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ANOTACE

Teoretickd Cast bakalaiské prace ptiblizuje problematiku bilkovin ve straveé, jejich popis
a vysvétleni dulezitosti jejich pfitomnosti ve stravé. Bilkoviny jsou zde popsany i z hlediska
chemického slozeni a podrobnéji jsou charakterizovany bilkoviny v mléce a mlécnych
vyrobcich. Dale tato kapitola obsahuje metody stanoveni bilkovin. Prakticka cast se zabyva
stanovenim celkovych a travitelnych bilkovin ve vzorcich kaseinovych a syrovatkovych

proteinovych koncentratech.

KLICOVA SLOVA

Bilkoviny, aminokyseliny, kasein, syrovatka

TITLE
Total and digestible proteins in casein and whey protein concentrates
ANNOTATION

The theoretical part of the Bachelor thesis approximates the issue of proteins in the diet, their
description and explanation of the importance of their presence in the diet. Proteins are also
described in terms of chemical composition and proteins in milk and dairy products are
described in more detail. Moreover, methods for determination of proteins are listed and
explained. The practical part deals with the determination of total and digestible proteins in

samples of casein and whey protein concentrates.
KEYWORDS

Proteins, aminoacids, casein, whey
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BV......... Biologicka hodnota (Biological value)
B-Lg.......... [-laktoglobulin

HWP......... Hydrolyzovany syrovatkovy protein (Hydrolyzed whey protein)

a-La.......... a-laktalbumin

LF. . Laktoferin

LP s Laktoperoxidaza

WPC......... Syrovatkovy proteinovy koncentrat (Whey protein concentrate)
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Uvod

Jidlo je kazdodenni soucasti naSeho zivota, pficemz si ani neuvédomujeme, z jaké potraviny
jsme schopni pfijmout bilkoviny, sacharidy ¢i tuky. VétSina potravin se sklada v rizném
poméru z téchto tii makrozivin a zajist'uji energii pro organismus. Otazkou tedy je, jaky je
optimalni denni ptijem bilkovin? Bude zalezet na aktivit¢ a véku dan¢ho jedince, ¢i bude pro
vSechny stejny? Na tyto otazky se budu snazit odpovédét v prvni Casti bakalaiské prace, ktera

se také blize zabyva bilkovinami v mléce a mlé¢nych vyrobcich.

Cilem prace je zjistit pouzitelné metody pro stanoveni bilkovin v potravinach. Vybrat
nejvhodnéj$i metodu pro stanoveni bilkovin v dopliicich stravy, piesnéji v syrovatkovych
a kaseinovych proteinech. Téma jsem si vybrala na zakladé mé zkusenosti s nedostatkem
bilkovin ve stravé, s ¢imz mi pomohly prave tyto dopliky stravy. Vysledkem experimentalni

¢asti bude porovnani naméfenych hodnot s hodnotami, které udava vyrobce.
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1 Teoreticka cast

1.1 Bilkoviny

Bilkoviny, jinym nazvem proteiny, jsou zakladem vSech zivych bunék a jsou jednou ze tii
zakladnich zivin pfijimanych ve strave, dale to jsou sacharidy a tuky. Dilezitou funkci téchto
zivin je zdroj energie pro naSe télo. Energetickd hodnota bilkovin je 4 kcal/g stejné jako
sacharidi. Nejvice kalorickou Zivinou jsou tuky s energetickou hodnotou 9 kcal/g. Dal§imi

slozkami v nasi stravé musi byt mineralni latky, vitaminy a voda.

Dostatec¢ny piijem bilkovin je diilezity pro tvorbu a obnovu tkani v naSem téle, vyskytuji se
v hormonech a enzymech a v neposledni fadé¢ by se bez bilkovin neobesel transport latek

V nasem organismu [1].

1.1.1 Aminokyseliny
Bilkoviny jsou slozené z aminokyselin, které jsou spojeny peptidovou vazbou (-CO-NH-).
Molekula aminokyseliny musi obsahovat alespon jednu aminoskupinu (-NH2) a skupinu

karboxylovou (-COOH), obecny vzorec je uveden na Obrazku 1.

R—CH—COOH

NH-

=

Obrazek 1 - Obecny vzorec aminokyseliny [2]
Karboxylova skupina je schopna H* ionty odStépovat a aminoskupina naopak piijimat.
Retézec, ktery ma méné, neZ sto aminokyselin se nazyva peptid, v nagem téle je to napi.
hormon inzulin. Ze stravy pfijimame dvacet zakladnich aminokyselin, diky nimz nase télo
spravné funguje. Téchto dvacet aminokyselin je rozdéleno do ¢ty skupin. Esencidlni
aminokyseliny jsou ty, které si nasSe t€lo neumi vyrobit samo a je tedy nutné je pfijmout ve
stravé. Mezi tyto aminokyseliny patti valin, leucin, izoleucin, fenylalanin, tryptofan, treonin,
metionin a lysin. Dvé aminokyseliny se fadi mezi semiesencialni, coz znamend, Ze jsou
esencialnimi pouze v obdobi détstvi (arginin, histidin). Dalsi skupinou jsou podminéné
postradatelné aminokyseliny, které ke své syntéze nutné potiebuji n€kterou z esencidlnich
aminokyselin. Posledni skupinou jsou aminokyseliny neesencialni, které nemusime pfijimat

ve straveé. Prehled skupin spolu se zastupci AMK je uveden v Tabulce 1 [3][4].
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Tabulka 1 - Rozdéleni aminokyselin [2]

Druh aminokyselin Aminokyseliny Poznimka
Valin Tryptofan
ey o . . Leucin Treonin
Esencialni aminokyseliny el Methionin
Fenylalanin Lysin
Semlesei)nsii'z;l(lll;t—ell:éatlvne Histidin Jsou postradatelné jen v dospélosti,
P Arginin v détstvi jsou esencialni

aminokyseliny

Podminéné postradatelné

Tyrosin (Fenylalanin)
Cystein (Methionin)

Jsou postradatelné pouze pri
dostatku esencialnich
aminokyselin, z nichZ se tvofi

Glycin Glutamat
Neesencialni Alanin Asparagin
Serin Glutamin

Aspartat Prolin

1.1.2 Denni pfijem bilkovin
O kvalit¢ bilkovin rozhoduje biologickd hodnota a dusikova bilance. Biologickd hodnota
(BV) vyjadiuje, kolik je télo schopno vstiebat bilkovinného dusiku z dané potraviny. Nejvyssi

hodnotu ma vajeény bilek, ktery slouzi zaroven jak standard (hodnota 100).

Dalsim faktorem je dusikova bilance, ktera uddva rozdil mezi pfijatym a vyloucenym
dusikem. V idedlnim ptipad¢ je dusikova bilance Vrovnovaze. Dusik naSe télo vylucuje
hlavné moci a potem. Rovnovahy dosdhneme, pokud dodame télu dostate¢ny piijem bilkovin.
Negativni bilance nastava tehdy, pokud mame bilkovin ve stravé nedostatek. Té€lo si
s nedostatkem poradi tim, Ze rozlozi bilkoviny ze svalii na aminokyseliny, které mu chybi.
Mize vSak nastat i pozitivni bilance, kterd se vétSinou vyskytuje u déti a u kulturistd, kteti
maji pfijem bilkovin velmi vysoky. Nadbytek bilkovin je vylou€en moc¢i v podobé amoniaku,
mocoviny a kreatininu. Vysoky pfijem bilkovin neni obecné doporucovan z divodu mozného

poskozeni ledvin [5][6].

O tom, kolik nase télo potfebuje bilkovin rozhoduje nejen veék, vyska, vaha, ale i naSe
sportovni aktivita. Sportovcei a kulturisti musi pfijimat o dost vice bilkovin ve své stravé, aby
si vybudovali a zarovenl udrzeli svalovou hmotu nez primérny clovék, ktery ma pohybu

mén¢. Obecné se doporucuje 0,8 g a u sportovet az 2,2 g na 1 kg t€lesné hmotnosti [5].

Vyjimkou jsou novorozenci, kteti maji na bilkoviny vy$si naroky a méli by pfijmout 2,7 g na

kilo své télesné hmotnosti, ale pomoci matefského mléka neni vétSinou problém téchto
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hodnot dosédhnout. Mnozstvi téchto bilkovin jim zajiStuje spravny vyvoj a rust jejich
organismu. S tim souvisi i pfijem bilkovin u t¢hotnych zen, které by jich mély mit o 15 g na
den vice a zeny kojici dokonce o 20 g. Vice bilkovin se musi podavat i lidem po tézké operaci

nebo u pacientd, ktefi maji zanét v téle (v 1ékaiském prostiedi nazyvano sepse) [6].

1.1.3 Zdroje bilkovin

Bilkoviny jako takové mohou byt rostlinného nebo zivoc¢isného ptivodu. V dnesni dobé je
velice moderni byt vegetarianem, ktery ze svého jidelnicku vylouci potraviny zivoc¢isného
puvodu. Bilkoviny jim vSak nesmi chybét, proto je musi dostate¢né nahradit rostlinnymi
zdroji. Pro jedince, ktefi zadny vyzivovy smér nezastavaji a konzumuji vSe, je nejlepsi

variantou kombinace potravin rostlinného a zivo¢isného ptivodu.

