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Seznam zkratek

Gl - glykemicky index

HPLC - vysokoucinna kapalinovd chromatografie

AcCN - acetonitril

FSF — volna fruktéza (free sugar fructose)

FSG - volna glukdza (free sugar glucose)

RAG - rychle dostupna glukdza (rapidly available glucose)
SAG - pomalu dostupna glukdza (slowly available glucose)
TG - celkova glukdza (total glucose)

RDS - rychle stravitelny skrob (rapidly digestible starch)
SDS - pomalu stravitelny Skrob (slowly digestible starch)
RS - rezistentni skrob (resistant starch)

G20 - uvolnéna glukdza po 20 min. enzymatické reakce
G120 - uvolnéna glukdza po 120 min. enzymatické reakce
GOPOD - kolorimetricky set glukoso-oxidaza/peroxidaza

USP - specifikace enzymatické aktivity podle Iékopisu Spojenych statl americkych (U. S.
Pharmacopeia)

SEM - standardni chyba priiméru (standard error of the mean)



OBSAH

L. CIL METODIKY oottt s 7
B U A ] 5 TSP PP R PP PPPTPPPOPPINt 7
2.1 Sacharidy - KIaSIKACE........uuuiiiie it e e e e et e e e e e e e e e e s abtaeeeeesseesssreeeeeaeesanns 7
2.2, GIYKEMICKY INEX = Gl .eeiiiiiiiieeiiie ettt e e tae e e et e e e e s abaeeeeateeeesasteeeenseeesennees 8
2.3. Metody stanoveni glykemického iNdeXU.........cc.eeiiiiiiiiiiiiii e e 9
2.3.1. KHNICKE 1N VIVO TESTY..eeiieiiieeetiee ettt ettt e e et e et e e e s bre e s e s abeee s ennreas 9
2.3.2. Laboratorni Metoda i VItrO .......coceeieeiieiieiieeete sttt 10
3. VLASTNI POPIS IMETODIKY......ovivivieeteeetetceeeceeeses e sees s st sssssssssssssssssssssssstessssasssasasasassesesasesssssssssasans 11
I I = Te] o ] ol T IRYAY o T= 1Y/ USRS 11
I O B o 4 o Y[ I 4= 4= L[S 11
3.1.2. Laboratorni sklo, 1aboratorni POMUCKY ..........ccvieiiieeciee ettt ettt e eeane e 12
T8 I T @1 o 1=T o o 11 | I OO TRUR U YTUTUPOPRPP 12
0 I R 1 4 A Y] o o1 12
3.2. Priprava standardniCh rOZEOKU ..........cueieieiiiii ittt e e et e e rae e e e earae e eenraeaeas 13
3.3, PHPIaVa VZOIKU .. .eeeuieeciie ettt ettt e et e e tte e st e e ebe e e abeaeebeeeesbeessbeesabeeesseesaressaraeans 15
3.5. Analytické postupy méreni celkové stravitelnosti sacharid(l in Vitro.......c..ccoeeeeeeecveeecreeeenennn, 15
3.4.1. Stanoveni obsahu volnych cukrll metodou HPLC...........ccceeiiieeciieeiiee et 15
3.4.1.1. PFiprava VZOrKU (HPLC) ..eoeoi ettt ettt ettt e et e e e etrae e e e e enae e e eeanaeeeennaeaean 15
3.4.1.2. Stanoveni obsahu glukdzy a fruktdzy (HPLC) ......cvveieeciiieeecieee ettt e 16
3.4.1.3. Vypocet obsahu glukdzy a fruktdzy ( HPLC ) ..eeeeeeeieeieee ettt 17
3.4.2. Stanoveni obsahu rychle dostupné glukdzy, pomalu dostupné glukézy, celkové glukdzy
MELEOAOU HPLC ... ittt ettt et b e bt e s bt she e sa e et e et e et e e b e e b e e beenneenneens 18
3.4.2.1. PHPrava VZOrKG (HPLC) ..ueeieeieeeceieiee ettt ettt ettt e et e e e tta e e e e eeanae e e eeanaeeeennaeaeas 18
3.4.2.2. Stanoveni obsahu glukdzy v ziskanych frakcich metodou HPLC ...........ccccecvveeennnennn. 21
3.4.2.3. VypocCty obsahu glukdzy ve frakcich ( HPLC ) .eeeiiuvieeieieeeeceee et 21
3.4.3. Stanoveni obsahu volnych cukri spektrofotometrickou metodou..........cccceeeevevecieeeneenns 21
3.4.3.1. Priprava vzork( (spektrofotometrickd metoda).........cccceevviveeieeeciecciee e 22
3.4.3.2. Stanoveni obsahu glukdzy (spektrofotometrickd metoda).........cccveeeecvievenciieciiinnennn, 22
3.4.3.3. Vypocet obsahu glukdzy (spektrofotometrickd metoda)........ccccccvveeeecnieeeccieeeccieen. 23
3.4.4. Stanoveni obsahu rychle dostupné glukdzy, pomalu dostupné glukdzy, celkové glukdzy
spektrofotomMetrickoU MEtOTOUL.........c.uiiiieiee e et e e bre e e e sbaeeeeanes 23
3.4.4.1. Priprava vzork( (spektrofotometrickd metoda)......c.ccccveeviieecieeeciecciee e 23
3.4.4.2. Stanoveni obsahu glukdzy v ziskanych frakcich (spektrofotometricka metoda) ........ 24
3.4.4.3. Vypocty obsahu glukdzy ve frakcich (spektrofotometrickd metoda)..........ccceeeunneee. 25

