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ABSTRAKT

V teoretickécasti je rozebran vyznam bilkovin pro lidsky orgamiss z hlediska vyZivy.
Dale je uveden fehled metod pouzivanych pro stanoveni bilkovitetRt zpisobu

mineralizace, ktera je pevnou sdésti vlastni analyzy.

V experimentéalnicasti bylo provedeno stanoveni celkového dusiku lrarnych vzork
klasickou metodou podle Kjeldahla upravenou dle kMdira a rychlou
spektrofotometrickou metodou firmy HACH. Ziskanéskegky byly porovnany pomoci
statistické metody. U obou metod byla ré&rposouzengasova a ekonomicka n&rmst

analyzy.

KlicovA slova: Aminokyselina, bilkoviny, mineralizaceKjeldahlova metoda,

spektrofotometricka metoda, Nessler@undlo

ABSTRACT

There is an importance of proteins for human oganin a view of sustenance in the first
part of this work. Further there is the list of themethods used for determination of

proteins, involving the mineralization, which igtmain part of the analyses itself.

In the practical part there was classic Kjeldamesthod (improved by Winkler) and
spectrofotometry ( by HACH company) used for detaation of total nitrogen from the
chosen samples. Further result were compared Uistst@l method. The time and

economical consumption was also reviewed for bbthe@methods of analyses.

Keywords: Aminoacid, proteins, mineralization, Kjehles method, spectrofotometry

method, Nessler reagent,
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UvoD

Bilkoviny pati vedle sacharid a lipidi mezi ti zékladni sloZky potravy, z nichz lidsky
organismus ziskava gebné latky a energii pro dusevni i fyzick®nnost, pro zajigni
vSech dju, které v organismu probihaji. Vyznam profeije nezastupitelny, nebo
poskytuji zakladni material praist a vyvoj Zzivé hmoty, pro zachovani a stalou olbnov
veSkerych dlesnych struktur; zZtastuji se tvorby hormol enzynti, barviv (zejména
krevniho barviva-hemoglobinu) a maji podil na tworddozek travicich fv; zvysuji
latkovou vynénu organismu tim, Ze velkotast své energetické hodnoty debuji na
svou vlastni peménu (tzv. specificko-dynamicky ¢inek); pomahaji udrzovat staly
osmoticky tlak ve vnihim prostedi a tim i rovhovahu vody v organismu; magmavni
(transportni) funkci $ prenosu ®kterych latek (nap tukd); jsou zdrojem
imunobiologickych latek, které chrani organismuedoinfekcemi a v neposlediad

pomahaji udrzovat spravnou chemickou reakci vewimt prostedi [1].

Zdroje bilkovin hodnotime fpdevSim podle toho, zda obsahuji vSechny esencialni
aminokyseliny. Tyto bilkoviny nazyvame plnohodnatnya jejich vyskyt je negastji

v potravinach ZivéisSného fivodu a to zejména v mase, vejcich, mléce ac¢myigh
vyrobcich. Z rostlinnych zdrdjjsou nejbohatSi na proteiny l&siny, které obsahuji az
jednu ¢tvrtinu bilkovin. Jejich slozeni je cenné i kdyzZms, neba@ ve skladk nejsou

zastoupeny vSechny esencialni aminokyseliny neglgyta lidsky organismus.

Vzhledem k z&sadnimu vyznamu profeirnve vyziw ¢lovéka ustanovilo Ministerstvo
zdravotnictvi vyhlaskuc¢. 450/2004 Sb., o ozdaevani vyzivové hodnoty potravin,
kdy jednim z addj na etiket potravindskych vyrobk je Gdaj o obsahu bilkovin
a to pokud na jejich obalu je uvedeno vyzZivové déwiz dale v fipadech stanovenych
vyhlaSkou, pop stanovenych rozhodnutim Ministerstva zdravothictvydaném
podle 811 odst.4 tohoto zakona [2]. Bilkovinou néfitkovinami v potravig se podle
uvedené vyhlasky rozumi celkovy obsah dusiku stampvmetodou podle Kjeldahla
vynasobeny fepcaitacim faktorem 6,25 [3]. Tato klasickd metoda (estdt€n¢ presna
pro stanoveni hrubé bilkoviny, avsak jeji nevyhopouelkacasova narénost. Pro rychlou
orientaci se vyuziva daleko rychlejsi, ale téhesrgjSi spektrofotometricka Nesslerova

metoda.
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V experimentéalniéasti bylo cilem ovfit metodiku stanoveni celkového obsahu dusiku u
vybranych skupin potravin spektofotometrickou metodfirmy HACH a vysledky
porovnat s hodnotami ziskanymi klasickou metodou dipo Kjeldahla

s Upravou dle Winklera.
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1 BILKOVINY

Bilkoviny (proteiny) se spolu s nukleovymi kyselmia polysacharidy a lipidyradi

mezi tzv. biopolymery, které vznikly procesem postyntézy aminokyselin. Obsahuji
v molekule Bzn¢ vice nez 100 aminokyselin vzajegnwazanych peptidovou vazbou
- CO-NH- do nezozitvenych (linearnichjetzcia. Jejich relativni molekulova hmotnost

se pohybuje v rozmezich asi od 10 000 do miliDa.

Krom¢ peptidovych vazeb se na vyteai struktury proteiln podileji jest jiné vazby,
zejména disulfidové ( - S - S - ), esterové a anigdfvazby umoiujici spojeni serinu,

threoninu, argininu nebo lysinu préstnictvim kyseliny fosforaeé) [4].

Podle velikosti molekuly rozliSujeme #&wakladni skupiny proteina to peptidy, které
obsahuji poet vazanych aminokyselin menSi nez 100, resp. m&hsi relativni
molekulovou hmotnost nez 10000 a bilkoviny neboglioteiny, které obsahuji
vice nez 100 vazanych aminokyselin. Podl€tpovazanych aminokyselin se peptidy
dale cleni na dipeptidy, tripeptidy, tetrapeptidy atd. pBdy obsahujici vazané
aminokyseliny do celkového pm deset nazyvame oligopeptidy. Peptidy majici
vice nez 10 aminokyselin ozhgeme souhrr# jako polypeptidy. Hranice mezi
polypeptidy a bilkovinami (tedyip poctu asi 100 vazanych aminokyselin) neni ovSem
ostra a je viceménlibovolna. Rozdily mezi peptidy a bilkovinami sbjevuji postups

s nafistajici molekulovou hmotnosti [4].

1.1 Aminokyseliny

Kazda bilkovina se sklada z jednoduchych molelkarhinokyselin. Obrénou typu, peadi
a patu jednotlivych aminokyselin ¥etzci vznika bilkovina o jiném tvaru, hmotnosti
i funkci. Prestoze je aminokyselin pouzivanych k tworiasSich bilkovin pouze 22, vznika
jejich  kombinaci nespet komplikovanych molekul s nejrozmafjimi mozZnostmi

uplatreni [6].

Prirozené aminokyseliny vazané v proteinech maji avon (rekdy iminovou) skupinu
vazanou na uhliku bezprostire sousedicim s karboxylem. Maji tedy (s vyjimkoucgiy)
jeden asymetricky uhlikovy atom v molekule, takze mohou vyskytovat ve dvou

prostorovych  modifikacich. Aminokyseliny vazané reteinech maji ves#s
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L-konfiguraci, i kdyz se viirodk nckteré D-aminokyseliny také ojedile vyskytuji, a to
bud’ volné, nebo vazané v peptidech.

V piiroc jiz bylo dokazano kolem 20Giznych aminokyselin, ale jenckteré z nich jsou
rozSkeny. Aminokyseliny vyskytujici se ¢bn¢ v proteinech potravin se¢ld podle

charakteruetizce na tyto skupiny:

1. neutralni alifatické aminokyseliny

glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin

2.  alifatické hydroxykyseliny

serin, threonin

3. sirné aminokyseliny

cystein, cystin, methionin

4. iminoveé kyseliny

prolin, 4-hydroxyprolin, 3-hydroxyprolin

5. kyselé aminokyseliny

asparagova kyselina, glutamova kyselina a jejichiamidy asparagin a glutamin

6. bazické aminokyseliny

lysin, arginin, histidin

7. aromatické aminokyseliny

fenylalanin, tyrosin, tryptofan

Z 23 aminokyselin &n¢ pritomnych v bilkovindch dovedou vysSi Zéichové acloveék
syntetizovat v dostateém mnozstvi ve svém organismu pouze 15, zbyvajicsi byt
dodavany v dostateém mnozstvi v potrédv K témto nezbytnym aminokyselindm,
tzv. esencialnim, p#t lysin, leucin, isoleucin, fenylalanin, methionivalin a tryptofan.

Arginin a histidin jsou esencialnimi aminokyselingro rostouci organismus [7].

Nekteré aminokyseliny mohou byt prolovéka vzack nebezpéné. NejznargSim
piikladem je tzv. fenylketonurie. Je to vrozena nemuc které dochazi k hromadi
aminokyseliny fenylalaninu. Jeho zvySena hladiri@enu takto nemocnych vaZposkodit
centralni nervovy systém - mozek. OhroZen je zegrgad matky postizené touto nemaoci.

Sledovani a zachyt této nemoci v populaciipasowasné dob k rutinni lékaskeé praxi.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 12

Neni tedy teba obavat se jejihaghlédnuti nebo zanedbani.cbé spdiva ve specialni

diett omezen&asto jen na obdobthotenstvi a kojeni [6].