U potravin rostlinného ptivodu je problém, ze obsahuji tzv. nekomplexni bilkoviny, coz
znamena, ze jim chybi jedna nebo vice esencidlnich aminokyselin. Vyjimkou je soja, ktera
jako jedind obsahuje vSech 8 esencidlnich aminokyselin. Naopak mezi vyhody patii vysoky
obsah vladkniny a cena téchto potravin. Mezi rostlinné zdroje bilkovin se povazuji obiloviny,
ovoce, zelenina, lusténiny nebo ofechy. Ptiklady potravin rostlinného ptivodu a jejich obsah

bilkovin na 100 g dané potraviny je uveden na Obrazku 2 [5].

Zivogisné zdroje bilkovin jsou mnohem plnohodnotngjsi kviili obsahu komplexnich bilkovin,
obsahuji tedy vSechny esencidlni aminokyseliny. Pomoci téchto potravin je mnohem snazsi
vybudovat svalovou hmotu a také svaly zregenerovat. Patii mezi né hlavné maso, ryby, vejce,
mlécné vyrobky i syrovatka. Na Obrazku 2 si mizeme prohlédnout, z kterych potravin

mizeme ziskat zivoc¢isné bilkoviny [5].
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bilkoviny bilkoviny
ohsah ve 1009
cizrna oves tofu vajicka mleta kachna Kuieci prsa

\
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o
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Lk s

¥ o - "
S o Nah= " L < .
39 hilkovin 4g bilkovin 69 bilkovin 18§ hilluivin 25g bilkovin 25g hilkovin
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184 bilkovin 289 hilkovin ' L
199 bilkovin 199 bilkevin 279 bilkovin
avokado brokolice B . .
= miéko Fecky jogurt eidam syr
»
29 hilkovin 4g hilkovin 129 hilkovin 4g bilkovin 9g hilkovin 264 bilkovin
Nekteré neobsahuji celé aminospektrum Obsahuji celé aminospektrum T

Obrazek 2 - Obsah bilkovin ve vybranych potravinach [7]

1.1.4 Onemocnéni souvisejici S prijmem bilkovin

1.1.4.1 Fenylketonurie

U kazdého novorozence je hned po narozeni proveden laboratorni screening, jde o odbér
kapky krve z paty. Nasledné laboratorni testy mohou odhalit az 13 nemoci. Fenylketonurie je
metabolickd porucha, kterd souvisi s metabolismem bilkovin. Jednd se o dédicné onemocnéni,
které Ize odhalit az po narozeni ditéte, avSak pii v€asném zjisténi lze piedejit mentalni
retardaci ditéte a poskozeni jeho mozku. Nemoc je zplsobena chybgjicim enzymem
fenylalaninhydroxyldza, ktery ma S§tépit fenylalanin na dalS$i aminokyseliny. Dochazi tedy
k hromadéni meziproduktu fenylpyruvatu, ktery je pro te€lo toxicky a dochazi k jiz zminénému
poskozeni mozku. Pokud se fenylketonurie potvrdi, je nutnd ptisna dieta, ve které se nebude
aminokyselina fenylalanin vyskytovat. BohuZel je tato dieta na cely Zivot, ale za cenu

normalniho a plnohodnotného Zivota [8].
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1.1.4.2 Leucinoza

Stejné jako fenylketonurie je leucindza metabolickou a dédi¢nou poruchou, oznaovana jako
nemoc javorového sirupu. Obé tyto nemoci maji v podstaté stejny princip, télo neni schopné
zpracovavat ur¢ité aminokyseliny. V tomto piipadé se jednd o aminokyseliny valin, leucin
a izoleucin. Pfi nedodrzovani diety by se v téle hromadily meziprodukty, které by zptsobily

poskozeni mozku. Tedy stejné jako o fenylketonurie je dulezita celoZivotni dieta [8].

1.2 Miléko a mlé¢né vyrobky

Miléko je jednou z nejzakladnéjsich potravin, kterou do své stravy zatfazovali lidé uz pred
nckolika tisici lety. Jedna se o bilou tekutinu, kterou produkuji samice savcl za tcelem
dodani plnohodnotné vyZivy svym mlad’atim. Stejné tak se 1 my lidé setkame s matefskym
mlé¢kem jako s prvni potravinou v nasem zivoté. Po zdoméacnéni mnoha zvifat (kravy, ovce,
kozy) slouzi jejich mléko i pro vyzivu lidi. Nejvétsi spotieba je u nas zaznamenana u mléka
kravského, avSak jsou mezi nami i taci, ktefi davaji ptrednost mléku kozimu ¢i ovEimu.
Z vyzkumu z roku 2013 vyplyva, Ze ob&an Ceské republiky spotiebuje 234,1 kg mléka za rok,
mezi tyto udaje se nepocitaji napoje, které jsou rostlinného ptivodu (ovesny a pohankovy
napoj). Diive se totiz jako mléka chybné oznacovala. Nazev mléko tedy mtizou mit pouze
napoje zivocisného puvodu (kravské mléko, kozi mléko, ovéi mléko). Tekutina rostlinného
puvodu se jako mléko oznaCovat nesmi, pouziva se tedy oznafeni napoj. Tyto rostlinné
napoje konzumuji vétSinou ti, kteti maji alergii na nékterou slozku ml¢ka. Nejcastéji se jedna
o laktozu nebo mlécné bilkoviny. Mléko je zdrojem velice dalezitych latek, jako jsou napft.
bilkoviny, tuk, laktdza, vapnik a mnoho vitamind a mineralnich latek. Pomér téchto latek se
u kazdého mléka lisi, zalezi na tom, od jakého zvifete pochazi (viz Tabulka 2). Z Tabulky 2 je
patrné, Ze nejvice vSech uvedenych Zivin a vitamint obsahuje mléko ov¢i, nicméné to nemeéni
fakt, Ze nejoblibenéjsi a nejpouzivanéjsi je mléko kravské. Mléko je zakladni surovinou pro
vyrobu syri, jogurtl, tvarohti atd. Jedna se tedy o velice dulezitou a nepostradatelnou

surovinu ve svétovém potravinaiském pramyslu [9][10].

Kazdy z nés, kdo se alesponi trochu zajima o vyvazenou stravu, pravdépodobné zatazuje do
své stravy vyrobky z mléka, jako jsou napf. syry, jogurty, zakysané mlécné vyrobky, tvarohy
atd. Tyto potraviny nam mohou byt napomocny pii budovani svalové hmoty, pomahaji

snizovat krevni tlak a v neposledni fad¢€ ptisobi jako prevence proti obezité a cukrovce [11].
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Tabulka 2 - Druhy mléka a jejich slozeni [12]

Druh mléka
Parametr Kravské Kozi Ovei

Celkova bilkovina (g/100 ml) 34+01 3,701 55+11

Bilkovina syrovatkova (g/100 ml) 0,4+0,1 1,3+0,1 0,8+ 0,5

Bilkovina kaseinova (g/100 ml) 3,0+£0,1 24+0,1 47+0,5

Sacharidy (g/100 ml) 4,7+0,4 41+04 48+04

Tuky (g/100 ml) 3,3+£0,2 38+01 59+0,3
Vapnik (mg/100 ml) 112+ 14,5 130+ 4,0 1975+2)5
Hoi¢ik (mg/100 ml) 11,0+0,5 145+15 195+ 3,0

Zinek (mg/100 ml) 0,4+0,0 0,43+0,1 0,6+0,1

Zelezo (mg/100 ml) 0,1+0,1 0,06 +0,0 0,1+0,0

Vitamin D (ng/100 ml) 0,2+0,1 0,15+0,1 0,2+0,0

1.2.1 Mlécné bilkoviny

Jak je uvedeno v Tabulce 2, mezi bilkoviny se fadi kasein a syrovatka, Casto spole¢né
nazyvany jako mléc¢né bilkoviny. Tyto bilkoviny se fadi mezi plnohodnotné. Jak je uvedeno
v kapitole 1.1.3, plnohodnotné bilkoviny obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny.
V tabulce si miZzeme vSimnout, Ze nejvyssi obsah bilkovin mé4 mléko ov¢i, avSak primérny

obsah ve vsech druzich mlék se udava 3,2 % [10].

1.2.1.1 Kaseinové bilkoviny

Kasein je hlavni bilkovina v mléce, procentualné je to ptiblizné 78 % z vyse uvedenych 3,2 %
celkového mnozstvi bilkovin v mléce. Obecné jsou mlééné bilkoviny schopny snizit riziko
kazivosti zubl a kasein dokdze obnovovat minerdlni latky v zubni skloving. Z chemického
hlediska patii kasein do skupiny fosfoproteinti. Jedna se o bilkovinu, ktera v mléce vytvaii
utvary zvané micely a vysrazi pii pH 4,6. Pro pfedstavu se v jedné micele nachéazi az pét tisic
molekul kaseinu a jeji primérna velikost je 120 nm (viz Obrazek 3). Tato frakce je tvofena

¢tyfmi druhy kaseind, pfesnéji asl-, as2-, -, k-kaseinem [13].
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Obrazek 3 - Struktura kaseinové micely [14]
Pti poruse stability téchto micel, naptiklad snizenim pH, dochazi k jejich srdzeni, diky némuz
nasledné vznikaji mlééné vyrobky. Srazeni kaseinu miize probihat dvéma zptisoby. Kyselé
srazeni je zpuisobeno kyselinou mlé¢nou, Kterou produkuji bakterie mlééného kvaseni, mimo
jiné lze pouzit kyselinu octovou, citronovou i chlorovodikovou. Tento postup se nejcastéji
uplatiiuje pfi vyrobé tvarohl a syrd, jako je napiiklad syr typu cottage. Jev je zaloZen na
uvolnéni fosfore¢nanu vapenatého z micel a postupnému vzniku kyselého srazeného mléka,

které svou strukturou ptipomina gel [15].

