku jodu v ml

6.1.6

Vyhodnoceni

v' Vysledek koncentrace kyseliny askorbové ve vzorcich porovnejte s idajem o slozeni.

v" Vysledek koncentrace kyseliny askorbové ve standardu porovnejte s uvedenou koncentraci

roztoku kyseliny askorbové na lahvicce standardu (50 mg/100 ml). Pokud je naméfeni

vvvvvvvvv
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6.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity vybranych potravin

6.2.1 Uvod

Problematice antioxidantii, antioxida¢ni kapacit¢ a metodickym pfistupiim k jejimu
stanoveni se vénuje fada studii. Cela problematika je komplexné analyzovana predevsim v jejim
pfimém vztahu k ochrané vefejného zdravi a prevenci celé fady civiliza¢nich onemocnéni.
Vlastni antioxidanty se vyuzivaji jako podpurné a doplikové prostiedky. Soucasti fady
modernich vyzkumnych projektl a studii je i vliv plisobeni antioxidantii na imunostimulaci.
Pfedmétem studia v téchto souvislostech je fada biomolekul s antioxida¢nim ucinkem.

Vlastni antioxidanty, resp. latky s antioxida¢nim efektem maji zna¢ny vyznam z
hlediska eliminace tzv. volnych radikald, zejména kysliku a dusiku. Antioxidac¢ni pisobeni se
tykd ochrany bunék a jejich struktur pred nezddoucim pisobenich téchto radikali a podileji se
souCasné na eliminaci u€inkl tzv. oxida¢niho stresu v zivociSnych i rostlinnych buiikéch.
Antioxidanty enzymové a neenzymové tvori tzv. pfirozeny ochranny systém organismu.

Problematika latek s antioxida¢nim efektem ma sviij vyznam v ochrané organismu proti
negativnim ucinkiim volnych radikald. Antioxidanty tak vytvareji pfirozeny ochranny systém
organismu pred nezadoucimi zménami, kterym nejcastéji jsou nenasycené mastné kyseliny,
nckteré aminokyseliny, zejména esencidlni aminokyseliny tryptofan a methionin, pisobeni na
integritu a nasledné permeabilitu membran a fadu strukturdlnich dezintegranich zmén s
funkénimi projevy.

Rada latek s antioxidaénim piisobenim je obsaZena napf. v riiznych druzich ¢erného a
zeleného ¢aje. Antioxidacni aktivita latek je rlizna, napt. zastoupeni a podil katechnini zeleného
¢aje vykazuje 3-4x vétsi antioxidacni ucinek nez alfa-tokoferol.

Antioxidanty jsou definovany jako latky, jejichz molekuly omezuji aktivitu kyslikovych
radikal, které prevadéji do méné reaktivnich nebo nereaktivnich forem. Jind definice je
charakterizuje jako slouCeniny, které reguluji oxidacni pochody v organismu, zabranuji
nezadoucim reakcim a poskytuji ochranu bunéénym strukturdm proti volnym radikalam.

Ve vztahu k problematice antioxidac¢ni kapacity se uvadi literarn€ vyskyt antioxidant v mase,
vejcich, ovoci, zelenin€, ryzi, ¢aji, vinu a dalSich komoditach. Antioxida¢ni systémy zahrnuji
antioxidac¢ni enzymy, tj. superoxiddismutdza, kataldza, glutathionperoxiddza, glutathion-S-
transferaza a neenzymatické substraty tripeptid glutathion, kyselinu mocovou, kyselinu

lipoovou, bilirubin, koenzym Q, vitamin C (kyselina L- askorbovd), vitamin A, vitamin E,
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flavonoidy a karotenoidy, napf. astaxanthin, zeaxanthin, lykopen, fosvitin, resveratrol ze
skupiny bioflavonoidd, teinové slouceniny zelen¢ho ¢aje Mezi antioxidanty se zatazuji i nékteré
biomolekuly, napt. transferin, feritin, laktoferin, ceruloplazmin, hemopexin, haptoglobin,
kyselina mocova.