1.2 Vyskyt a sloZeni proteimi v potravinach

Rizné druhy potravin se navzajem &ma liSi obsahem protei sloZenim jejich
aminokyselin a biologickou hodnotou. Obsah bilkovee pohybuje prakticky
v mezich 0 - 100% v su&in Bohatym zdrojem proteinsou hlave potraviny Ziv@iSného
puvodu ( nap. maso, syry, vejce ), z rostlinnych produkvlase lustniny (hrach, fazole,
¢ocka) a olejniny (araSidy, makfechy). Stedni obsah maji obiloviny a vyrobky z nich.
Velmi nizky je obsah proteinv ovoci, zelenig a bramborach, i kdyZz jde o proteiny

hodnotné. Bilkoviny neobsahuiji rostlinné oleje,taeukr [4].

Potravindské suroviny a vyrobky se mohou velice liSit taked&enim gitomnych proteid.
Obvykle ovSem neni zastoupen pouze jeden typ migtale snés komponentasto velmi

odliSného slozeni [7].

1.2.1 Bilkoviny masa

SloZzeni masa kolisa v zavislosti na druhuetei, plemenu, pohlavigku, zpisobu vyzivy
a lisi se i jednotlivé svaly u téhoz jedince. Stau& a sloZeni svaloviny (svalové tkin
zavisi dale na Zysobu zpracovani masa, které oiwlije chemické, organoleptické a

technologické vlastnosti masa [5].

Svalové proteiny v typické svalové tkani saveori okolo 20% hmotnosti sval Hlavni

podil predstavuji proteiny svalovych vildken, tzv. myofiériti proteiny (aktin, myosin),
mensSi podil pedstavuji rozpustné proteiny sarkoplasmy zvanéogéakmatické proteiny
(myogen, myoglobin) a nerozpustné strukturni prytgiojivové tkag tzv. stromatické

bilkoviny (kolageny, elastiny, keratiny) [4].

Témei vSechny pojivové tkanobsahuji kolageny. Kolagenni vlakna jsouitra vidkny
tropokolagenu (asi 30 kDa), ktera jsou pdech stéena do Sroubovic
(prevazre a-helixu). U savé se rozezniva 10aznych variant, sloZzenych z mnoha

odliSnych polypeptidovycketzch [8] .

Z hlediska pitmérného obsahu bilkovin se liSi i jednotlivésti €l velkych jat&nich zvfat

coz dokumentuje tab. 1. Krev je tema asi ze 40% krevnimi elementy jako jsou
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erythrocyty ¢ervené krvinky) obsahujici krevni barvivo hemogigbthrombocyty a
leukocyty (bilé krvinky). Zbyvajici zhruba 60% #glazma, ktera méa asi 10% susiny

tvorenou albuminy, globuliny a fibrinogenem.

Tab. 1. Plimérné hodnoty obsahu bilkovin dle druhu masa [g/109[]

Obsah Obsah
Druh masa bilkovin Druh masa bilkovin
[9/100¢] [9/100¢]
Howvezi maso Vepové maso
vysekové pedni 17,9 vysekové 12,6
vysekoveé zadni 21,2 libové 16,4
libové 15,9 gtedre tucné 12,9
stredre tucné 13,4 tané 10,7
tucné 14,3 plec 14,7
ros€na vysoka 15,7 bok 11,8
roS€na nizka 17,9 krkovice 13,1
svickova 20,2 slanina 3,4
bok 17,5 jazyk 15,4
plec 16,8 jatra 20,0
jazyk 15,2 plice 15,4
jatra 18,5 srdce 15,6
srdce 15,6 slezina 17,6
mozeek 10,3 mozéek 10,0

V tab. 2. jsou uvedeny rozmezi mezi nejniz§imi gy$Simi hodnotami proteinového

zastoupeni u vybranych drumasa a masnych vyroik
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Tab. 2. Obsah proteinv masnych produktech [7]

_ Obsah proteini v materialu
Skuplr-la Druh potraviny (%)
potravin
nejnizsi nejvyssi|  pmerny
Maso, masne Maso ho¥zi 13,1 25,2 20,8
vyrobky Maso vepové 9,1 20,2 15,5
Maso teleci 18,3 27,0 21,8
Vnitfnosti 10,4 22,0 17,2
Klobasy, parky, jaternice 11,3 16,5 13,0
Salamy 12,8 28,0 15,5
Driibez Drabez ( vodni, hrabava ) 12,8 23,7 21,1
Ryby Ryby 16,0 24,1 18,7
Zverina Zvetina 20,8 24,3 22,8

Krev hospod#skych zvfat je surovinou pro potraviigky pimysl. Mizeme zde zminit
nagiklad vyrobu jelit, suSena krevni plasma sé&zen pouzit k nahradvajecneho bilku
v pekdaském pémyslu nebo protein fibrin jako surovina pro vyrolpolévkovych

kotenicich pipravki.

V nize uvedené tab.3. je znazémrobsah proteiinv krvi nékterych hospodékych zvfat.

Tab. 3. Obsah bilkovin v krvi hospagéych zvfat [9]

Krev howzi | vepova | teleci husi kachni| slepi

Obsah bilkovin [g/100g]| 18,0 19,7 16,6 17,8 17,9 16,6
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1.2.2 Mléko a mlé¢né vyrobky

Bilkoviny tvori velmi vyznamnou saiast suSiny mléka. Podle chemickych a fyzikalnich
vlastnosti bilkoviny mlékadime na kasein (Iépe kaseiny, protoZe i vlastnekamléka
ma rekolik modifikaci), albuminy a globuliny. VSechnyttybilkoviny jsou v mléce jen#n

rozptylené, tvéi pravy koloidni roztok.

Obsah bilkovin v mléce kolisa v menSim rétzpnez obsah tuku. e se pohybovat
v rozmezi 2,8 - 3,5%,&8Sinou vSak kolisa od 3,1 do 3,4%. Zavisi zejméaglemenu
dojnic a jejim zdravotnim stavu. V ndlych vyrobcich neni obsah bilkovin
standardizovan.

U tekutych a kysanych midych vyrobki je dan obsahem bilkovin v pouZzitém syrovém
mléce, u ostatnich vyrolilje obsah bilkovin zavisly na obsahu susSiny, kdeaghovavan

relativre stabilni pondr bilkovin podle pouzité technologie.

U kravskeho mléka je nejtsi podil bilkovin tvéen kaseinem. Kaseinigrstavuje
80 - 90% bilkovin mléka. Je charakterizovan tim, jgeho mozno z mléka vysrazet
zvySenim kyselostiipnizkych teplotach, nebo za pouzitiisfjovych enzyni, kdy ostatni
bilkoviny mléka se timto Zsobem vysrdZet nedaji. Kasein ivozaklad syt
a tvarohi [10].

Kaseiny se v mléce nenachazeji ve fdrmonomei, ale jsou agregovany do micel a
kaseinovych komplax Polarni¢asti molekul kasein tzn. fosfoserinové zbytky molekul
askaseiri a p-kaseiri a threoninovy zbytek svazanymi oligosacharidy olekule
k-kaseiri, integruji s vapenatymi ionty a vodou. Micela lsi@ho mléka obsahuje asi
20 000 molekul kaseinz toho kaseiny tvd asi 93%, vapenaté ionty asi 3%, anorganicky
(volny) fosfat taktéz asi 3%, 2% fosfatu je vazdako fosfoserin, 0,4% citratu a do 0,5%

je sodnych, draselnych ailednatych iond [11].

Ostatni bilkoviny mlék&asto souborhoznaujeme jako syrovatkové bilkoviny. Jedna se o
albuminy a globuliny. Globuliny maji oproti albuniim mensi molekulu, mohou tedy
snadgji prochazet iznymi membranovymi systémy bez nutnostqchoziho rozlozeni,
velmi c¢asto maji charakter protilatek a frosowast imunitnich systéin [10].

Z Tab. 4 je rejmé, Ze nej§tSi zastoupeni z protégimmléka maos-kasein a dal@-kasein.

Ze syrovéatkovych bilkovin se nejvice vyskyt@jdaktoglobulin.
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Samotné mléko je vyraznchudsSi na bilkoviny nez migé vyrobky. To je hlavh dano
vysokym podilem vody v mléce. Vysoky obsah bilkovisyrech je také Zisoben zakladni
surovinou na vyrobu syru - vysrazenym kaseinem. Sgr vyrabi odpovidajicim
odvodrénim srazeniny mléka, smetany, otliéného mlékagast&né odtunéného mléka,
nebo smisi rekterych, gipadré vSech &chto surovin. Z nuttiniho hlediska jsou syry
plnohodnotnymi vyrobky obsahujici vSechny esenci@minokyseliny. Zdrojem vyuzitelné

energie jsou bilkoviny a tuk [12].

Tab. 4. Proteiny mléka [11]

Proteiny Zastoupeni [%]

Kaseiny(celkem 80%)

as-kasein 42
B-kasein 25
y-kasein 4
k-kasein 9

Syrovatkoveé proteinycelkem 20%)

a-laktalbumin 4
sérovy albumin 1
B-laktoglobulin 9
imunoglobuliny 2
peptony apod. 4

Syritelnost mléka je schopnost srazet se sédigyn a tvdit syfeninu pozadovanych
vlastnosti. Skitelnost mléka zavisi na jeho neporuseném slozBilezity je obsah
kaseinovych bilkovin, mineralnich latek a jejichvmovaha s bilkovinami a také forma,

ve které se nachazeji (rozpustnd, ionizovana, @oipa dale pH mléka [12].
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Vtab. 5 jsou pro porovnani uvedeny jednotlivé dné& potraviny a zastoupeni jejich

proteini.