Gel zachovava svoji strukturu a tvar pomoci vodikovych mustki a Van der Walsovych sil.

SraZzeni musi probihat pfi teploté vyssi nez 6 °C, nejvhodnéjsi je teplota okolo 20 °C [16].

Druhym zplsobem je tzv. sladké sraZeni, které je zaloZzeno na plisobeni syfidla. Syfidlo
chymosin je enzym, ktery najdeme v telecich zaludkach, ale z divodu jeho nedostatku je
nahrazovan jinymi enzymy (proteazami) [16]. Sladké srazeni je pouzivano pii vyrobé vétsiny
syri. Béhem procesu se ptridava chlorid vapenaty, diky némuz obsahuji syry vice vapniku,

ktery je v nasi stravé nepostradatelny pro spravny vyvoj kosti [13].
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1.2.1.2 Druhy kaseinovych bilkovin

asl-kasein

Tento druh kaseinu zastupuje procentudlné nejvétsi podil (cca 40 %) v mléce z celkového
obsahu kaseinu. Mimo jiné existuje i dalsi dé€leni, a to podle toho, kolik fosfatovych skupin
kasein obsahuje ve své struktufe. Presnéji se u tohoto druhu objevuji skupiny s 8, 9 a 10
fosfatovymi skupinami oznacovanymi jako as1-CN-8P, as1-CN-9P, as1-CN-10P. Je to velmi
cenna slozka z hlediska obsahu aminokyselin. V asl-kaseinu se vyskytuje 199 aminokyselin
[16]. Jeho molekulova hmotnost je piiblizné¢ 24 000, obsahuje dvé hydrofobni ¢asti a jednu
¢ast polarni [17].

as2-kasein

V mléce je obsah kaseinu, jak uz vime z kapitoly 1.2.1.1 ptiblizn¢ 78 %, v tomto podilu se
frakce s nazvem as2-kasein vyskytuje asi z 10 %. Stejné jako u asl-kaseinu také muzeme
rozdélit as2-kasein na n¢kolik skupin podle navazanych fosfatovych skupin, ptresnéji s 10-13
fosfatovymi skupinami (as2-CN-10P az 13P). Jeho aminokyselinové sloZeni je o néco bohatsi

(207 aminokyselin) a molekulova hmotnost téz vyssi (25 230) nez u as1-kaseinu [16].

B-kasein

Tteti druh je zastoupen v celkovém obsahu kaseinu z 35 % [16]. Podobné jako ptedchozi typ
kaseinu se sklada z podobného poctu aminokyselin, ptesnéji z 209. Molekulovd hmotnost je
priblizn& 24 000. Pfi teploté méné jak 1 °C tvofi tento kasein s Ca?* ionty rozpustnou stil a pfi

vys§i teploté stl nerozpustnou [18].

K-kasein

Posledni a zaroven druhy nejméné zastoupeny typ kaseinu je k-kasein, tvoii pouze 12 %
z celkového obsahu kaseinu. Bez k-kaseinu by nebyl mozny vznik micel a ani proces syfeni
mléka. Je slozen ze 169 aminokyselin a tvoii ho dvé frakce (k-CN-A, k-CN-B-1P) [16].

V jiném zdroji jsou tyto dvé frakce oznaCovany jako varianta A a varianta B. Narozdil od
vSech typu kaseini se v k-kaseinu vyskytuji sacharidy, které jsou na bilkovinu vazany

glykosidovou vazbou [18].
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1.2.1.3 Bilkoviny syrovatky

Druhou velkou skupinou mléénych bilkovin jsou bilkoviny syrovatky. Jiné ¢asto pouzivané
oznaceni jsou tzv. sérové proteiny. Z celkového obsahu bilkovin v mléce tvoii sérové proteiny
ptiblizné 20 % [18]. Na rozdil od kaseini jsou syrovatkové bilkoviny termolabilni, coz
znamena, ze pii zvySeni teploty nad 60—70 °C dochazi k jejich denaturaci (zména struktury
vlivem teploty). Dalsi jejich vlastnosti je schopnost spojovani se s k-kaseinem, coZz ma za
nasledek zvétSeni kaseinovych micel. Negativné ovliviuji sladké srazeni, protoze tyto
bilkoviny zpomali ptistup syfidla ke kaseinu a tim se cely proces prodlouzi. Mezi bilkoviny
syrovatky tadime o-laktalbumin a B-laktoglobulin (viz Obrazek 4), dals$imi zastupci jsou

imunoglobuliny, sérovy albumin, protedzo-peptonova frakce, laktoferin a dalsi [15].

p-laktoglobulin

B-laktoglobulin (B-Lg) je hlavni bilkovinou syrovatky a syrovatku tvoii z cca 50 %. Jeho

chemickou specifikaci je molekulova hmotnost 18 277 a je slozen ze 162 aminokyselin [16].

Tento druh syrovatkové bilkoviny se vyskytuje ve tfech genetickych variantach. Pokud se
B-Lg vystavi podminkam jako je vysoka teplota, pH vet$i nez 8,6 a vyssi koncentrace
vapenatych iontli, pak denaturuje. Ve své struktuie obsahuje jednu thiolovou skupinu, diky

niz se mize spojovat s ostatnimi bilkovinami (napf. k-kasein ¢i a-laktalbumin) [18].

B-Lg najdeme nejen v mléce krav a ovci, ale 1 u zvifat jako je pes, prase, koka nebo k.
U ptezvykavct, tedy u krav a ovei se tato bilkovina vyskytuje jako dimer, u ostatnich druhti

jako monomer. Zajimavosti je, ze f-Lg nenajdeme v lidském mléce [19].

a-laktalbumin

a-laktalbumin (a-La) je slozen ze 123 aminokyselin, pfedev§im esencidlnich a jeho
procentudlni zastoupeni je 20-25 %. Patii do skupiny globularnich proteinti, ktery najdeme
v mléce skotu, a dokonce i v lidském mléce. Mezi jeho chemické vlastnosti patii vysoka
rozpustnost ve vodé a tepelna stabilita pii vazani se na vapnik. Bez a-laktalouminu by se
neobesla syntéza a St€peni laktdzy v nasem téle a jako Cisty je Casto pouzivan k vyrob¢ vyzivy
pro kojence, protoze je svoji strukturou velmi podobny matefskému mléku. Dnes$ni
technologie uz jsou natolik vyspélé, ze pokud kojeni nejde piirozené, tak novorozenci

kojenecka vyziva nahradi to, co by ziskal z matefského mléka [20].
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(a) (b)

Obrazek 4 - Struktura a) p-laktoglobulinu a b) a-laktalbuminu [21]

Imunoglobuliny

Imunoglobuliny hraji velice dilezitou roli v naSem imunitnim systému, funguji totiz jako
protilatky. Rozdé€luji se do péti skupin a to IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Lidské télo obsahuje
imunoglobuliny v krvi, av§ak dal$im zdrojem je i mléko. V naSem téle hraji nezastupitelnou

roli.

e IgA — déli se na dvé podskupiny a nachazi se predevsim ve stievech, molekulova
hmotnost 360—720 000

e gD — zastoupeni v krvi je ve velmi nizkych koncentracich, molekulova hmotnost je
172 000

e IgE — molekulova hmotnost je 196 000, v krvi se vyskytuje pouze v nizké koncentraci

e 19G — zcelkovych protilatek tvoii cca 75 %, tedy nejvétsi podil ze vSech skupin,
molekulova hmotnost je 150 000

e IgM — molekulovd hmotnost nejvétsi ze vSech a to 935 000, pii kontaktu s cizim

télesem se jako prvni imunoglobulin vytvoii pravé IgM [22]

Sérovy albumin

Hovézi sérovy albumin (BSA), ktery fadime mezi jednu z bilkovin syrovatky, je shodny
S krevnim sérovym albuminem, tedy tim, ktery se nachazi v lidské krvi. Jeho dulezitou funkci

je schopnost vazat volné mastné kyseliny a umoznit jejich transport v krvi. Bez sérového
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albuminu by se neobesla tvorba glutathionu, coz je peptid, ktery vznikd v jatrech. Glutathion
a jeho dostatek je dulezity pro naSi imunitu, a ptfedevSim je jeho spravna hladina

nepostradatelna pro lidi, ktefi jsou HIV pozitivni [23].

Proteézo-peptonova frakce

Struktura prote6zo-peptonové frakce je slozena z polypeptida B-kaseinu. Tato frakce je dalsi
nedilnou soucasti syrovatky, v niz se vyskytuje v rozmezi 1-3 g/l mléka. Obsah této frakce

zavisi jak na pavodu mléka, tak i na jeho délce skladovani [23].