Svoji ulohu v antioxidacnim ptsobeni sehravaji i ptechodné prvky zelezo a méd’. Prvky
hraji svoji Glohu v donor-akceptorovém systému. Zelezo je vazano na hemoglobin a jeho
biochemické funkce v organismu pfi transportu kysliku, uplatni se i v tzv. Fentonové reakcei in
vivo a plni celou fadu dalSich fyziologickych funkci v organismu. Méd’ sehrava vedle zeleza
svoji tlohu v fadé enzymi. Je soucasti superoxiddismutazy, cytochromoxidazy a biomolekuly
ceruloplazminu. V superoxiddismutaze je deponovdna méd’ jako soucast Cu/ZnSOD, ma
strukturu dimeru s celkovou molekulovou hmotnosti 32 kDa. Vedle médi, ktera pisobi jako
redoxni centrum plni zinek svoji strukturni ulohu.

V komplexnim pojeti se hovofi o antioxidacni kapacité, resp. celkové antioxidacni
kapacité, kterd patfi do systému biochemickych stanoveni, kdy je analyzovana jako celkova
antioxidaéni kapacita plazmy. Jde o velicinu, kterd pifedstavuje souhrn vSech latek s
antioxida¢nim ucinkem v této tekutin¢ obsazenych. Méfeni antioxidacni kapacity lze 1 v tomto
ptipade¢ realizovat celou fadou metod. Vysledek se obvykle vyjadiuje ve vztahu k tzv. Troloxu
nebo kyselin€ askorbové. Jde o pomér antioxidaéniho ucinku vzorku k roztoku Troloxu nebo
kyseliny askorbové (koncentrace 1 mmol/l).

Pro vzajemné porovnani antioxida¢nich U¢inkili rGznych smési byl v souvislosti s
analyzou vzorkli zaveden pojem antioxidacni aktivita, ktera kvalifikuje kapacitu vzorku
biologického materialu eliminovat radikaly Antioxidacni aktivitu latek je mozno kvantifikovat
chemickymi a fyzikélné-chemickymi metodami. Jednou z metodickych moZnosti je stanoveni
pomoci tzv. chemiluminiscence, kterou vyuzivé analyticky systém Photochem.

Metodicky se pfi analyze kombinuje fotochemickd excitace a generovani radikall s
vysoce citlivou luminometrickou detekci. Vysledky antioxidaéni kapacity jsou vyjadieny jako
ekvivalent Troloxu v mmol/ml. Antioxida¢ni kapacita vzorkt je kvantifikovana porovnanim se
standardem (tvorbou kalibra¢ni kiivky s Troloxem nebo kyselinou askorbovou) a je déna v

ekvivalentnich jednotkéach standardu Troloxu.
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6.2.2 Ukol

v Proved'te stanoveni antioxida¢ni kapacity ve vybranych vzorcich.

6.2.3 Princip

Principem ABTS testu je sledovani zhaSeni radikalového kationu ABTS' vznikajiciho
oxidaci ABTS. Mira zhaSeni radikdlového kationu ABTS™ je piimo umérna antioxidacni

kapacité vzorkl, kterd je nasledné¢ srovnavana s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky

Troloxu (analog vitaminu E) pfi 734 nm.

6.2.4 Cinidla

e roztok ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)],
o roztok K,S,Og [peroxodisiran draselny]

e standardni roztok Trolox (¢ =0,2 mmol/l)

e vybrané napoje a potraviny

6.2.5 Pracovni postup
1) Vzorky pred pouZzitim nafed’te 10x.
2) Pipetujte do kratkych zkumavek podle nasledujici tabulky:

1) Obsah zkumavek dobfe promichejte. Zkumavky inkubujte v temnu pii laboratorni

teplot¢ presné 10 minut.
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Zkumavky

GG, vzZ0Re 5 il Vzorek A | Vzorek B | Vzorek C | Standard VSzl:II')e)l,(

(3x) (3x) (3x) (3x) (3x)
Citronova $t'ava 0,05 - - - -
Citronka - 0,05 - - -
Vitaminovy } } 0,05 - -
nipoj/ovocna $t’ava
Standard Trolox - - - 0,05 -
Deionizovana voda - - - 0,05
Pracovni roztok 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
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2) Proved’te na spektrofotometru méfeni absorbance slepého vzorku (Asv), standardu

(Asr) a vzorkll (Avza, Avzs, Avzc) v kyveté pti vinové délce 734 nm.