Tab. 5. Obsah proteinv ml&nych produktech [7]

_ Obsah proteini v materialu
s:::::: Druh potraviny [ %]
nejnizsi nejvyssi|  pmerny

Mléko, mléné | Mléko kravské plnoténé 3,1 3,4 3,3
vyrobky Smetana 3,0 3,3 3,2

Podmasli 3,2 3,5 3,4

Olomoucké tvakzky 23,6 37,8 29,9

Tvaroh ngkky 18,0 20,6 19,4

Syry mekké 12,5 20,2 15,0

Syry tvrdé 23,8 40,6 24,8

Syry tavené 15,7 22,6 20,5
1.2.3 Vejce

Vejce obsahuji zrimé mnoZstvi protein v koncentrované forén(kolem 13% v jedlém
podilu), které maji vysokou nutrii hodnotu. Vajény bilek obsahuje asi 4Gianych
proteini, které seradi mezi globuliny, glykoproteiny a fosfoproteirjlavni protein bilku
piedstavuje skupinaffpuznych slotienin ozndovana jako ovoalbumin A.fPskladovani
vajec vznika reakci thiolovych a disulfidovych skup ovoalbuminu A termorezisterygi

ovoalbumin S.
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DalSimi zastupci proteinvajeiného bilku jsou:

» Konalbumin - vykazuje antimikrobialniiinky

» ovomukoid a ovomucin - jsou zodp@mné za viskozitu a gelovitou konzistenci
bilku [4]

» lysozym - ma schopnost lyzovat ladné stny Gram pozitivnich a Gram negativnich
bakterii, diky této enzymové akti¥ipisobi jako ochranny faktor braniciiprku
mikroorganisni od skdapky ke Zloutku [12].

VétSina protei se ve Zloutku nenachazicsté forng, ale tvdi komlexy s lipidy a

sacharidy. Mezkisté proteiny pdt livetiny, které se nachazeji v plaZma jsou tvéeny

né¢kolika frakcemi o izné molekulové hmotnosti.

Fosfovitin pati mezi glykoproteiny. Obsahuje 10% kyseliny fostor® vazané na serin.
Fosfovitin je vysoce tepedrezistentni, denaturuje az nad 110°C a vaze Zelamdiny a
vitelenin jsou rovZz glykoproteiny, které obsahuji fosfor. Viteliny \atelenin tvai

komplexy s fofolipidy aadi se mezi lipoproteiny.

Lipoproteiny tvdi asi 63% protei Zloutku. Snadno podléhaji denaturaci. Jsoudeny
frakcemi o fizné hustat (VLDL, LDL, HDL) [12]. Pramérné proteinové sloZeni vejce je

uvedeno v tab. 6.

Tab. 6. Obsah proteirnve vejcich [7]

Skupina ' Obsah proteini
_ Druh potraviny _
potravin v materialu [ %]
Vejce slepii Bilek 11,0
Zloutek 16,0
Cela vejce 13

1.2.4 Cereadlie a pseudocerealie

Z rostlinnych materidl jsou nejvyznamgjSim zdrojem proteiin pro vyZivu ¢lovéka

obiloviny, v prvnifact pSenice. Obsah protéirvnéjSich (subaleuronovycleasti obilného
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zrna je vyraz#é vysSi nez u vnihich ¢asti. Proto obsah protéiiv mouce znéné zavisi na
stupni jejiho vymleti a samgjm¢ také na druhu, oddé rostliny a dalSich faktorech.
Tmavé celozrnné mouky maji vysSi obsah prdéteiez bile, rozdil byva az 4%. Zakladnimi

bilkovinami vSech obilovin jsou albuminy, globulirgliadiny a gluteliny.

NejvyznamujSi proteiny pSenice jsou rezervni, ve ¥aotkrozpustné gliadiny a gluteniny.

Po smichani s vodou tkiduhou hmotu lepek.

Zitné albuminy a globuliny, fiedstavujici asi 55% protdirzita, maji podobné vlastnosti
jako albuminy a globuliny p3enice. Asi z 45% jsatitgnny gliadiny a gluteliny. Zitny
lepek se od pSetného liSi obsahemehterych aminokyselin arpdevsim viskoelastickymi

vlastnostmi.

Kukuti¢né proteiny tvéi asi 50% zein, ktery patmezi gliadiny, 20 - 45% proteaintvori
gluteliny.

Proteiny ryZe tvti asi z 80% gluteliny ( oryzenin ), glyadiny a dai§oteiny jsou zde
minoritni sloZzkou [4]. Proteinové sloZzeni z&kladnipotravin z obilovin je uvedeno
v tab. 7.

Tab. 7: Obsah proteinv cerealnich produktech [7]

_ Obsah proteini v materialu
s:tl:z::: Druh potraviny (%)
nejnizsi nejvyssi|  pmerny
Mouka, chléb] Mouka pSenina hladka 8,2 12,8 10,4
perivo Mouka pSenina hruba 8,1 10,8 9,7
Mouka Zitna 51 8,3 7,6
Ryze - - 6,7
Chléb zitnopseriny 4,7 11,6 6,7
Bilé pe&ivo 7,3 9,7 8,5
Téstoviny 9,8 12,5 11,8
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1.2.5 Lusténiny

Bilkoviny luS&nin nejsou z biologického hlediska plnohodnotnéyl¢hpredevsim sirné
aminokyseliny a tryptofan). Vhodnou kombinaci soéignymi bilkovinami a vzhledem
k vy$Simu obsahu mineralnich latek jsou povazov@myyrobky nutiné Zadouci. Pat
rovnez k potravinam, které jsou pro svoje organoleptickéastnosti oblibeny.
V bilkovinach [u&nin jsou zastoupenyipdevSim globuliny: legumin, fazeolin, vicinin,
konglutin, glycinin. Obsah bilkovin je wkterych no¥ geneticky vySlecknych druli sgji
udavan az 45% [13].

Obsah proteiin v luS€ninach se obeénpohybuje v rozmezich 21,4 az 44,7%ic¢emz
pramérny obsah je 24,2%.[7] Podro¥ai zastoupeni bilkovin v jednotlivych druzich

luStnin je uvedeno v tab. 8.

Tab. 8. Piimérné hodnoty obsahu bilkovin podle druhu éné [v %] [13]

LusSténina hrach fazole cocka séja

Bilkoviny 22,4 23,1 23,8 33,0 az 45,0

V nasledujici tab. 9. je zndz@nmo rozmezi, ve kterém setde pohybovat obsah bilkovin
u jednotlivych drufi luskovin. Tyto hodnoty byly ziskany z jiného zdrpa proto se mien
liSi od predchozi tabulky.

Tab.9. Obsah bilkovin v luskovinach [9]

Druh Bilkoviny [%0] Druh Bilkoviny [%0]
hrach 22,0-28,0 cizrna 17,5
fazole 21,0-28,0 hrachor sety 25,0
cocka 25,0-30,0 lupina 32,0-39,0
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1.2.6 Jiné druhy potravin

Omezenym zdrojem rostlinnych protéiv potrag ¢lovéka mohou slouzit plody, listy,
hlizy a bulvy. Jejich vyzivova hodnota byva pong nizka, protoze u vSech schazkiera
esencialni aminokyselina [11].

V néasledujici tab. 10. jsou uvedeny dalSi skupiofrgvin jako je zelenina a ovoce, jejiz
podil bilkovin je nizky, ale jsoutteZité z jiného vyZivového hlediska. P&me vysoky
obsah bilkovin maji i ¢které potraviny ze skupiny tiKako jsou kakaovy prasek, mandle,

mak a dechy.

Tab. 10. Obsah proteirv dalSich potravinach [7]

Skupina potravin Druh potraviny Obsah proteini v materialu (%)
nejnizsi nejvyssii  pmerny
Zelenina,brambory Brambory - - 2,0
Okurky, ragata, kwtak 0,7 1,7 1,2
Zelenina listova 1,3 3,9 2,6
Zelenina kéenova 1,0 3,3 2,0
Zeli kyselé 1,3 1,8 15
Houby - - 2,6
Ovoce Ovoce syrove 0,3 15 1,0
Ovoce suSené 1,4 4,0 2,3
Pripravky do Drozdi - - 10,6
pokrmi Polévkova kostka 12,2 27,6 18,2
Tuky Kakaovy prasek - - 18,0
Mak - - 19,5
Mandle - - 18,6
Orechy - - 15,0
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1.3 Traveni bilkovin

Organismus neni schopen vyuzit proteiny v jejidivaaini forn® stejré tak jako jiné
vysokomolekularni slaieniny a musi je nejprve procesem traveni rozloaitzakladni

jednotky (aminokyseliny).

Vlastni traveni (¥tSinou denaturovanych bilkovin) je enzymova hydraly(proteolyza)
katalyzovana proteolytickymi enzymy (proteasamijot@asy katalyzuji bl hydrolyzu
peptidové vazby uvnit polypeptidovéhoiettzce za vzniku peptid rizné velikosti
(endopeptidasy) nebo odptji jen koncové aminokyseliny (exopeptidasy). Hyiru
N-koncové aminokyseliny katalyzuji aminopeptiddsydrolyzu C-koncové aminokyseliny

karboxypeptidasy.

Proteasy jsou s@asti travicich v a to:

> Zaludeni &avy, ktera obsahuje endopeptidasu pepsin (udimspsava se vyskytuje
pepsin A a pepsin C zvany téz gastrici, u jejicidal rennin neboli chymosin)

» Pankreatickétivy obsahuji 7 odliSnych proteas (trypsin, chynusiy A, B a C,
elastasu a karboxypeptidasu A a B)

» Strevni $avy (avy tenkého s$eva) vykazuji aktivitu aminopeptidas a dipeptidas.

Hydrolyza proteii probihd v gkolika stupnich. Nejprve vznikaji polypeptidy,
z nich oligopeptidy a kors@ymi produkty jsou aminokyseliny. Kazdy stuipbydrolyzy
katalyzuje jiny enzym. Vznikajici aminokyseliny jsonasleds vtenkém sew
vstiebavany a transportovany lymfatickymeébem do tkani nebo krevnim &tem do jater,

kde jsou dale metabolizovany [4].