Laktoferin a laktoperoxidaza

Laktoferin (LF) a laktoperoxidaza (LP) jsou bilkoviny mléka, které se v ném nachazi
v mnohem men$im mnozstvi nez ostatni bilkoviny syrovatky. LF plni v mlécné zlaze
antibakterialni funkci a mimo jiné je schopen vazat zelezo. LP ma podobné ucinky, avSak
nejen v mlééné Zlaze, ale i v travici soustavé pusobi proti bakteriim. Podle studii bylo

zjisténo, ze oba druhy bilkovin maji pfiznivé ¢inky na nizsi vyskyt priajmu [23].

Dostatek LF v téle je velice dilezity nejen kvili jeho antibakterialnim a antiparazitnim
vlastnostem, ale podporuje i rist kosti. Dale je napomocen pii 1é€bé Zloutenky typu C, pfi
Alzheimerové chorobé nebo pisobi pozitivné proti nadorovym onemocnénim. Laktoferin
mimo jiné nenajdeme pouze v mléce savcl, ale i ve slinach, slzach nebo bilych krvinkach.
Najdeme ho tedy i v lidském téle, jelikoz hovézi a lidsky laktoferin je totozny. Hovézi
laktoferin najde v pramyslu spoustu vyuziti. Pouziva se k vyrobé vyzivy pro kojence,
mlécnych produktdi, kosmetickych ptipravki, do zvykacek nebo do krmiv pro zvitata.
Laktoferin se dale pouziva V potravinaiském primyslu a spolu s dalsimi latkami zajist'uje
delsi trvanlivost. Diky jeho antibakterialnim vlastnostem piisobi napf. proti bakterii Listeria
monocytogenes nebo E. coli. Zavérem bychom mohli fict, Ze je tato bilkovina velice
prospésna naSemu celkovému zdravi, a proto bychom neméli opomenout jeji pfisun ve strave.
V soucasné dobé¢ jako vitaminy a mineraly, tak i laktoferin mizeme pfijimat jako doplnék

stravy ve formé kapsli [24].
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1.3 Proteinové dopliiky stravy

Jak je jiz v bakalaiské praci uvedeno, bilkoviny patii mezi jednu ze tfi nepostradatelnych
makrozivin pfijimanych ve stravé. Jejich denni piijem je ovlivnén spousty faktory, mezi néz
zatazujeme vySku, vahu, vek i aktivitu béhem dne dané¢ho ¢lovéka. Obecné je doporucovano
pfijimat ve své stravé 15-20 % energie prave z bilkovin. Vyhodou této makroZziviny je tzv.
vysoky termicky efekt, ktery se procentudlné pohybuje v rozmezi 20-30 %. Termicky efekt
lze vysvétlit jako energii, kterou musi nase télo vynalozit na to, aby tuto zivinu zpracovalo
arozlozilo, v ptipad¢ bilkovin jde o rozklad na jednotlivé aminokyseliny. Je velice vyhodné
mit ve své straveé dostatek bilkovin kvuli delsi sytosti a termickému efektu. Pro pfedstavu se
termicky efekt u sacharidii pohybuje kolem 5-10 % a u tukii pouze 0-3 %. Bilkoviny bychom
tedy v nasi stravé nemé&li opomenout, avsak jak pro sportovce, tak i obycejného ¢lovéka muze
byt obtizné p¥ijmout tolik bilkovin, kolik by mé&l jeho denni pifjem obsahovat. Zijeme v 21.
stoleti a asi by nas ptfekvapilo, kdyby v dneSni dob¢ neexistovalo néco, co ndm jednoduse
bilkoviny ve stravé doplni. Pro lidské télo vSak nejsou proteinové doplitkky v doporu¢eném
dennim mnozstvi Skodlivé, a proto neni nic Spatného na tom si t€émito doplitky pomoci
Vv piijmu bilkovin. Pravdépodobné tyto doplitkky vice uzivaji sportovei, kulturisti a ti, co chtéji
nabrat svalovou hmotu, ale i ¢lovek, ktery je mnohem méné sportovné aktivni si je muze
dovolit [25]. Mezi tyto dopliiky fadime proteiny ziskané z mléka, tedy syrovatku a kasein,
které zajisti pfisun aminokyselin do svalii. Na trhu existuji i pfipravky pro vegany nebo osoby
s né¢jakym druhem potravinové intolerance, naptiklad sdjovy protein nebo syrovatkovy izolat

[26].

1.3.1 Syrovatkové proteiny

Syrovatka, kterd ziistane napiiklad pii vyrobé syru, byla difive povazovana za odpad
avylévana do tek, avSak po zméné¢ zdkont o odpadech byli nuceni vyrobci pfijit na
efektivnéjsi vyuziti syrovatky. Pro predstavu, na 1 kg syru je potieba ptiblizné€ 10 litri mléka,
z ¢ehoz je az 9 kg odpadu, tedy syrovatky. Syrovatka jako takova proSla mnoha védeckymi
vyzkumy od dob, kdy byla objevena, coz bylo zhruba pied 8 000 lety. Mezi Sifitele téchto
doplnku patii Bob Hoffman, ktery byl ve své dobé velice znamym ve svété kulturistiky.
Vyrobeny proteinovy doplnék pojmenoval Hi-Proteen a vté dobé byly dostupné pouze
4 ptichuté, avSak negativnimi vlastnostmi tohoto proteinu byly jeho Spatné traveni a chut’.
V Sedesatych letech se snazil Irvin Johnson protein vylepSit. Jeho vyrobek pojmenovany
BlairGv proteinovy prasek obsahoval i1 bilkoviny ze suSenych vajec, coz v té dobé bylo

novinkou. Tento vyrobek byl velice popularni az do 80. let 20. stoleti. AZ roku 1970 doslo
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k objeveni membranové filtrace. V tomto technologickém kroku se pouZzivaji polopropustné
membrany vyrobené z keramiky, oxidu zirkoni¢itého nebo z polysulfonu. Membrany jsou
V podstat¢ sita, které jsou velikostné¢ vyrobena tak, aby skrz prosla pouze syrovatka a ostatni
nezadouci latky nebyly propustény. Filtratnich metod existuje mnoho a pro vyrobu
proteinovych praska se jich pouziva celkem pét. Metoda se vybird v zavislosti na tom, jaky
procentudlni obsah bilkovin ma vysledny protein obsahovat. Mezi tyto metody patii
ultrafiltrace, mikrofiltrace, elektrodialyza, nanofiltrace a reverzni osmoéza. Zavérecny

technologicky krok je u vSech metod shodny, jedna se o suSeni na pozadovanou vlhkost méné

jak 5 % [27].

Syrovatkové proteiny jsou ¢asto oznacovany za rychlé proteiny, z divodu rychlého vstiebani
v nasem téle, a proto je doporuovano tento druh bilkovin dopliovat po tréninku [26].
Syrovatkové proteiny rozdélujeme na nékolik druhti podle koncentrace bilkovin (viz
Tabulka 3). Mimo jiné vSechny maji vysoky obsah aminokyselin s rozvétvenym fetézcem,
mezi které zatazujeme leucin, izoleucin a valin, ¢asto oznacovany pod zkratkou BCAA [28].
Proteiny jako dopliky stravy maji formu prasku, které se nejcastéji michaji s vodou, mlékem

(Obrazek 5) nebo se pridavaji do riznych pokrmu.

Tabulka 3 - Obsah bilkovin, laktdzy a tuku v syrovatkovych proteinech [28]

Syrovatkovy Syrovatkovy , . ,
< . . , . . . T Hydrolyzovany syrovatkovy
Soucast syrovatky | proteinovy koncentrat | proteinovy izolat rotein (%)
(%) (%) P
Bilkoviny 25-89 >90 Proménlivé
Laktoza 10-55 0,5 Promeénlivé s koncentraci bilkovin
Milécny tuk 2,0-10 0,5 Proménlivé s koncentraci bilkovin
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Obrazek 5 - Proteinovy prasek [29]
1.3.1.1 Syrovatkovy proteinovy koncentrat
Syrovatkovy proteinovy koncentrat (WPC) obsahuje rizny pomér bilkovin, ktery se pohybuje
v priméru okolo 60—85 %. Koncentrat se nej¢astéji vyrabi za pomoci ultrafiltrace (zatizeni na
Obrazku 6). Jedna se o filtraéni metodu, ktera slouzi ke snizeni obsahu nezadouci laktozy,
tuku a popela pro ziskani co nej¢istsiho produktu. Po ultrafitraci mize nasledovat diafiltrace,
diky niz se obsah nezadoucich latek jesté snizi a vysledny protein obsahuje az 85 % bilkovin

[30]. Obsah bilkovin, tuku a laktézy v koncentratech je uveden v Tabulce 3.

Obrazek 6 - Zatizeni pro ultrafiltraci [30]

25



1.3.1.2 Syrovatkovy proteinovy izolat

Filtra¢ni metodou, zvanou mikrofiltrace a iontova vyména je vyrabén syrovatkovy proteinovy
izolat (WPI). Tato metoda je pokrocilejsi, diky cemuz obsahuje izolat mnohem vétsi
koncentraci bilkovin (procentualné 90 % a vice) a zaroven spliluje stopové mnozstvi laktozy
a mlécného tuku (pfesnéjsi obsah uveden v Tabulce 3). Do izolatu jsou ¢asto pridavany télu

prospésné latky jako napiiklad laktoferin nebo imunoglobuliny [28].