6.2.6 Vypocet

1) Pro vzorky:

(Ayz — Asy)
AOC Trolox (mmol/l) = ———= Xc
D= g = Ag) &
Avz = absorbance vzorku
Asv = absorbance slepého vzorku
Ast = absorbance standardu

cst = koncentrace standardu (0,2 mmol/1)
Nezapomeiite zohlednit Ffedéni vzorki!

2) Dosazenim do rovnice kalibrace:
AVZ - 0,6777

AOC Trolox (mmol.l) = — 10561

Avz = absorbance vzorku
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6.3 Opakovani znalosti:

1. Projevem deficitu vitaminu C je:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:

a. rachitis

b. kurdéje

c. skrubot

d. skorbut

2. Vyberte spravné tvrzeni:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. vitamin C je hlavni ve vod¢ rozpustné antidotum v plasmé a v tkénich savct.
b. vitamin C je hlavni v tucich rozpustny antioxidant v plasmé a v tkanich savct.
c. vitamin C je hlavni ve vod¢ rozpustny antioxidant v plasmé a v tkanich savcu.

d. vitamin C je hlavni ve vod¢ rozpustny antioxidant v mo¢i savct.

3. Funkci vitaminu C (kyseliny askorbové) v organizmu NENI:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. antioxidacni plisobeni
b. usnadnéni absorpce vapniku ze stfeva
c. usnadnéni absorpce zeleza ze stieva

d. ucast v syntéze adrenalinu

4. Nejucinné;jsi formou vitaminu C je:
Vyberte jednu nebo vice moznosti:
a. kyselina L-monodehydroaskorbova
b. kyselina L-askorbova
c. kyselina D-askorbova

d. kyselina L-dehydroaskorbova

q(r - a(e Az ‘Pl

75



Tyto studijni materialy vznikly za financni podpory projektu IVA 2020FVHE/2420/65

Protokol Cvi¢eni & 6: VITAMIN C A ANTIOXIDACNI KAPACITA

Jméno studenta:  Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.
Skupina: Klikné&te nebo klepnéte sem a zadejte text.
Datum: Kliknéte nebo klepnéte sem a zadejte text.

Nazev ulohy: 6.1 Kvantitativni stanoveni vitaminu C v ovoci a napojich

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Vysledky titrace:

Spotieba roztoku jodu S mmol/l v ml

Vzorek Titrace ¢. 1 |Titrace¢.1 |Titracec¢.1 |Prumér

Citronka

Dzus

Vitaminovy
napoj
Ovocna $t’ava

Standard

Vypocet:
K vypoctu koncentrace kyseliny askorbové ve vzorcich a standardu pouzijeme nasledujici

teoreticky vztah: 1 ml roztoku jodu 5 mmol/l odpovida 0,8807 mg kyseliny askorbové

Vypocet pro vzorek/standard:

Kyselina askorbova (mg.ml™1) = 0,8807 X a /5

a — spotfeba odmérného roztoku jodu v ml
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Vysledky:
Obsah kyseliny askorbové = vitaminu C ve vzorcich (mg/ml):
Vzorek (mg/ml) Kolik je prepocet
na DDD* ?