Potravou pijimame i dalSi dusikaté latky, zejména nukleoveekny. Jejich zakladem jsou
nukleové base, odvozené d&u od purinu nebo pyrimidinu. Pojenim
ribosy ¢i deoxyribosy k nukleovym basim vznikaji nukleosidynich vznikaji fosforylaci
nukleotidy. Nukleové kyseliny jsou vysokomolekul@nn rettzci nukleotidi. Enzymy
Stepici nukleové kyseliny jsou v pankreaticki#&®. Produktem je nukleova base, fosfat a

ribosaci deoxyribosa [14].
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1.4 Biologicka hodnota bilkovin

Clovek prijima potravou rostlinné i Zivadné bilkoviny. Ziv@idné bilkoviny maji
vyvazenou skladbu aminokyselin, naopak rostlinnytkolwinam chybi gkteré esencialni
aminokyseliny. Energeticka vydatnost bilkovin jejsé jako u sachanig cca 17 kJ/g.
Bilkoviny jsou nezastupitelnou sloZzkou stravy£ZzBy denni gjem bilkovin byva
kolem 100g. Toto mnozstvigvysuje fyziologickou pdebu. Uvedenémuifipmu odpovida
vylouceni 17g dusiku, jednak riig jednak stolici. ¥tSina vylokeného dusiku je v podéb
mocoviny CO(NH),, jejiz syntéza je energeticky nédmd. Ztoho plyne,
Ze nadmirny piijem bilkovin potravou neni pro&ny. Ri velkém gijmu bilkovin se
vstitebané aminokyseliny ve zvySené ienivyuZivaji k produkci energie (tedy nejen

ke stavebnimdelim), coz je nevhodné.

Bilkovina neni plnohodnotna, pokud set’hbyjediné esencialni aminokyseliny nedostava.
Tato aminokyselina se pak nazyva limitujici, nelb@dnotu bilkoviny omezuje. Navic,
pii nevyvazeném zastoupeni aminokyselin v patréy aminokyseliny, kterych je vyrazny
piebytek, omezuji vyuziti aminokyselin zastoupenychdastatéené (nag. soutzi

0 prenasée ve stevni sEng). Biologicka hodnota bilkovin ZiviSného fivodu je
vSeobec# vysSi neZz hodnota bilkovinapodu rostlinného. Neplnohodnotné vSak mohou
byt i nekteré Ziv@isSné bilkoviny, nap kolagen. Optimalni aminokyselinové sloZzeni méa
nag. laktaloumin a ovoalbumin. Biologicka hodnota bilkn mize byt i jina wistém
stavu a jina ve sisi s ostatnimi sloZzkami potravin, které jeji vyuzvlivauji. Zejména

v rostlinach je velké mnozstvi latek, které s bitkami tvai Spati stravitelné komplexy
(tanniny, kyselina fytova), nebo brzdi jejicke@ni v travicim traktu (inhibitory proteas).
Zjisteni aminokyselinové skladby &ité bilkoviny ke stanoveni jeji biologické hodnoty
samo o sob nestdi. Rozhodujici jsou vysledky tésha zvtatech (mysich, potkanech),
které umozni posoudit stravitelnost bilkovin a vtiuzstrebanych aminokyselin v tkanich.
RovnéZz umouji odhadnout poskozeni bilkovinghem vyroby a skladovani potravin

jakoz i srovnatitzné potraviny podle kvality bilkovin v nich obsayeh.

Biologickou hodnotu rostlinnych bilkovin Ize zvy&techtnim kulturnich rostlin, detng
vyuziti molekularg-genetickych metod; fortifikaci limitujicimi amingkelinami

a samotejme kombinaci éznych zdroji bilkovin [14].
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Dulezitym aspektem je také vyuzitelnost proteinlidském organismu, ktera stanovi kolik
a jakych bilkovin se do organismu kedta a aktuakhvyuzije. Existuje cel&ada faktod,
které ovliviiuji biologickou vyuZzitelnost a visgbatelnost jednotlivych aminokyselin.
Jestlize je bilkovina provazena velkym mnoZstvinjivpee tkaré - kolagenu, Zaludai
a stevni enzymy ji stravi jen s obtizemi &t$ cast niZze opustit ¢dlo dokonce upla

nestravena.

Proto dci meii biologickou vyuzitelnostiznymi zpsoby:

» Biologicka hodnotavyjadiuje procento dusiku, které se ieftalo do organismu.
Potraviny s vysokou biologickou hodnotou nejsouytds snadno stravitelné, avSak co

se z nich stravi, je pro organismus velice p¢8sp.

> Cista vyuzitelnost bilkoviwyjadiuje celkovou kvalitu bilkovin. Zahrnuje v sbljak

vstiebatelnost, tak stuperyuziti organismem.

» Proteinova dinnost je poner mezi giristkem svalové hmoty dosazenym za 1@ dn
mnoZstvim zkonzumovanych bilkovin. Pokud dosahneetieeho giristku s pouzitim
relativne malého mnozstvi bilkovin, kvalitaédhto bilkovin je vynikajici. Pokud
dosahneme jen malyfipistek svalové hmoty a sgebujeme k tomu velké mnozZstvi
bilkovin, jsou tyto bilkoviny z hlediska proteinov@&innosti még kvalitni. Touto

metodou se nejsnaze stanovi rmirhodnoty bilkovin, pochazejicich znych zdroj.

» Stravitelnost bilkovin vztazena na aminokysebgha zavedena v roce 1985. Protoze
proteinova dinnost se zjiguje na krysach, ma n#klad sojova bilkovina podle tohoto
meéteni jen velmi nizkou kvalitu. Soja je totiz chud@ methionin a krysy jej ptabuji
ve WtSim mnozstvi nez lidi. Aby se ziskaly odpovidaficidnoty vyuzitelné pro lidi,
zavedlo se r¥eni stravitelnosti bilkovin vztazené na aminokyseliTato hodnota
stanovi lidskou“ vyuZitelnost bilkovin a bere otilena obsah jednotlivych
aminokyselin, jejich porr a biologickou vyuzitelnost. Podle definice FDA.8J Food
and Drug Administration) nefie mit vysSi hodnotu nez 1. Podle této stupnicalugs

nejvyssi hodnoty vagmy bilek, sdjova a syrovatkova bilkovina [15].
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1.5 Potravinové alergie

Nekteri jedinci mohou byt vysoce citlivi naizné alergeny v potrév Mezi rizikové
potraviny paiti predevsim bilkovina kravského mléka a vajebilek. V ramci prevence se
proto doporduje kojeni rizikovych &ti minimalrg 6 mgsial. Doporiuje se, aby s&mnto
bilkovindm vyhybala iz &hotnd Zena v druhé polowrehotenstvi. | v dalSim fgb&hu
Zivota maji potravinové alergeny vyznam. Mezi astgtotraviny, které josobi alergické
projevy, pati ryby, viasské techy, celer, ovoce, mouka, maso, kakasada dalSich
potravin nebo kieni. Na vzniku potravinove alergie se podili i kemasni latky (kyselina

benzoova, chinin, bifenyly, nitrit sodny).

Prevalence vyskytu alergie u kojénoa slozky kravského mléka jgilizné 2,5 %.
VétSina diti ale svoji gecitlivélost do 2 az 3 roku Zivota ztrati. Prépddobnost, Ze dojde
k rozvoji precitlivélosti na antigen je determinovand interakci gekgtic faktoi a faktoi
Zivotniho prosiedi. Ri alergii na kravské mléko je rovh dilezitym parametrem obdobi,
kdy se u kojence zae kravské mléko, resp. vyrobky 2jmpouzivat jako doplék, nebo
nadhrada maitekého miléka. Matské mléko obsahuje vyZivné a bioaktivni latky
ve vyvazené koncentraci a novorozenci poskytuje fRemrmi vyZivu. N&hrazky,
jako kravské mléko, které je obvykle prvni volboogkteré slozky neobsahuiji,
resp. v nedostajici form¢ a rekteré maji v pebytku. V tab. 11. je porovnani sloZzeni

proteini matéského a kravského mléka.

Kravské mléko obsahuje minimé&ln20 proteii, které mohou vyvolat protildtkovou
odpowd. Rozaluji se do dvou frakci, kaseinové a syrovatkové@cBntualni zastoupeni
jednotlivych proteif, izoelektricky bod a jejich molekulova hmotnosbys uvedené

v tab. 12.

Kazdy protein je potencialnim alergenem a obsaltapy epitof, které mohou byt
rozpoznavaneé specifickym IgE. Za nejgjii alergen byl dlouhou dobu povazovan
3-laktoglobulin, ktery neni obsazen v ntak&m mléce, ale zato je v pd&me vysokém
mnoZzstvi v mléce kravském. V s@sné dob jsou ale za problematické molekuly
povaZzovany row¥ kasein aa-laktoalbumin. Recitlivélost na vice molekul zaroiese
vyskytuje u 75 % alergickych paciéra zahrnuje i molekuly, které jsou v mléku obsazeny

v stopovych mnoZzstvich, napaktoferin.
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Tab. 11. Srovnani obsahu protemmatéském a kravském mléce

Protein (g / 100ml) Matd'ské mléko Kravské mléko
Kasein 0,3 2,5
a-laktoalbumin 0,3 0,1
Laktoferin 0,2 Stopové mnozstvi
IgA 0,1 0,003
I9G 0,001 0,06
Lyzozym 0,05 Stopové mnozstvi
Sérovy albumin 0,05 0,03
B-laktoglobulin - 0,3
Proteiny celkem 11 3,3

VétSina proteii mlékacasténe ztraci tepelnou Upravou &valergicky potencial (sérovy
alboumin (BSA), imunoglobuliny, (-laktoglobulin). tdatepelnd uUprava fpdstavuje
minimalné 10 minutovy var fi 100 °C ( kratSi tepeln& denaturace se ukazaladwtnnd).
Linearni epitopy se ale ipvysokych teplotach uchovaval{eseni pak poskytuje chemickéa
Uprava proteit.