1.3.1.3 Hydrolyzovany syrovatkovy protein

Hydrolyzovany syrovatkovy protein (HWP) se vyrabi procesem zvanym hydrolyza. Obecné
lze fict, ze slovo hydrolyza znaci rozklad. Zde se jedna o rozklad na mensi ¢asti bilkoviny,
tedy peptidy. Té€lo tento protein stravi mnohem jednoduseji, pravé diky rozkladu na
jednodussi peptidy. Jeho dalsi vyhodou je mala pravdépodobnost jakékoliv alergické reakce.
Hydrolyzat je nejcastéji pouzivan k vyrobé potravin pro starSi osoby, osoby s poruchou travici
soustavy, osoby trpici cukrovkou, ale je hojné vyuzivan i sportovci. Je soucasti vyrobku jako

jsou ty¢inky, napoje, nahrazky jidel i jako dopIn€k pravé pro sportovce [28].

1.3.2 Kaseinové proteiny

Kaseinové proteiny jsou dalSim doplikem stravy, kterym mizeme doplnit ve své strave
bilkoviny. Jak uz bylo zminéno, jedna se o mlé¢nou bilkovinu, kterou pfirozen¢ najdeme
v mléce. Tento druh je ¢asto nazyvan jako pomaly protein, protoze se mnohem déle travi a do
svald dopravuje aminokyseliny mnohem pomaleji nez protein syrovatkovy [26]. Lidské télo
muze kasein trdvit dokonce az Sest hodin. Diky jeho pomalejSimu traveni je obecné
doporucovano tento protein piijimat spiSe vecer, aby télo mélo dostatek ¢asu ho béhem noci
stravit a vstiebat. Dle n€kolika studii bylo zjiSténo, Ze je kaseinovy protein vhodny nejen pro
ty, kteti chtji nabrat svaly, ale i pro ty, ktefi chtéji zhubnout. Tento doplné€k stravy je schopen
zrychlit metabolismus, diky ¢emuz lidské télo spali béhem dne mnohem vice kalorii
V porovnani bez uzivani kaseinového proteinu. Dalsi velkou vyhodou je pocit sytosti na velmi
dlouho dobu [29].
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1.4 Stanoveni hrubych bilkovin

Vzorek dané potraviny miizeme nejdiive podrobit fade reakci, diky nimz mazeme zjistit, zda
se vubec né&jaké bilkoviny ve vzorku vyskytuji. Mezi takové reakce patii srazeci, jako je
napiiklad reakce s Esbachovym c¢inidlem, coz je kyselina pikrova a citronova v destilované
vodé. Tyto roztoky vytvori v roztoku za piitomnosti bilkovin srazeninu. Dal$im moznym
dikazem jsou barevné reakce, napiiklad s ninhydrinem, se kterym bilkoviny reaguji pfi
zahtevu fialovym zbarvenim. Pokud jsme si jisti, ze vzorek bilkoviny obsahuje, mohou
nasledovat rizné metody pro presn€jsi zjisténi jejich obsahu. Tato kapitola se zaméfuje na
metody, pomoci kterych lze stanovit obsah hrubych bilkovin ve vzorku potravin. Obsah
hrubych bilkovin je roven obsahu vsech dusikatych latek. Aminokyseliny, které tvofi
bilkovinu maji ve své struktufe dusik ve formé¢ skupiny -NH2, ale do hrubych bilkovin jsou

zahrnuty i latky, které dusik obsahuji, ale nejsou bilkovinné povahy [31].

1.4.1 Metoda podle Kjeldahla

Tato metoda patii mezi jednu z nejcastéji pouzivanych, kterd sice urci obsah i nebilkovinnych
latek, ale je rychld a spolehliva. Princip spocivad v mineralizaci vzorku kyselinou sirovou
Vv pritomnosti katalyzatoru (selen, rtut’, siran méd’naty) dle rovnice (1). Touto reakci se dusik

ve vzorku pfevede na siran amonny (rovnice (2)):
bilkovina + H,S0, - NH3 + CO, + H,0 + SO, 1)

2 NHs + H,S0, - (NH,),S0, )

Dalsi krok probiha v Parnas-Wagnerové pfistroji (Obrazek 7). Principem je uvolnéni
amoniaku ze siranu amonného za pomoci roztoku hydroxidu sodného (rovnice (3)), ktery se
vpravi pomoci nalevky (¢islo 1 na Obrazku 7) do destilacni baiiky (¢islo 2 na Obrazku 7).
V bance Cislo 4 se vyviji vodni para a uvolnény amoniak se s vodni parou piedestiluje do
ptedlohy s kyselinou sirovou (Cislo 3 na Obrazku 7, rovnice (4)). Zavérenym krokem je
alkalimetrické stanoveni piebytku kyseliny sirové za pomoci indikatoru methylCerven ¢i

Tashiro (rovnice (5)).

(NH,),S0, + 2 NaOH — Na,S0, + 2 NHs + 2 H,0 @3)
2 NHy + HySO, — (NH,),S0, )
H2504+2Na0H_>Na2504+2H20 (5)
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| - ndlevka

2 - destila¢ni barika

3 - titra¢ni banka

4 - vyvije¢ vodni pary

5 - odlu¢ovac¢ kondenzatu

6.7.8 - kohouty

9 - vzdusny chladic¢

10 - kahan

11 - vodni chladi¢

12 - kadinka na vypousténi
obsahu po destilaci

Obrazek 7 - Parnas-Wagnertv pfistroj [31]

Z obsahu pottebného hydroxidu sodného na ztitrovani piebytku kyseliny sirové se vypocita
obsah dusiku. Na zaklad¢ skuteCnosti, ze bilkoviny obsahuji cca 16 procent dusiku, se
pouziva piepocitavaci faktor (vztazeno na 100 g vzorku, tedy 100/16 = 6,25). Pro vétSinu
potravin se pouziva piepocitavaci faktor 6,25, avSak naptiklad pro obiloviny a téstoviny je
tento faktor 5,7 a pro ofechy 5,3. Obsah dusiku vynasobeny pifepocitavacim faktorem udava

obsah hrubych bilkovin [31][32].

1.4.2 Metoda podle Winklera

Metoda podle Winklera je vhodné pfedevsim pro maso a masné vyrobky. K této metodé je
potfeba mit vzorek upraveny dle metody podle Kjeldahla a metoda se lisi pouze tim, Ze
v predloze pro destilaci mame kyselinu orthoboritou. Pfedestilovanim vznikne boritan
amonny, ktery je nutno dale stanovit kyselinou sirovou nebo chlorovodikovou v pfitomnosti

indikatoru methyl¢erven. Vypocet je shodny s metodou predchozi [31].

1.4.3 Metoda podle Conwaye
Tato metoda je vhodnéa ptedevSim po vzorky, ve kterych se nachdzi pouze malé mnozstvi
bilkovin. Vzorek musi byt nejdiive podroben mineralizaci podle Kjeldahla a nésledny proces

celé metody probihd v nadobce, ktera jak uz ndzev metody napovida se nazyvd Conwayova
nadobka (Obrazek 8).

28



Obrazek 8 - Pudorys a narys Conwayovy nadobky [31]

Do vnégjsiho okraje nadobky je napipetovan na jednu stranu uhli¢itan nebo hydroxid draselny
a na druhou stranu vzorek. Ve vnitinim prostoru se nachazi kyselina borita, ktera absorbuje
uvolnény amoniak, ktery se uvolnil pii promichéni roztokii ve vnéj$Sim prostoru. Zavére¢nym
krokem je titrace vnitfniho prostoru do ¢erveného zbarveni pomoci kyseliny chlorovodikové.
Pro vysledek je nutné prepocitat spotiebu kyseliny chlorovodikové na 1 g vzorku, pfi¢emz
1 ml 0,01M kyseliny chlorovodikové odpovida 0,14 mg dusiku a abychom ziskali obsah
hrubych bilkovin vysledek vynasobime faktorem 6,25 [32].

1.4.4 Spektrofotometrické metody

1.4.4.1 Stanoveni amidocerni 10B

Metoda je specificka pro mléko, at’ uz se jedna o syrové nebo pasterované. Stanoveni je
zaloZzeno na schopnosti bilkovin vazat barvivo zmléka, ubytek barviva se proméii
spektrofotometricky a odpovida koncentraci bilkovin. Pro piesnéjsi pochopeni je postup
nasledovny, 5 ml mléka je doplnéno do 100 ml vodou, pfida se barvivo a ze vzniklé sraZeniny
jsou odebrany 3 ml, které zfedime téZ vodou do 100 ml. Tento roztok je pfipraven ke zméteni
absorbance pii 615 nm. Po prométeni nékolika roztokd dojde k vytvoreni kalibracni kiivky,
pomoci niz zjistime obsah bilkovin ve vzorku. Kiivka je grafem zavislosti absorbance na
obsahu bilkovin, které byly zjistény pii metod€ podle Kjeldahla. Stejny postup by byl
proveden pii stanoveni pomoci OranZe G aZ na méfeni absorbance, které by muselo byt

provedeno pii 485 nm [33].