Citronka

Dzus

Vitaminovy

napoj

Ovocna §t’ava

Standard X

*DDD = Doporucena denni davka vitaminu C pro dospélé osoby je 80 mg
Zavér:

Zde popiste viastnimi slovy vysledky ulohy, urcete, ktery vzorek obsahoval vitaminu C dale ktery

nejmeéne, kolik byste museli prijmout, abyste DDD.
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Nazev ulohy: 6.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity vybranvch potravin

Princip: Zde popiste viastnimi slovy princip ulohy

Namétené hodnoty:

Vzorek Abs 1: Abs 1: Abs 1: Prumér

Vzorek A

Vzorek B

Vzorek C

Standard

Slepy vzorek

Vypocet:

1) Pro vzorky:

(Ayz — Asy) c
(Asr — Agy) = T

AOC Trolox (mmol/l) =
Avz = absorbance vzorku
Asy = absorbance slepého vzorku
Ast = absorbance standardu

cst = koncentrace standardu (0,2 mmol/1)
Nezapomeiite zohlednit Fedéni vzorki!

2) Dosazenim do rovnice kalibrace:
AVZ - 0,6777

AOC Trolox (mmol.l) = T O%el

Avz = absorbance vzorku
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Vysledky:
Antioxida¢ni kapacita jednotlivych vzorkii:
Vzorek AOC Trolox | AOC Trolox
(mmol/l) /| (mmol/1) /
piepocet pres | ptepocet pies
standard kalibraci
Citronka
DzZus
Vitaminovy
napoj
Ovocna §tava
Standard
Zavér:

Zde popiste viastnimi slovy vysledky uilohy, urcete, ktery vzorek vykazoval nejvyssi antioxidacni
kapacitu a ktery nejméné, dale porovnejte s obsahem vitaminu C z predchozi ulohy.
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7 PODKLADY PRO ZAPOCET

7.1 Okruhy pro zapoctovy test z Biochemie potravin

D

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)

Principy:
1)
2)
3)
4)
5)
0)
7)
8)

Anaerobni glykolyza vcetné vSech enzymii, koenzymu. Vyjadiete energeticky zisk
tohoto cyklu.

Cyklus kyseliny citronové véetn€ vSech enzymi, koenzymti. Vyjadiete energeticky
zisk tohoto cyklu.

NADPH + H+ - vyznam, zdroje, pouziti.

Pentosovy cyklus.

Glykémie, glykemicky index, hormony regulujici hladinu glukosy.

Glykogeneze, glykogenolyza vcetné regulace.

Laktoza — sloZeni, vyznam, laktézova intolerance.

Lipidy — vyznam, transport (lipoproteiny, smésnd micela), oxida¢ni zmény lipid.
Mastné kyseliny — biosyntéza, beta oxidace.

Kyselina askorbova - vznik, vyznam, antioxidacni G€inky.

Slozeni mléka a mleziva, rozdily.

Stanoveni glykemie a sestrojeni glykemické kiivky

Stanoveni hladiny glykémie glukometrem

Kvalitativni prikaz lipoperoxidace tukti

Diikaz ptitomnosti dvojnych vazeb v mastnych kyselindch

Stanoveni amoniaku v mase (Conwayova metoda a Nesslerova reakce)
Izolace proteinti mléka a dikaz jednotlivych slozek.

Jodometrické stanoveni vitaminu C ve vybranych vzorcich potravin a napoji

Stanoveni antioxida¢ni kapacity vybranych potravin.
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7.2 Vybrané metabolické drahy
Anaerobni glykolyza:

Glykogen

Glukéza-1-fosfat

ATP ADP
1
Mg ‘
Glukoza Glukoza-6-fosfat » Fruktoza-6-fosfat
Hexokindza Fosfohexosaisomerdza
Glukokindza
ATP