DalSi zavaznou potravinovou chorobou je celiakielig&alni sprue, glutensenzitivni
enteropatie, glutenova enteropatie), ktera jésapena nesnasSenlivosti lepku. Lepek je
rostlinna bilkovina, kter4 se nachazi v zrnech p&ervita, j€mene, ovsa a vyrobcich
Z tchto obilovin, naopak se nenachazi v kitikiu ryzi, sdji, prosu a pohance. Podstatou
celiakie je abnormalni imunitni reakce na lepek.viimavého jedince Zgobi tato
bilkovina chronicky zatt sliznice tenkého &tva, které pak nefunguje normali©bjevuji

se poruchy traveni sloZzenych ctikmedostatné vstebavani bilkovin, tuk Zeleza i
nekterych vitamiri. Typickym projevem je z#na stolice — objemnd, zapachaijici, s velkym
mnoZstvim nestravenych zbwtkvicekrat den& bolesti icha, nadymani, nechutenstvi,
Ubytek tlesné hmotnosti a chudokrevnost. Zvlastnim projeygetitlivélosti na lepek

jsou kozni zminy. Toto onemoaini se nazyva dermatitis herpetiformis [16].
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Tab. 12. Zastoupeni jednotlivych protiia jejich vlastnosti v kravském mléce

Protein Zastoupeni| Celkova |lzoelektricky | Molekulova
v mléku |koncentrace bod hmotnost
[%0] v miéku [kDa]
[mg/ml]
Kaseinova frakce ~80 30
a-kasein 45-55 15 4,1 23
k-kasein 8-15 10 4,1 19
B-kasein 25-35 3,5 4,5 24
y-kasein 3-7 1,2 5,8-6,0 --
Syrovatkova frakce ~20 6-7
a-laktoalbumin 2-5 1,2 51 14
B-laktoglobulin 7-12 3,2 53 18
Sérovy albumin 0,7-1,3 0,4 4,7 68
Laktoferin 0,2-0,8 0,2 7,8 80
Immunoglobuliny
lgG1 1-2 0,6 -- 160
1gG2 0,2-0,5 0,12 -- 160
IgM 0,1-0,2 0,04 -- ~1 000
IgA 0,05-0,10 0,13 -- ~ 400
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2 METODY STANOVENI BILKOVIN

Metody stanoveni bilkovin Ize ro&it do dvou zakladnich skupin. Prvni skupina je
vhodna pro stanoveni bilkovin ve &ns jinymi sloZzkami potravin, druha skupina metod
je vhodn& pro stanoveni bilkovin¢istych bilkovinnych preparatech. V analyze potravin
jsou casgjSi metody prvni skupiny, které maji byt rychléolghlivé a maji zartovat

dostaténou reprodukovatelnost vysleidk Druha skupina metod je veitging pripadi

viN s

Pro prvou analytickou orientaci o obsahu bilkovipotravinach je postajici stanoveni
celkového obsahu dusiku, vyj@dého tzv. hrubou bilkovinou. Hodnoty hrubé bilkgvi
v sol& zahrnuiji i jiné dusikaté latky nebilkovinné povahyéikaji nic o nutréni hodnot

analyzovaného vzorku. Eitym zpiesrénim je stanoveni tz\isté bilkoviny. Tyto metody

eliminuji pritomnost nizkomolekularnich nebilkovinnych dusikatiatek ve vzorku.

Zjistovani obsahu bilkovin stanovenim dusiku je zalozeacskuténosti, Ze bilkoviny
obsahuji asi 16% dusiku. MnoZstvi nalezeného dusésobené fgpaiitacim faktorem
6,25 (100 : 16 = 6,25 ) udava mnozstvi hrubé bilkp[17].

2.1 Mineralizace

Pfi stanoveni prvik v biologickych i jinych materidlech destruktivninechnikami je
rozklad vzorku vyznamnou s&asti bloku analytickych operaci, kterému soubrfikame
piiprava vzorku k r¥eni ("sample preparation”). Mnoho dnes pouzivargmalytickych
meticich technik vyZaduje vzorek v tekuté farrm pokud moZno s dokonale odstfiaou
organickou osnovou. Smyslem takové Upravy vzorku dmsazeni jeho vhod$i
jsou hlediska chemickajgdevsim uvoléni analytu z tznych vazeb a forem a odstéan
slozek, které mohouipmeieni interferovat. Pozadavky na stiipedstragni organické

osnovy vzorku seifitom u jednotlivych ndficich technik znéné lisi.

Volba konkrétniho postupu fip rozkladu biologickych vzork je zavisld nafadt
vyznamnych faktar. Krom¢ toho, jakou ndtici techniku mame k dispozici, jéeba vzit
v Uvahu, jaké konkrétni analyty budeme stanovowgaké matrici a na jaké koncentra
arovni. Rizné metody se liSi také velikosti navazky, moZngsiflateni Uroveé a

variability slepého pokusu, coz ouiivje mez detekce celého stanoveni. Daleigba
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uvazit, k jakému &elu bude analyticky vysledek slouzit. Neni tedy m®ofednotlivé dnes
pouzivané metody rozkladu biologickych matdriasestavit do jednoduché&ady
podle jejich kvality. B uvazeni vySe uvedenych fakfiose totiz umisini jednotlivych
metod v tétoradk muze vyznami ménit. Kone&na strategie analyzy by protoéla byt
vysledkem spolné uavahy analytického chemika a uZivatele vyprogakgch
analytickych dat tak, aby konkrétni zvoleny poshyp optimalni a poskytl poZzadovanou

informaci v poZadované kvalitterminu a ceh[18].

2.1.1 Kilasifikace metod stanoveni vzork s organickou matrici

K tomu, aby mohl pro¥hnout rozklad organické hmoty, je nutnéekonani vysoké

aktivatni energie f jeji destrukci.

Podle pouzitého postupu se metody rozkladu biokygit vzorki dnes dli na ti zakladni

skupiny: a) Metody rozkladu na suché égst
b) Metody rozkladu na mokré cest

c) Ostatni metody rozkladu

2.1.2 Mokry rozklad

Klasicky mokry rozklad je prvnim krokem stanovefikbvin v potravinovych materialech.
Provadi se ve s#si koncentrovanych mineralnich kyselin za zvySemeloty a
pii atmosférickém tlaku. Biologicka matrice je oxidma gislusnymicinidly a probihajici
chemické reakce lze popsatédwa kroky. Nejprve je rozruSena struktura matriceekyu
hydrolyzou a jeji meziprodukty jsou naslédoxidovany. Rychlost reakce je zavisla na
reakéni teplot a na eventuath pridanych katalyzatorech. Rozklad probiha
za nizSich teplot nezli u suchého rozkladu, tialbaximalni teplota je dena bodem varu
oxidatnich cinidel ¢i jejich smési. Jako oxidéni ¢inidla jsou nejasgji pouzivana
piedevsim samotna HN@ reakni snesi: HNO; /H,0O, , HNO; /H,SO, , HNO; /HCIO, ,
HNO3z /HCIO, /H,SO,. Zdaleka nejéinngjSi jsou smisi obsahujici HCIQ pii vySSich
teplotdch. Bohuzel prace s kyselinou chloristou adyfie pisné respektovani vSech
pravidel bezp&éné prace s touto kyselinou, coz je r@sSin¢ nasich pracoviSjen obtizi

splnitelné. Tvrzeni, Ze exploze nehrozi, pokud yeroe s malym mnoZzstvim HCJO
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(0,2 ml na 100-150 mg vzorku) je diskutabilni, nelpdry se mohou usazovat v odtahu a

na stnach digestie a k explozi mze dojit pacase i pi bézné praci v laborato

Mokry rozklad niize probihat:

a) Vv oteweném systému s konwarim olfevem (nap kovovy blok, topna deska) nebo

s mikrovinnym ollevem (nap STAR System 2).

b) v uzaweném systému s konvarim olfevem nebo s mikrovinnym éévem.

Mokry rozklad v oteteném systému pro mineralizaci biologického materiguziva
klasické nadobky (kadinky, Erlenmeyerovy a Kijeldatyl baiky s kulatym dnem).
Konvertnim olfevem jsou ozn@vany zdroje tepla s termostatem elektricky iinéiné,
nag. piskova lazg kovovy vyhivany blok, horkovzdusna suSarna, topna deska.étopn
hnizdo, C lampa, Obkev reakni snési je zajisétn konvenci nebo radiaci. Tentotspb
piimého olievu je energeticky icaso¥ nara@ny, nebd nez z&ne probihat vilastni
rozkladny proces, musi se #ahrozkladna aparatura. Po ukeni rozkladu je nutno
pocitat s casovou prodlevou pro chlazeni celého rozkladnétstésyu. Mokry rozklad
v oteweném systému provédy pod zgtnym chladéem podstath snizi spaebu

reakenich¢inidel a snizi moznost ztrat analytu.

Mokry rozklad v otetenych nadobkach pod &pym chladéem vyuziva moderniho
zpisobu olievu a to mikrovinného ¥&eni. Pednosti tohoto automatického rozkladného
systému je moznost samostatného programovani postzgladu pro kazdou rozkladnou
nadobku zvl&§ nezavisle na ostatnich. Nevyhodou, jako ostatmSech postup mokrého
rozkladu je velka spéeba reaknich ¢inidel. Frednosti je moznost vySSi navazky vzorku a

to az rgkolika grani.