1.4.4.2 Stanoveni Nesslerovym ¢inidlem
Stanoveni s Nesslerovym ¢inidlem je pouzitelné spiSe pro vzorky, které obsahuji bilkoviny

s mensim mnozstvi dusiku. Dusik obsazeny v bilkovinach se diky mineralizaci s Kyselinou
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sirovou a s katalyzatorem pievede na amonnou sul. K roztoku se pfidd Nesslerovo ¢inidlo
a hydroxid sodny a prométime ve spektrofotometru pii 450 nm. Obsah dusiku vypocitadme ze
vznikl¢é kalibracni kiivky. Kalibra¢ni kiivka je vytvoiena pomoci standardniho roztoku, ktery
je napipetovan v rizném objemu do né€kolika odmérnych ban¢k, doplnény vodou. Po ptidani
Nesslerova ¢inidla se roztoky proméfi pii 450 nm. Obsah hrubych bilkovin se ziska

vynasobenim faktorem 6,25 [31][32].

1.4.4.3 Stanoveni biuretovou reakci

Pti pouziti této metody je nezbytné odstranit nizkomolekularni latky tim, ze se roztok odstiedi
za pomoci kyseliny trichloroctové a k vytvoiené usazening se piida biuretovo ¢inidlo (smés
vinanu sodno draselného, hydroxidu sodného, siranu médnatého a jodidu draselného) za
vzniku modrych sloucenin médi. Roztok se promicha, nechd odlezet a nasledné se
spektrofotometricky proméfi pti 546 nm. Absorbance vynasobena ¢islem 17 udava mnozstvi
bilkovin ve vzorku uvedeno v miligramech. Biuretova reakce je velmi rychla na rozdil od
metod, kde je pfedem nutna mineralizace vzorku. Metoda je méné citliva, a proto ur¢i obsah

bilkovin pouze orientacné [32].

1.4.4.4 Stanoveni V ultrafialové oblasti spektra
Vyhodou metody je jeji Casova a technicka nendro¢nost. Nevyhodou je nizkéd citlivost
a pouziti spiSe pro Cisté bilkoviny. Vzorek se ziedi fyziologickym roztokem a proméii se

spektrofotometricky pti 150-220 nm [31].

1.4.5 HanuSova metoda

Prvnim dulezitym krokem je mineralizace vzorku metodou podle Kjeldahla, pfi niZ vzniknou
amonné ionty. Nasleduje reakce amonnych iontd S formaldehydem za vzniku vodikovych
iontll a hexamethyltetramin jako produktt (rovnice (6)). Pfebytek vodikovych ionti se stanovi
alkalimetricky, ztitruje se tedy zasadou, v tomto piipadé se pouziva hydroxid sodny [31].

4 NH} 4+ 6 CH,0 - (CHy)gN, + 6 H,0 + 4 H* (6)

1.4.6 Dumasova metoda
Dumasova metoda patii mezi ty rychlejsi diky pfistroji, ktery pribéh celé metody usnadni.
Vzorek je spalovan pii velmi vysokych teplotach (900 °C) spolu s oxidem méd’natym. Vzorek

je zoxidovan na oxidy dusiku a pomoci médi dojde K redukci az na dusik, jehoz vysledny
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obsah je zjistén pomoci tepelné-vodivostniho detektoru. Detektor porovnava tepelnou

vodivost nosného plynu (referentni hodnota) a dané¢ho vzorku [34][35].

1.5 Stanoveni Cistych bilkovin

Ve zjisténém obsahu hrubych bilkovin je pfiblizn€¢ 6 % dusikatych latek, které vSak mezi
bilkoviny nefadime, jedné se napiiklad o mocovinu, kreatin nebo kreatinin. Pokud tyto latky
odstranime, ziskdme obsah Cistych bilkovin. Piepocitavani dusiku (uvedeno v kapitole 1.4.1)
na bilkoviny se u vétSiny zdrojii 1isi, tento zdroj uvadi faktor 6,38. Obsah bilkovin se tedy

muze liit na zakladé pouzitého faktoru [36].

Stanovit obsah ¢istych bilkovin miizeme v podstaté u jakychkoliv potravin. Jak je jiz vySe
uvedeno, je vSak nutné se zbavit dusikatych latek, které bilkovinami nejsou. Dopomohou nam
K tomu latky, diky nimz se Cisté bilkoviny vysrazeji. Téchto latek je nékolik, avsak
nejpouzivanéjsi je tanin, mezi dalsi patii siran méd’naty nebo kyselina trichloroctova. Postup
S taninem je nasledovny, az k 10 gramim vzorku (podle druhu potraviny) ptidame 50 ml
roztoku taninu, smés se zfiltruje a vznikla usazenina je pfipravena na mineralizaci a podrobeni

metody podle Kjeldahla. Vysledny obsah dusiku se pro ziskani obsahu ¢istych bilkovin ve

vzorku vynasobi faktorem 6,25 jako u stanoveni hrubych bilkovin [32].

1.6 Stanoveni travitelnych bilkovin

Lidské télo neni schopno vstiebat bilkoviny v potravé v té formé&, ve které je pfijme. Je
nezbytné tyto bilkoviny rozstépit na zékladni elementy pomoci latek zvanych enzymy, které
Vv travici soustavé zajisti jejich rozklad neboli hydrolyzu. Metabolismus bilkovin probiha
pfevazné v zaludku v kyselém prostiedi, které zajiStuje kyselina chlorovodikova. NezZ se
bilkovina rozloZi na zakladni elementy, jimZ jsou aminokyseliny musi projit nékolika kroky
Stépeni. Kazdy krok hydrolyzy zajistuje jiny enzym (v zaludku pepsin a v tenkém stieve
trypsin). Vzniklé aminokyseliny jsou vstiebavany v tenkém stievé nebo metabolizovany
v jatrech [18]. Metody pro stanoveni travitelnych bilkovin musi spliiovat podobné podminky

jako v lidském téle, tedy kyselé prostiedi a aktivitu enzymu [32].

1.6.1 Stanoveni pepsinem

V této metod€ je vyuzivan enzym pepsin, ktery zahajuje traveni bilkovin v Zaludku, tedy
jejich Stépeni na mensi fetézce (aminokyseliny). Pepsin je v travicim traktu v neaktivni formé
a zaktivuje se azZ pii kontaktu s kyselinou chlorovodikovou, ktera se nachazi pravé v Zaludku.

Dalsi traveni probihd v tenkém stieve, kde plsobi dal§i enzym (trypsin), ktery dokoncuje
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traveni bilkovin [37]. Principem této metody je hydrolyza vzorku v kyselém prostredi, které
zajist'uje kyselina chlorovodikova, dalsi podminkou je teplota 38 ‘C a nezbytnou soucasti je
pritomnost enzymu, v tomto piipadé pepsinu. Metoda je ¢asové narocna z divodu potfebnych
48 hodin pro $tépeni danych bilkovin v termostatu. Roztok se po 48 hodinach zfiltruje
a vznikla usazenina je pripravena ke stanoveni dusiku podle Kjeldahla [32]. Vysledny obsah

travitelnych bilkovin ziskame ode¢tenim zjisténé hodnoty od celkového obsahu bilkovin [35].

1.6.2 Stanoveni trypsinem

Metoda je velice podobna té predchozi. LiSi se pouze v daném prostiedi, ve kterém se
hydrolyza provede. Zde se jedna o alkalické prostiedi, které zajisti ptidavek toluenu, dale se
prida tepla voda a trypsin. Roztok se nechd naslednych 48 hodin v termostatu a dal$im
krokem je filtrace. V nerozpustné smé&si se stanovi obsah dusiku podle Kjeldahla a vysledek

obsahu travitelnych bilkovin vypocitame stejné jako u stanoveni s pepsinem [32].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Stanoveni hrubych bilkovin ve vzorku

Stanoveni celkovych (hrubych) bilkovin bylo provedeno metodou podle Kjeldahla podle

postupti z predmétu Laboratof analyzy potravin [38].

2.1.1 Pristroje a zarizeni
- Mineralizator (systém Turbotherm TT440, Gerhardt)
- Analytické vahy (Vyrobce KERN)
- Titracni banky (250 ml)
- Odmérna banka (100 ml)
- Pipeta (10 ml)
- Kadinky (50, 100 ml)
- Odmérny valec (50 ml)
- Byreta (25 ml)
- Destila¢ni aparatura s destila¢ni baitkou (250 ml)

- Varné kaminky

2.1.2 Chemikalie a standardy
- Hydroxid sodny (NaOH), 0,1 M a 30%
- Kyselina sirova (H2SOs4), 0,05 M a konc. H2SO4
- Indikator Tashiro a Fenolftalein

- Selenovy katalyzator

- Kiyselina stavelova, pevna (COOH), - 2H>0

2.1.3 Vzorky

Stanoveni hrubych a travitelnych bilkovin bylo provedeno ve vzorcich syrovatkovych

a kaseinovych proteinovych prascich. Vzorky proteini byly objednany na www.fitness007.cz.
V Tabulce 4 jsou uvedeny druhy proteini a jejich vyrobce. Slozeni vzorkli proteini viz

Ptiloha A.
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Tabulka 4 - Pouzité vzorky a jejich vyrobei

Cislo vzorku Nazev produktu Druh proteinového prasku Vyrobce
1 CFMBi\{\IC')AI\'NU ; 1ol Syrovatkovy koncentrat PROM-IN
2 CFl\F/,II g'\l'//gcll_: ITOION Syrovatkovy koncentrat PROM-IN
3 Be WHEXF\% EISI%LS SIS Syrovatkovy izolat BioTechUSA
4 ISO\\;\'ZLEIISAI\ERO Syrovatkovy izolat BioTechUSA
5 PUCRHEOI\C/I::)CE AI\_'II'_I'EA\ R Micelarni kasein PROM-IN
6 PUR\E AMNIICI:_IIE_IALAR Micelarni kasein PROM-IN