Fosfofiuktokindza 1

Fruktoza-1,6-bisfosfat

Aldoléza A . .
Dihydroxyacetonfosfat

Fosfotriosaiso-
merdza

Glyceraldehyvd-3-
Josfatdehvdrogendza

» Glyceraldehyd-3-fosfat

1,3-Bisfosfoglycerat

ADP NADH + H* NAD*

Fosfoglvceratkinaza

ATP \ \

3-Fosfoglycerat
\ \

1 \
\ \
\ \

2-Fosfoglycerat

\
Enolaza Mg* 1
H,0 \ \
| \

Fosfoenolpyruvat
\ \
ADP 1 \

Pyruvdt- \ \

kinaza < \
ATP NADH + H* NAD~

(Enol)-pyruvat — ———— (K eto)-pyruvat - Laktat
Laktat-

Spontdanné
dehyvdrogendza
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Citratovy cyklus:

Malatdehvdrogendza

NADH +H*

L-Malat

NAD~

Fumaraza

jzH0)

Fumarat

FADH,
Sukcindat-
dehydrogendza

FAD

Sukeiat

Sukcinatthiokindca

CO,

a-Kefoglutardt-

dehydrogendzovy
komplex

Oxalacetat

CoA~SH

Citratsyntaza

Citrat

Akonitdza
H,0

[Cis-Akonitat]

H,0
| Akonitdza
Fe*
Isocitrat
NAD™
Isocitratdehyvdrogenaza
NADH + H*
Mn*
[Oxalsukcinat]

CoA~SH

Syntéza kyseliny L-askorbové:

. FOSFOGLUKOMUTASA
a-D-glukosa-6-fostat >

OH
O

HO
C

HO OH

kyselina
L-askorbova

SPONTANNI
REAKCE
L-GULONO-1,4-LAKTON-

OXIDASA

» olukosa-1-fosfat

UDPGIc-PYROFOSFORYLASA

co,
o-Ketoglutarat 4—%%0@” aza

"

uTp

GLUKURONAT-

HYDROLASA REDUKTASA

» UDP-glukosa (UDPGlc)

2NAD* +
+H,0

2NADH1-y
+2H"

L

UDPGle-
DEHYDROGENASA

UDP-glukuronat
H,0

UDP-GLUKURONAT-
PYROFOSFORYLASA

UDP

L

2-Keto-L-gulono-1,4-lakton ‘—? L-gulono-1,4-lakton 7—> L-gulonat < + D-glukuronat
| 7N
|

1 O

BLOK SYNTEZY

H,0

NADP~
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NADPH+H~
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Glukoza-6-fosfat

NADP- + H,0
NADPH + H-
Mg*/Ca*
6-Fosfoglukonat
NADP*
6-Fosfoglukondt-
dehyvdrogendza NADPH + H*
Mg/Ca*/Mn** o,

Ribuloza-5-fosfat

Pentosovy cyklus:

Glukoza-6-fosfat
NADP* + H,0
NADPH+ H
6-Fosfoglukonat
NADP~
NADPH + H*
co,
Ribuloza-5-fosfat

Glukoza-6-fosfat
NADP* + H,0
NADPH+ H"
6-Fosfoglukonat
NADP*
NADPH + H*
Co,
Ribuloza-5-fosfat

3-Epimerdaza Kefoisomeraza

Xyluloza-5-fosfat

Riboza-5-fosfat

3-Epimerdza

Xyluloza-5-fosfat

t ) A
Mg>, TDP Transketoldza X
v >
Glyceraldehyd-3-fosfat Sedoheptuloza-7-fosfat \
. 2
Transaldoldza X
v >
Fruktoza-6-fosfat Erythroza-4-fosfat
F 3 t D
I Transketoldca Mg*, TDP
7 R

Fosfohexdza-
isomerdza

v

Glukoza-6-fosfat

Fruktoza-6-fosfat

r 3

Fosfohexdza-
isomerdza

v

Glukoza-6-fosfat
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Glyceraldehyd-3-fosfat

Fosfotriosaisomerdza
Aldoléaza A

Vs Fnﬂdéza}‘-l,G-bisfosfét

Fruktoza-1,6-bisfosfatica PFK-1

1, Fruktoza-6-fosfat
Fosfohexdzaisomerdza

V4 Glukoza-6-fosfat
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