Rozklad v uzakeném systému je obecrmnohem vyhodjSi nez konveéni mokry
rozklad v oteyeném systému, nebaimoziuje zabranit ztratdmekavych prvki, téme
zamezit kontaminaci z ¥sich zdroji (dosahuje se nizkych hodnot slepych vapri
v neposlednitad® se u &chto postup snizuje spdtba reaénich cinidel. Dalezitym

kritériem pro rozklad vzorku v uzéaném systému s HNQe Uplnost oxidéniho procesu.
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Nevyhody pimého vyhiivani odstrauje mikrovinny zpgsob oltevu reakni snesi

v oteweném i v uzakeném systému. Mikrovinné elektromagnetickéend@ (v oblasti
frekvence 300MHz az 300 GHz vyvolava vibraci molekiiky pohybu ioni a rotaci
dipéhi , ale beze zem struktury molekul. Mikrovinné zéni se generuje magnetronem a
v analytické chemii se pouziva povolena frekvend802MHz, coz odpovida délce viny
okolo 12 cm a vystupnimu vykonu rezonatoru mezi 88000 W. Tento vy pracovni
frekvence se ukazal jako optimalni z hlediska gis®renergie v materialech 6zném
chemickém sloZeni. Efektem absorpce mikrovinné gg@er objemu latky je f@devSim
vzrast teploty vzorku. Diky specifickym vlastnostem noiklnného z#eni dochazi
k ohtevu rozkladné sisi kyselin a vzorku mnohem rychleji &idnéji. Stény nadobek se
primarre nezaliivaji, ale okiev nastava imo ve snisi rozkladaného materialu interakci

mikrovinného z#eni a absorbujiciho praeti (molekulami vzorku).

Vyhody mikrovinného rozkladu Ize shrnout @ghito bodh:

» zvySeni ekonomické efektivnosti diky vyraznému ezkrd doby rozkladu vzotk
Uspde kyselin a energie pebné na rozklad, vidledku toho je dosazeno i vysSi denni

kapacity laboratte,

» snizeni kontaminace slepého vzorkutslddku nizSi spaeby cinidel a zkraceni doby

pusobeni okolniho prostdi na vzorek [18].

2.2 Metody stanoveni hrubé bilkoviny

Metody stanoveni hrubé bilkoviny Ize zjednoduSerzcElit na dw skupiny a to na metody

odmerné analyzy a metody spektrofotometrické.

2.2.1 Metody odmérné analyzy
a) Metoda podle Kjeldahla

Ke stanoveni bilkovin v potravinach a potra¥si§ch surovinach se rgjstji pouziva
metody zaloZené na stanoveni mnozstvio;ného dusiku podle Kjeldahla. Organicka

latka se mineralizuje koncentrovanou kyselinouwsitopi teplot varu kyseliny. Rozklad
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se urychluje zvySenim teploty varu (flapiranem draselnym) a vhodnym katalyzatorem,
nag. oxidem nmédnatym, siranem #&dnatym, rtuti, peroxidem vodiku, selenem. Dusik,
ktery byl v bilkovinach nebo aminokyselinach venfiéraminoskupiny i iminoskupiny, se

mineralizaci pevede na siran amonny.

Bilkovina+ HSOs - aNH+bCQ+cHO +d SQ

2NH +HSOs - (NH).SOs

Ze siranu amonného se potom uvolni amoniak 30%kert NaOH a fehani se vodni
parou v Parnas-Wagnerowestil&nim pistroji do gedlohy se znadmym nadbyteym

mnoZzstvim odrérného roztoku kyseliny sirove.

(NH)2SOs + 2 NaOH —» NaSO, + 2 NH; + 2 HO

2NH+ HSOs - (NHg)2SO4

Prebytek této kyseliny se pak titruje o&imym roztokem hydroxidu sodného na indikator

methykervai nebo Tashiro.

H.SOy + 2 NaOH - NaSO, + 2 HO

Z mnoZstvi spdebované kyseliny sirové se vype obsah dusiku (1ml 0,05 mdi H,SO,
odpovida 1,4 mg dusiku) a vysledek se Wjjaich 100g vzorku. Obsah dusiku sepmite
na obsah tzv. hrubé bilkoviny vynasobenim faktore/25. JelikoZz je obsah dusiku
v bilkovinach podle fvodu 1azny, byly vedle uvedeného univerzalniho faktoruraamy
pro rekteré dalSi potraviny odlisSné faktory (obiloviny,ooka, chléb aéstoviny 5,70;
susené mléko 6,38;rechy 5,30). Pokud neni obsah dusikiilig nizky, ma metoda

univerzalni pouziti prodzné potraviny a potravitigké suroviny.
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b) Metoda podle Winklera

Z mineralizatu bilkovinného materidlu,fipraveného podle Kjeldahla, se amoniak,
uvolnény se siranu amonného koncentrovanym roztokem Naiidestiluje s vodni parou
v destil&nim pistroji do roztoku kyseliny trihydrogenborité. VRN boritan amonny se
stanovi titr&n¢ odmernym roztokem kyseliny sirové nebo chlorovodikové

na indikator methylervai.

6 NH; +2 HiBO; - 2 (N"h)gBOg

2 (NH)3BOs + HoSOr - 3 (NHy),S0y + 2 HsBOs

Z mnoZstvi spdebované kyseliny se vypidd obsah dusiku (naplml 0,01 mol:t HCI
odpovida 0,14mg dusiku). Vysledek sepita na navazku a vynasobenim faktorem 6,25
se uti % hrubé bilkoviny v analyzovaném materialu. Migtcse vyuZziva ip stanoveni

bilkovin v mase a masnych vyrobcich.

c) Metoda podle Conwaye

Vzorek se zmineralizuje podle Kjeldahla. Roztok am® soli ve viSim prostoru
Conwayovy nadobky se zalkalizuje nasycenym roztoképgCO; nebo 50% KOH.
Uvolnény amoniak se absorbuje v roztoku kyseliny boritgisiné ve vnitnim prostoru
nadobky. Obsah dusiku se vyfid podle spdeby 0,01 molf HCI pri titraci
do ¢erveného zbarveni (1ml 0,01 mdl.roztoku HCI odpovida 0,14mg dusiku). Metoda je

vhodné pro stanoveni malych mnozstvi bilkovin v@dh&ském materialu.

d) Steineggerova metoda

Po neutralizaci vzorku odimym roztokem NaOH na fenolftalein sefigavkem
formaldehydu blokuje {sobnost volnych skupin -NH Po promichéani se provede
opakovana titrace odfmym roztokem 0,25 moll NaOH. Druha spéeba je
tzv. aldehydové&islo (1ml roztoku NaOH = 1 aldehydo¥éslo = 0,0758g bilkovinného

dusiku). Metoda se n#glad pouziva pro stanoveni bilkovin v mléce. Pri@pgatet
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na obsah bilkovin se pouzije kotek soinitel 6,38. Vysledek &eny hustotou mléka

udava obsah bilkovin v %.

e) HanuSova metoda

Metoda je zaloZzena na reakci amonnychtiprgniklych po mineralizaci podle Kjeldahla,

s prebytkem formaldehydu za vzniku vodikovych iant

ANH; +6CHO - (CH)sN4+6HO+4H

Uvolnéné vodikové ionty se titruji odkmym roztokem NaOH na indikator fenolftalein.
Hexamethylentetramin, kterytipreakci vznika, je velmi slabou zasadou a nema vli

na barevnou zemu indikatoru.

2.2.2 Spektrofotometrické metody
a) Stanoveni Nesslerovyfimidlem

Dusik vazany v bilkovinach se mineralizaci s kys®li sirovou (katalyzatorJ@,) pievede
na amonnouts, kterd se stanovi spektrofotometricky po reakééesslerovymiinidlem

v alkalickém prosedi.

NHs3 + NaOH + 2 kHgls - HgkNH, + 4 KI + Nal + HO

Intenzita zbarveni se & na spektrofotometruipvinové délce 450nm proti véd Obsah
dusiku se odite z kalibr&ni kiivky a p'epaite na navazku. Vynasobenim faktorem 6,25 se
ziskd obsah hrubé bilkoviny. Metoda je pouzitelndo pstanoveni bilkovin

v potravindskych materialech s mensim obsahem dusiku.
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b) Stanoveni biuretovou reakci

Po odstraéni nizkomolekularnich sl@enin odstednim s kyselinou trichloroctovou se
k sedlire prida biuretovo c¢inidlo. V alkalickém prosedi vznikaji modré komplexni
sloweniny nmedi, jejichz barevna intenzita je @nma koncentraci bilkovin (absorbance
vynasobena faktorem 17 udava miligramy bilkovinywserku). Zbarveni se pratfuje

pii 546nm proti slepému vzorku. Metoda je maéeitlivd. Je vSak rychla (neni nutna

mineralizace), proto se ji pouziva k origmiizmu stanoveni bilkovin,

c) Stanoveni oranzi G

Bilkoviny vaZou z purpurového roztoku barvivo oraf¥, z jehoz Ubytku zjighého
spektrofotometricky progtenim intenzity zbarveni roztokuiip480nm se na zaklad
empiricky zjis€ného vztahu i jejich mnoZstvi ve vzorku. Metoda je vhodn& pyohté
stanoveni bilkovin vé&kterych rostlinnych materidlech (obiloviny, l&siny, olejniny,

mouka), z ZiveiSnych material nalezla uplaténi pro stanoveni bilkovin v mléce.

d) Stanoveni v UV oblasti

Ke stanoveni bilkovin se vyuziva absorbanékterych aminokyselin (tryptofan, tyrosin,
fenylalanin) v ultrafialovém sitle. Roztok bilkovin se iedi fyziologickym roztokem a
peptidové vazby se praifi pri 180-220nm; aromatické a heterocyklické aminokysel
pii 280nm. Metoda je rychla, snadno proveditelnd @dvid pro sledovani fioéhu

separace bilkovin technikou sloupcové chromatografiNeni vSak univerzalni a

pro rekteré bilkoviny je nelze pouZzit [19].
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3 METODIKA PRACE

Obsah celkového dusiku byl analyzovan u Sesti Wzpdtravin. Stanoveni bylo provedeno
Kjeldahlovou metodou s Upravou podle Winklera aktpéotometrickou metodou firmy
HACH zaloZené na reakci s Nesslerov¢iidlem. Ziskané vysledky byly vzajeran

porovnany a zhodnoceny s literarnimi udaji.