2.1.4 Pracovni postup

Na analytickych vahach byl navazen 1 g vzorku (s pfesnosti na 4 desetinnd mista)
a kvantitativné vpraven do mineralizaéni zkumavky. Byly pfidany 3 g selenového
katalyzatoru, 25 ml koncentrované kyseliny sirové a varné kaminky. Stojan s mineraliza¢nimi
zkumavkami byl vlozen do topného hnizda mineralizatoru Turbotherm a ptiklopen
nerezovym boxem s odsdvacim zatizenim, které bylo napojeno na vodni vyvévu. Na pfistroji
byl nastaven teplotni program (80% vykon, ¢as 100 min.). Reak¢éni smés se vafila az do
vyjasnéni a odbarveni (slabé nazelenalé zbarveni v piitomnosti Cu?* soli). Po skon&eni
mineralizace byl vytdhnut cely blok z topného hnizda, zavéSen na stfed konzole a blok se
zkumavkami se nechal zchladnout. Po vychladnuti byl obsah zkumavek pfeveden do 100 ml
odmérnych banék. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byly odmérné baiikky doplnény

destilovanou vodou po rysku a promichany.

Dal8im krokem byla pfiprava aparatury pro oddestilovani amoniaku. Do destila¢ni bariky bylo
odpipetovano 10 ml roztoku vzorku a po zacatku destilace bylo piipousténo 20-25 ml 30 %
NaOH. Destilace probihala do ptedlohy s 10 ml 0,04958 M H>SOs spolu s pfiméfenym
mnozstvim destilované vody a s indikatorem Tashiro (narGzovéla barva). Destila¢ni banka
byla zahiivdna a amoniak se uvolnil cca do 10 minut. Po skonceni destilace byl konec
aparatury oplachnut destilovanou vodou. Ptebytek H2SO4 byl titrovan odmérnym roztokem

0,10223 M NaOH do zeleného zbarveni. Pro kazdy vzorek bylo stanoveni provedeno dvakrat.
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2.1.5 Standardizace roztoku
Standardizace 0,1 M NaOH

Standardizace byla provedena na zadkladni latku kyselinu stavelovou a jako indikator byl

pouzit fenolftalein. Reakce probiha podle rovnice (7):
(COOH), + 2NaOH - (COONa), + 2H,0 )

S presnosti na 4 desetinna mista bylo navazeno vypocitané mnozstvi kyseliny Stavelové (dle
rovnice (8)), navazka byla vpravena do titra¢ni banky a ziedéna piiméfenym mnozstvim
destilované vody. Dale byl pfidan indikator fenolftalein a roztok byl titrovan odmérnym

roztokem 0,1 M NaOH do prvniho stalého rizového zbarveni.
Vypocet navazky (COOH): - 2H20:

1 1
m = E ' M(COOH)Z'ZHZO *CNaOH * VNaOH = E ' 126,066 ' 0,1 ' 0,01 = 0, 063 g (8)

Vypocet presné koncentrace:

Piesné koncentrace byly vypocteny podle rovnice (9) z hodnot uvedenych v Tabulce 5, v niz

jsou uvedeny i vysledné koncentrace.

Tabulka 5 - Navazka kyseliny $tavelové, objem a koncentrace NaOH

Hmotnost (COOH); - 2H.0 [g] Objem NaOH [ml] Koncentrace NaOH [mol/l]
my 0,0630 V1 9,8 C1 0,1020
m; 0,0633 Vs 9,8 C2 0,1025

Ukazkovy vypocet koncentrace:

¢ = 2 = 29939 _ _ (1020 molll 9)

L™ M(coomy,2m,0Vs | 126,066:0,0098

Pramérna koncentrace:

c1tc2

c=-——=20,1023 mol/l (10)
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Standardizace 0,05 M H2504

Do titra¢ni banky bylo odpipetovano 10 ml 0,05 M roztoku H2SOs. Kyselina byla nafedéna
pfiméfenym mnozstvim destilované vody a byl pfidan indikéator Tashiro. Roztok byl titrovan

odmérnym roztokem 0,1023 M NaOH z fialového do zeleného zbarveni.
Vypocet presné koncentrace:
Vypocet byl proveden podle rovnice (11) S vyuzitim objemu z Tabulky 6.

Tabulka 6 - Objemy NaOH na standardizaci H,SO4

Objem NaOH [ml]

Vi 9,7

V2 9,7

Ukéazkovy vypocet koncentrace:

L(eV)Na 1.0,1023-9,7
¢, = ¢, = 2 Vmaon _ 3¢ ) — 0,0496 mol/1 (11)

VH,504 10

2.2 Stanoveni travitelnych bilkovin ve vzorku

Travitelné bilkoviny byly stanoveny ve dvou vybranych proteinovych prascich (CFM
EVOLUTION BANANA, CFM EVOLUTION PISTACHIO), ve kterych byly zaroven
stanoveny i hrubé bilkoviny. Postup pro stanoveni travitelnych bilkovin byl pouzit

z Laboratorni ptirucky analyzy potravin [32].

2.2.1 Pristroje a zarizeni
- Vodni lazet Memmert
- Lahev (2x 1000 ml, 2x 500 ml)
- Pipeta (5 ml)
- Filtracni papir
- Biichnerova nélevka

- SuSarna

2.2.2 Chemikalie

- Pepsin (Sigma Aldrich)
- Kyselina chlorovodikova (HCI), 25%
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2.2.3 Pracovni postup

Na analytickych vahach byl navdzen 1 g vzorku (s pfesnosti na 4 desetinnd mista)
a kvantitativné vpraven do uzaviratelné laboratorni lahve o objemu 1 I. Do laboratorni lahve
bylo nasledn¢ piidano 0,5 g pepsinu, 240 ml destilované vody a 5 ml 25% kyseliny
chlorovodikové. Lahve byly vlozeny do vodni lazn¢ (38 °C), kde byly za stalého michani
ponechdny 24 h. Po uplynuti této doby bylo pfidano do kazdé lahve 5 ml 25% kyseliny
chlorovodikové. Obsah byl znovu ponechén ve vodni lazni dalSich 20 hodin. Po 20 hodinach
byl roztok zfiltrovan na Biichnerové nalevce a nékolikrat byl promyt horkou vodou. Filtr
S nerozpustnym zbytkem byl vlozen na 10 minut do susarny pii 105 °C. Filtr byl vlozen do
Kjeldahlovy banky a byl proveden stejny postup jako v kapitole 2.1.4. Pro kazdy vzorek bylo

stanoveni provedeno dvakrat.
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3 Vysledky a diskuze

Cilem experimentalni prace bylo stanoveni obsahu hrubych a travitelnych bilkovin ve
vzorcich proteinovych prascich a porovnani mezi sebou a s deklarovanou hodnotou uvedenou
vyrobcem na obale. Pro stanoveni hrubych i travitelnych bilkovin byla zvolena metoda podle
Kjeldahla. V této kapitole jsou uvedeny vysledky méfeni formou tabulek. Mé&feni bylo
provedeno u 6 vzorku proteinového prasku uvedenych v kapitole 2.1.3 a kazdy vzorek byl

stanoven dvakrat.

3.1 Stanoveni hrubych bilkovin

V experimentalni ¢asti byla vyzkousena i metoda pro stanoveni Cistych bilkovin, pticemz byl
vysledek v porovnani s hrubymi bilkovinami srovnatelny. Bylo tedy zvoleno pouze stanoveni
hrubych bilkovin. Obsah hrubych bilkovin byl stanoven metodou podle Kjeldahla. Principem
je prevedeni bilkovinového dusiku na siran amonny tzv. mineralizaci vzorku
s koncentrovanou kyselinou sirovou. Dal$im krokem je uvolnéni amoniaku za pomoci
hydroxidu sodného do piedlohy s pfesné danym mnozstvim standardizované kyseliny sirové a
indikatorem Tashiro. Ptebytek kyseliny sirové byl titrovan standardizovanych hydroxidem

sodnym do zeleného zbarveni. Podrobny postup je uveden v kapitole 2.1.4.

Obecny vypocet obsahu celkovych bilkovin v % podle rovnice (12), kde F; je ziedovaci
faktor a Fem [38] je piepocitavaci faktor (byl pouzit pfepocitavaci faktor pro mléko 6,38):
_ MN2'[(C'V)H2504_%(C'V)NaOH]'FZ'Fem

x = -100 (12)

myz

Ukéazkovy vypocet pro vzorek 1:

28-[(0,0496-0,01)—%-(0,1023-0,002)]-ﬂ-6,38

x = 107,100 = 69,63% (13)

1,01
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Tabulka 7 - Obsah celkovych bilkovin

Vfg:ij'zg) Nsapc‘)’lt_f‘zm) Obsah celkovych bilkovin (%)
Vzorek m; m; V1 V, 1. méfeni | 2. méFeni Prumér Obal
1 | 1,0100 | 1,0105 | 2 15 69,63 74,12 71,88 76,3
21,0077 1,009 17 | 1,9 72,51 70,61 71,56 753
3 | 1,0094 | 1,0016 | 1 1,2 78,73 77,52 78,13 84,0
4 10056 1,000 12 | 14 77,21 75,14 76,18 84,0
5 | 1,0077 | 1,0010 | 2 2,1 69,80 69,35 69,58 75,4
6 | 1,0026 1,0068 18 | 16 71,97 73,49 72,73 79,0

Z Tabulky 7 wvyplyva, Ze je obsah celkovych bilkovin pfi stanoveni v porovnani
s deklarovanymi hodnotami na obale u vSech vzorkl nizsi. Nejvétsi rozdil mezi vyslednym
obsahem pfi stanoveni a na obale je u vzorku 4 (ISO WHEY ZERO VANILLA). Naopak
nejvice se shoduje stanoveni s hodnotou na obalu u vzorku 2 (CFM EVOLUTION
PISTACHIO). Nejvice bilkovin obsahuji vzorky ¢islo 3 a 4 (78,13 a 76,18 %), které fadime
mezi tzv. syrovatkové izolaty. Oproti syrovatkovym izolatim maji syrovatkové koncentraty
(vzorky 1 a 2) a kaseinové proteiny (vzorky 5 a 6) v priméru 0 cca 5-7 % méné bilkovin.

Dle mého nazoru jsou v§echny tyto druhy proteinti vybornym zdrojem bilkovin ve strave.

3.2 Stanoveni travitelnych bilkovin

Podstatou stanoveni travitelnych bilkovin ve vzorku bylo vystaveni vzorku plsobeni enzymu
v kyselému prostiedi, v tomto pfipadé pepsinu, ktery se vyskytuje v zaludku ¢lovéka dokaze
Stépit bilkoviny. Roztok spolu s enzymem, kyselinou chlorovodikovou a vodou byl ponechan
ve vodni lazni (38 °C) po dobu 44 hodin, coz simuluje traveni v organismu. Po uplynuti této
doby byly roztoky zfiltrovany, vysuSeny a V nerozpusténém zbytku byl stanoven obsah
bilkovin metodou podle Kjeldahla. Cely postup je uveden v kapitole 2.2.3, ktery byl pievzat
z laboratorni ptirucky [32].

Pti titraci prebytku kyseliny sirové odmémym roztokem hydroxidu sodného byl u vSech
meéteni objem 10 £ 0,2 ml, coZ znamend, Ze ve vzorcich nebyl pfitomen zadny dusik. Je tedy
velice pravdépodobné, Ze veskeré bilkoviny obsazené ve vzorku byly béhem 44 hodin pomoci
pepsinu a kyseliny chlorovodikové dokonale strdveny. Domnivam se, ze bilkoviny piesly na

39



rozpustné aminokyseliny, ¢emuz pomohly i enzymy obsazeny ve vzorku (laktdza, bromelain
a papain viz Pfiloha A). Tato teorie je potvrzena v ¢lanku, kde je popsana studie, v niz byl
podroben hovézi sérovy albumin (jedna =z bilkovin syrovatky) hydrolyzou pepsinem
1 trypsinem. Zavérem studie potvrzuje, ze hydrolyza pomoci pepsinu a trypsinu vede
k nejucinngjsi celkové hydrolyze. V ¢lanku jsou zminény vlivy, které traveni bilkovin
zpomaluji, mezi néz patii napt. dalsi potraviny ¢i vék. AvSak u stanoveni vzorkli zadny
z vlivii enzymatickou hydrolyzu nenaruSoval, i z tohoto divodu probéhlo traveni vzorku
velmi rychle [39]. Zavérem v experimentalni ¢asti lze fict, ze syrovatkovy koncentrat lze

povazovat za velmi kvalitni zdroj aminokyselin, pfi¢emz nezatézuje traveni.

40



4 Zavér

Bakalatska prace se v prvni Casti zabyva definici bilkovin, blize specifikuje bilkoviny mléka
a mlécnych vyrobki. Dalsi ¢ast se zamétuje na charakterizaci bilkovin jako dopliki stravy.
V posledni ¢asti bakalaiské prace bylo cilem stanovit jak celkové, tak travitelné bilkoviny
v syrovatkovych a kaseinovych proteinech jako dopliicich stravy. V diskusi byly porovnany

namétfené hodnoty s deklarovanymi hodnotami na obale.

V experimentalni ¢asti byla vyzkousena i metoda pro stanoveni Cistych bilkovin, pficemz byl
vysledek v porovnani s hrubymi bilkovinami srovnatelny. Bylo tedy zvoleno pouze stanoveni
hrubych bilkovin. Ke stanoveni hrubych bilkovin byla pouzita metoda podle Kjeldahla,
pfi¢emz u vSech druhti proteini byly naméfeny nizsi hodnoty, nez uvadi vyrobce na obalu
vyrobku. Pfi porovnani syrovatkovych koncentratii, izolatl a kaseinovych proteind, bylo
zjisténo, Ze nejvyssi obsah bilkovin maji syrovatkové izolaty. Primérny obsah bilkovin byl

0 5-7 % vyssi.

Travitelné bilkoviny byly stanoveny metodou, kterd spocivala v simulaci prostfedi pii traveni
v organismu. Vzorek byl po 44 hodinich plné strdven a rozStépen na rozpustné
aminokyseliny. Zavérem lze konstatovat, ze komerc¢né¢ dostupné syrovatkové koncentraty,
které¢ byly pro stanoveni travitelnych bilkovin pouzity, jsou velmi kvalitnim zdrojem

aminokyselin a nezatézuji trdveni organismu.

Syrovatkové a kaseinové proteiny bych doporucdila jak sportovelim, tak i tém, ktefi maji
problém se splnénim optimalniho denniho piijmu bilkovin. Cena téchto proteinti zalezi na
vyrobci, obsahu bilkovin i ptichuti, av§ak v pruiméru vychazi na cca 500 ké/kg. Dnes existuje

spousty druhti pfichuti, ze kterych si urcité kazdy vybere.
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6 Prilohy

Ptiloha A — Slozeni pouzitych vzorkl v experimentalni casti
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Ptiloha A — SloZeni pouzitych vzorkl v experimentalni ¢asti

Vzorek 1 - CFM EVOLUTION BANANA

Slozeni: Syrovatkovy proteinovy koncentrat zpracovany metodou CFM (syrovatkovy
proteinovy koncentrat — mléko), Glutamin, L-leucin, L-isoleucin, L-valin, protispékava latka:
oxid kfemicity, nahradni sladidla: sukralosa a neohespedinin E959, travici enzymy: laktaza,

bromelain, papain, aroma, barvivo: extrakt carthamus.

Vzorek 2 - CFM EVOLUTION PISTACHIO

Slozeni: Syrovatkovy proteinovy koncentrdt zpracovany metodou CFM (syrovatkovy
proteinovy koncentrat — mléko), Glutamin, L-leucin, L-isoleucin, L-valin, protispékava latka:
oxid kfemicity, nahradni sladidla: sukralosa a neohespedinin E959, travici enzymy: laktaza,

bromelain, papain, aroma, barvivo: koncentrat svétlice barvirské a motskych fas.
Vzorek 3 - ISO WHEY ZERO SALTED CARAMEL

Slozeni: Syrovatkovy proteinovy izolat (88 %) (Syrovatkovy proteinovy izolat, emulgator
(sojovy lecitin)), krémujici latky (¢asteCné ztuzeny kokosovy tuk, susené odstfedéné mléko,
emulgatory (E471, E472a), glukézovy sirup, sachar6za, mléénd bilkovina, stabilizator
(fosfore¢nany draselné), protispékavé latky (fosforeGnany vapenaté)), L-glutamin 3,1 %,
aromata, potravinarska stl, emulgator (sojovy lecitin), zahustovadla (karagenan, xanthanova
guma), barvivo (amoniakovy karamel), protispékava latka (oxid kfemiéity), L-leucin 0,2 %,

sladidlo (sukraloza), L-isoleucin 0,1 %, L-valin 0,1 %.
Vzorek 4 - 1ISO WHEY ZERO VANILLA

Slozeni: Syrovatkovy proteinovy izolat (88 %) (syrovatkovy proteinovy izolat (mléko),
emulgator (so6jovy lecitin)), krémujici smés (Castecné ztuzeny kokosovy tuk, suSené
odstfedéné mléko, emulgatory (E471, E472a), glukdzovy sirup, sachar6za, mlé¢na bilkovina,
stabilizatory (fosfore¢nany draselné), protispékavé latky (fosfore¢nany vapenaté)), L-glutamin
2,5 %, aromata, emulgator (lecitiny (s6ja), zahuStovadlo (karagenan, xanthanovd guma),
potravinaiska stil, protispékava latka (oxid kiemicity)), L-leucin (0,2 %), sladidlo (sukral6za),

L-isoleucin (0,1 %), L-valin (0,1 %), barvivo (tartrazin).

46



Vzorek 5 - PURE MICELLAR CHOCOLATE

Slozeni: Micelarni kasein (z mléka), L-Glutamin, sladidla: sukralosa a neohesperidin E959,

odtu¢nény kakaovy prasek (sojovy lecitin), aroma cokoladové.
Vzorek 6 - PURE MICELLAR VANILLA

Slozeni: Micelarni kasein (z mléka), L-Glutamin, sladidla: sukralosa a neohesperidin E959,

aroma vanilkové, extrakt carthamus.
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