3.1 Pouzité chemikalie a istroje
Pro mineralizaci mokrou cestou se pouzivaly:
96 hmot.% HSO, p.a

30 % HO,

Pti destilaci v Parnas-Wagneroaparatie bylo zapaebi:
NaOH p.a
H3BOs

Tashiro indikator (0,2 g methygrvert ve 100ml ethanolu, 0,1 g methylenové rfed

rozpusténé ve 100 ml vody)

Pouziti spektrofotometrickéhdiptroje firmy HACH vyZzadovalo:

KOH p.a

Sadu chemikalii dodavanou firmou HACH pro jejichtatki obsahuijici:
TKN indikator skladajici se z - kyseliny propiongéemineralizované #0;
Mineralni stabilizator;

Polyvinyl alkohal,

Nesslerovainidlo;

standardni roztok 1,00 mg.INHs-N
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Dale byly pouzity pistroje:

Mineralizator Digesdahl model 23130-20, HACH (U.S.A
Analytické vahy Explorer Pro model EP 214CM, OHAUS
Laboratorni spektrofotometr model DR/2500, HACHSLA.)
Topné hnizdo LTHS 2000

Suséarna Venticell, BMT Bgmnska medicinska technika a.s.

3.2 Mineralizace vzorkia mokrou cestou

Mineralizace vzorku byla prvnéast stanoveni u kazdého druhu potraviny, rebh:
metody si vyZzadovaly fevést organicky dusik na formu anorganickaiets kapalné

podoby. Pro obmetody pak byl pouZit stejny zmineralizovany viove dvouradach.

Do mineraliz&ni baiky bylo na analytickych vahach navazeno 0,5g wzgsktraviny
S presnosti n&tyii desetinna mista. Ke vzorku bylo v diggsf@idano 5 ml koncentrované
H,SO, a baika vloZzena na topnou desku mineralizatoru. Tepbbi@vu byla nastavena
na 430°C. Po wyiti topné desky na nastavenou teplotu bylo na m@lizetni baiku
nasazeno ocelové zavazi a chtagghoz zabrus bylipdem namazan. Obsah mineralida
baiky se nechalit (cca 20 — 30 minut podle typu vzorku). Po tésdxdbylo pres chladi
pomoci nalevky s uzkou kapilarotilggo 5 ml H,O,. Obsah mineralizai baiky se nechal
opet viit tak dlouho, dokud neskdita bouliva reakce a mineralizat nebgiry. Poté byl
opatrré odstragn chladé a mineralizéni baika byla poloZena na termoizoéid podlozZzku
aby zchladla. Mineralizat musetigtat po zchladnuiiry. V piipad zakaleni bylo nutno

pridat dalSich 5 ml kD, a opakovat vySe uvedeny postup.

Ciry a zchladly mineralizat byl kvantitati¢rpreveden do odimné baiky o objemu 50 ml
a postupd za stalého chlazeni dopm po rysku destilovanou vodou aikthdns

promichan.

3.3 Stanoveni metodou podle Kjeldahla s Upravou podle Wklera

Pro stanoveni byla pouzita Parnas-Wagnerova aparatDo destiléani baiky pristroje

bylo pipetovano 10 ml mineralizatuiiBavkem 20 ml 30 hmot.% roztoku hydroxidu
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sodného uvoktny amoniak byl pedestilovan destilaci s vodni parou a jiman dactiir
baiky s 50 ml 2 hmot.% roztoku kyseliny borité. Ustiladice muselo byt porfeno
pod hladinou kyseliny. Destilace trvala 20 minut patatku varu v destikni baice.
Po skoweni destilace se konec chlélioplachnul destilovanou vodou dieglohy, titra&ni
baika se odstranila atidaly se do ni 3-4 kapky Tashiro indikatoru. Dédtse titroval
roztokem 0,025 moli H,SO, do stalého cervenofialového zbarveni. Z mnoZstvi
spotebované kyseliny sirové se vyetl obsah dusiku a ten sgepaietl na obsah ,hrubé

bilkoviny* vynasobenim f@paitacim faktorem.

Vypocet obsahu hrubé bilkoviny byl proveden podle nagletho vzorce:

a.10>.¢c .My.f.f,. fx . 100

n

% hrubé bilkoviny =

- IOTUUUUUR sp@ba odnirného roztoku K5O, pii titraci [ ml ]

c (H:SQy) ....... koncentrace odfimého roztoku KSO, (0,025 mol )

MN eovereeeeieenes molarni hmotnost dusikun(¥ 14,01 g.maot)
o, titreni faktor (f = 2)

f iedovaci faktor (f = 5)

[ ST PPPT fepaitaci faktor podle druhu potraviny (univerzalni®),2

[ R navazka vzorku, ktera lgfaineralizovana [ g |
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1 - nalevka

9 QG
2 - destila¢ni banka

e 3 - titra¢ni banka

4 - vyvije¢ vodni pary

5 - odluc¢ovac¢ kondenzatu
6,7.8 - kohouty

G

|| lfl'\’
|
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! 9 - vzdusny chladi¢
10 - kahan
- 5 it 11 - vodni chladi¢
12 - kadinka na vypousténi
7 /? R obsahu po destilaci
B ==

Obr. 1. Parnas-Wagnerova aparatura

3.4 Stanoveni spektrofotometrickou metodou s pouzitim Bisslerova

¢inidla
Spektrofotometrickd metoda firmy HACH zalozena mkci vzorku s Nesslerovym
¢inidlem vyuziva spektrofotometr model DR/2500, &tpracuje s jiz vloZzenou kalibtai
kiivkou o rozsahu 1 aZ 150 mg.lplatici pro stanoveny pracovni postup a vyuZiva

chemikdlie pdfci do dodavané sady. Nastaveni nulové hodnoty kpydovedeno

na destilovanou vodu podle stejné metodiky jakéastmiho vzorku.

Do 25 ml odnérného vélce se zdbrusem a sklevu zétkou bylo napipetovano 0,5 ml
mineralizatu analyzovaného vzorkufidana kapka TKN indikatoru a upraveno pH
prikapavanim roztoku 1mol.IKOH do prvniho modrého zbarveni. Destilovanou wodo
byl objem reakni snesi v odngérném valci dopltin na 20 ml a bylo provedendildadné
promichani. Poté byly fldany 3 kapky mineralniho stabilizatoru, objem Igriovu
promichan a fidany 3 kapky polyvinylalkoholu. Re#&ki smés byla opatré

zhomogenizovana tak, aby nedoSlo Kmmi na hladig, coz by vedlo k ngesnému
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doplréni destilovanou vodou na 25ml. Po daplhdestilovanou vodou na 25 ml byigéan

1 ml Nesslerovacinidla a cely objem byl ot opatrg dukladre promichan.
Na dotekové obrazovcetiptroje byla zapnutdasomira, ktera odgdala reakni dobu 2
minut. Po uplynulé dabbyla ¢ast objemu nalita do 10 ml kyvety, kter4 bylegem
vyciSténa od vSech rigstot. Kyveta byla vloZzena daigtroje a odé&ena nandrena hodnota
v mg/l TKN. Z od€tené hodnoty na displeji byl vypien obsah dusiku ve vzorku a ten byl

pieveden pepaitacim faktorem na obsah ,hrubé bilkoviny*.

Obsah hrubé bilkoviny byl vygdan podle vzorce uvedeného v metodice firmy HACH:

_ 75 . A .
% hrubé bilkoviny =
B.C.2.10
A..... hodnota zobrazena na displeji v mg/I
B.... hmotnost vzorku, ktera byla zmineralizoad g
C.... objem mineralizatu, ktery byl pipetovéan\dlce v ml

for .o pgepaitaci faktor podle druhu potraviny (univerzalni%),2

Pro owteni gresnosti niteni pomoci spektrofotometru firmy HACH byl poudibdany
standard. Do 25 ml od¥mého valce byla kapnuta 1 kapka TKN indikatoruadéec byl
doplren na objem 20ml roztokem standardu 1,0 mg/l roztkis-N. Poté byly pidany

3 kapky mineralniho stabilizatoru a objem bykdne promichan. Byly fidany 3 kapky
polyvinylalkoholu a opt provedeno opatrné zamichani tak, aby nevzniktea pDale byl
pouzit vySe popsany postup éiani. PoZzadovanai@snost byla potvrzena hodnotou
v rozmezi 26-27 mg/l TKN.
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3.5 Metoda statistického vyhodnoceni dle Wilcoxe
Dvouvylkerovy Wilcoxav test pati k nejsilrgjSim parametrickym tesm.

Dvouvybirovym testem zalozenym na Wilcoxotestové statistice obettestuje hypotézu
Ho: F(X) = G (y), tedy gedpoklad, Ze oba vyby pochazeji z téhoz zakladniho souboru

nebo ze souboru s tymz ragenim.

Ackoliv je dvou vylErovy test formulovan jako test proti obecné aling, je citlivy
zejména na tzv. alternativni posunuti F(x) = G (y -), 6 rizné od nuly, proto se snim
v praxi negastji setkavame jako s testem &ujicim, zda d¥ zavislé nahodné vyby
pochazeji z téhoz zakladniho souboru se spojitstnittlicni funkci, tedy maji i stejnou
sttredni hodnotu. Proto je tesasto formulovan jako @¥eni shody Urowh zkoumaného
znaku ve dvou souborech, z nichz byly tyto nezévislbsry parizeny. VykEry obvykla

volime tak, aby rozsah I. vgtu m byl menSi nebo roven nez je rozsah Il.émit{n-m).

Postup testu sgova vtomto: ze vSech jednoteXi, ..., Xn, X1, ..., X Vytvoiime
sdruzeny vybr s rozsahem uspdadany vzestugnpodle velikosti. Jednotlivym hodnotam
se pgiradi pdadovacislaR (i =1, 2, ..., . Soket paadi hodnot prvniho vyou, tj.
hodnot X, ..., Xy ozn&ime T; a analogicky satet pdadi hodnot druhého v¥hu Xq1,

..., %y 0zn&imeT,. Je Zejme Ze

n(n+1)

T+T,=

Testovym kritériem dvou vyiového Wilcoxova testu je Wilcoxova statistika
Sw=Ti,

tj. sowet vSech ptadovychc¢isel odpovidajicich I. vyu, cozZ je ovSem testovaci statistice

Sw ziskané z obecné testovaci statistkypolozime-li skona(i) = i:

Su =) R
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Pro owteni vhodnosti spektrofotometrické metody firmy HAGE stanoveni celkového
dusiku pomoci Nesslerovaidla bylo vybrano Sest vzoiikpotravin gevazi zivocisSneho

puvodu.

VSechny vzorky byly stanoveny klasickou refemg@inmetodou dle Kjeldahla s Upravou
podle Winklera a paraletnprobihlo také stanoveni na spektrofotometru firmy HACH.

Vysledky shrnuje nasledujici tabulkal3.

Tab. 13. Srovnani obsahu celkového dusiku v % vavylth vzork potravin

Obsah celkového dusiku [%]
Druh Metoda dle Kjeldahla Metoda s pouzitim
potraviny s Upravou podle Winklera | Nesslerovatinidla podle
firmy HACH

Mléko

] 3,58 £0,14 3,43 £0,16
polotwneé
Taveny syr 10,32 + 0,36 9,56 +£0,21
Tvrdy syr 27,14 £0,35 24,33 £ 0,27
Howvézi maso 22,21 £0,40 18,20 + 0,43
Veprové maso 19,28 +0,51 15,37 £ 0,63
Ceredlni p&vo 12,8 +0,22 10,99 £0,25

4.1 Srovnani rozdili mezi metodami

Rozdily hodnot mezi jednotlivymi metodami jsou posgsledik Wilcoxova testu
neporovnatelné. Cela analyza byla provedena z 9pWelslivosti, tzn. na hladén

vyznamnosti 5%. Maximalni pravdodobnost zamitnuti spravné hypotézy je proto 5%.

Z predeslé tabulky je tedyigimé, Ze vySSi hodnoty vysledksou ziskany klasickou

metodou dle Kjeldahla s Upravou podle Winklera. ddet je sice referéni, ale také je
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zatizena subjektivni chybou, ktera &p@ ve vizualnim stanoveni konce titrace. Tim lze
odivodnit rozdily ziskanych hodnot jednotlivych metdanto aspekt Ize vyld@it jinym

typem indikace, ktery nasleduje po destilaci.

Niz8i hodnoty obsahu bilkovin spektrofotometrickmoetodou podle firmy HACH
s pouzitim Nesslerovénidla Ize téz vysstlit subjektivni chybou, i kdyz riziko vzniku této
chyby bylo minimalizovano pouzivanim automatickydvkovacich zdzeni. Resto
za zdroj mozné odchylky Ize povaZzovat dapiani destilované vody do pouzivaného
odmeérného valce, ktery se vyuziva jako réaknadoba P této metod. Timto krokem
muze dojit k subjektivni chyb Jiné vlivy nebyly prokazany, coz potvrdilo i &eni
ziskanych vysledk metodou standardnihaigavku. Meieni bylo provedeno Sestkrat a

V niZe uvedené tabulce jsou vyjady ziskané hodnoty v mg/l.

Tab. 14. Metoda standardnihiigavku

_ vzorek s pridavkem
¢isty vzorek rozdil
standardu standard
(A) (A-B)
(B)

Obsah
celkového 127,67 + 2,05 137,86 +1,2 10,19 8,25+ 1,09
dusiku [mg/l]

Z tabulky je Zejmé, Ze rozdil hodnot mezi vzorkem ifdavkem standardu &istym
vzorkem je vySSi nez je n&bena hodnota samostatného standardu, ale v tolezhyioy.
Doporweni tedy zni, vyrnit realkéni nadobu (tedy 25ml valec) za kalibrovanou ¢drou
baiku poZzadovaného objemu, u které je dophni destilovanou vodou dalekoeprgjSi

diky zuZenému hrdlu a@sré stanovené rysce.

4.1.1 Casova a ekonomicka narénost jednotlivych metod

Casow nara@ngjsi je nepochyb® metoda dle Kjeldahla s Gpravou podle Winklera,atieb

stanoveni jednoho vzorku potraviny trvidbizné dvé hodiny a 40 minut. V tomtdase je
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zahrnut olkev vody pro vyvijeni vodni parytyii destilace jednotlivych mineraliza(dve

destilace pro jeden mineralizat), vymyvani Parnasgkiérovy aparatury a titrace desfilat

Spektrofotometrickd metoda firmy HACH s pouzitimsSkerovacinidla je naopak velmi
rychla. Pro stanoveni jednoho vzorku potravinyifba giblizné 30 minut, pditdme-li
do této doby Sest ¢reni (na jeden mineralizat spadajinhéteni). Rychlost metody spiva
vtom, Ze se paralainvedle sebe provadi dvmgreni, ¢imz se ¢as stanoveni zkrati

na polovinu.

Vyjadiime-li primérnou ¢asovou narénost jednotlivych metod, tak na jednoéieni
metodou dle Kjeldahla s Upravou podle Winklera gétgba cca 40 minut. Zatimco jedno

meéteni spektrofotometrickou metodou podle firmy HAGHEt iblizné 5 minut.

Ekonomickad narénost je ¥tSi u spektrofotometrické metody firmy HACH, progoz
porizovaci cena setwinidel je 5000,- K a tedy 20,- K spada na jedno é&eni.

Pti predpokladanych Sestigteni vzorkuéini cena jednoho stanoveni 120¢.K

Celkové cena stanoveni vzorku potraviny metodoWiédahla s Upravou podle Winklera
je cca 10,- K. V cert je zahrnuta spe&gba elektrického proudu topnym hnizdem, vody
pro chlazeni a chemikdlii n&ipravu odndrného roztoku kyseliny sirove, roztoku kyseliny

borité a roztoku hydroxidu sodného, ktery byl pojeko reakni prostedi.

Mineralizace vzorku potravin nebyla zahrnuta antasové ani do ekonomické nénosti,

protoZze ok metody vyZzaduji zmineralizovany vzorek a tudidij$gio naklady stejné.
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ZAVER

Cilem prace bylo asteni metodiky spektrofotometrické metody firmy HAGHpouZitim

Nesslerova ¢inidla pro stanoveni obsahu celkového dusiku a \p@noi vysledk

s klasickou referaemi metodou dle Kjeldahla s Upravou podle Winklétgera vyuziva

Parnas-Wagnerovu aparaturu.

Zjisténé vysledky Ize shrnout d@kolika bodh:

1.

spektrofotometricka metoda je velmi citlivd, coZdege k maximalni fesnosti
pii praci. Subjektivni chyby byly minimalizovany patien automatickych
davkovacich zazeni, ale pesto ziskané hodnotydhy pongerné velky rozptyl. Tuto
pri¢inu |ze eliminovat pouzitimiesrEjSiho laboratorniho vybavenfiglopliovani na

pozZadovany objem.

rozdil vcasové narénosti  jednotlivych metod je evidentni, proto
spektrofotometrické stanoveni age slouzit jako rychla analyza pro z§isi
celkového obsahu dusiku s podlozenymi vysledky orkiz které obsahuji nizSi

procento bilkovin.

ekonomicka narmost spektrofotometrické metody je sice mnohonaselasi, nez
je tomu u klasického stanoveni s pouzitim Parnagidi@vy aparatury, ale tento
aspekt lIze snizit vilastnitipravou rkterych ¢inidel. Poté by se cena stanoveni
vyrazre snizila.

srovnanim vysledk pomoci statistického Wilcoxova testu bylo zjigt, Ze
subjektivni chyby, jenz se vyskytuji u obou metgslpu dosti velké, a proto
zagicinuji neporovnatelné vysledky. Z tohotéwbdu jsou navrZzena zlepSeni, ktera

umoziuji minimalizovat zjis¢né subjektivni chyby.

Vzhledem k vyhodam i nevyhodam testované spekivaietrické metody firmy HACH

Ize konstatovat, Ze je pouZzitelna pro stanoverkiosgho dusiku ve vzorcich potravin. Bylo

sice dosazeno nizSich vyslédkez u klasické metody dle Kjeldahla s tpravou eodl

Winklera, ale¢asova narénost je vyraz# nizsi. Po eliminaci subjektivnich chyb a snizeni

porizovacich néklatl na chemikalie bude mozno tuto metodu vyuzZivat ahlou a

piesnou analyzu vzoiks nizSim obsahem bilkovin.
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