5



00 N o v b

3. 5. Rovnice pro vypocet frakci glukdzy resp. SKrobu ..........cocvveiiiiiiiiiiiie e 25

3.6. Vypocet glykemickEho iNdeXU Gl ......c.uveeieiiiiiiiieeecce e et e e e e sarae e e s eraee e 26
. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU ..ottt s s e asae s s sanae s 27
POPIS UPLATNEN ...ttt st bbb b s s s s s s 28
. EKONOMICKE ASPEKTY......oveeevieceeeeeeeesesesesessesssssesessesessssesessesesssssssssssssssesesesssssssssssesssssssssssssssssans 28
. SEZNAM POUZITE SOUVISEJICI LITERATURY w....vuieieieceeteteieeeecaeteteteesese et sessaesesesesetesesen s sesesesenanans 29
. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE ......coviuetereieeecietere st ssssasae s 30



1. CIL METODIKY

Cilem metodiky bylo vyvinout analytickou metodu, kterd stanovi enzymatickou dynamiku
stravitelnosti sacharidd obsaZenych v potravé a soucasné umoini odhad resp. in vitro
screening glykemického indexu (Gl) u rlznych potravin a surovin, z nichZ je finalni produkt
vyroben. Metoda muze ¢astecné nahradit finanéné ndrocné klinické testy stanoveni Gl na
dobrovolnicich, nutri¢ni testy na zvifatech, nalezne uplatnéni v potravinarském pramyslu, v
krmivarstvi, ve Slechténi a pfi mapovani nutri¢nich vlastnosti zrna genetickych zdroju
obilovin ¢i brambor.

2.0VOoD

2.1 Sacharidy - klasifikace

Sacharidy patfi spolu s bilkovinami a tuky mezi hlavni Ziviny. Jsou vytvareny v bunkach
zelenych rostlin z oxidu uhli¢itého a vody za pfitomnosti slunecniho zafeni. Sacharidy jsou
dilezitym zdrojem energie lidi na celém svété a ovliviuji mnoho metabolickych a
fyziologickych pochodi v téle, véetné Cinnosti mozku a fyzické vykonnosti a nachazeji se v
semenech a hlizach rostlin (obilniny, pseudoobilniny, luskoviny, brambory a dalsi plodiny).
Sacharidy jsou traveny a absorbovany rlznou rychlosti v tenkém stfevé v zavislosti na jejich
botanickém plvodu a formé dané potraviny. Strava obsahujici velké mnoZstvi rychle
stravitelnych sacharid(l, které zvysuji hladinu glukdzy v krvi a inzulinovou odezvu, mize mit
nepfriznivy dopad na lidské zdravi a naopak strava bohata na pomalu stravitelné sacharidy
muze chranit proti rGznym chronickym onemocnénim. Vliv kvality sacharidd v potravé na
zdravi Clovéka vede k jejich ¢lenéni, které bere tento aspekt v Uvahu. V tabulce 1 je uvedena
klasifikace sacharidd v potravinach, ktera byla vyvinuta na zakladé studii provedenych u lidi,
charakterizujici sacharidy jak z pohledu chemického slozeni, tak na zakladé
pravdépodobného mista, rychlosti a miry traveni. Skrob patfi mezi fyziologicky a
hospodarsky nejdllezitéjsi polysacharidy, jeho nutricni hodnota souvisi se strukturou
molekuly a s modifikaci upravujici biologickou dostupnost — mechanickou, tepelnou nebo
chemickou. Podle uUrovné stravitelnosti mlze byt Skrob rozdélen do tfi kategorii: rychle
stravitelny skrob (rapidly digestible starch — RDS), pomalu stravitelny skrob (slowly digestible
starch — SDS) a rezistentni $krob (resistant starch — RS). Uroveri RDS Uzce souvisi s hodnotou
glykemického indexu, u kterého se predpoklada, Ze zvysSuje pravdépodobnost vzniku
cukrovky a prediabetes, kardiovaskularnich chorob a obezity. Prednosti SDS je pomaly
narQst postprandidlni hladiny glukosy v krvi, pfiéemz jeji hladinu udrZuje na konstantni
arovni. Oproti tomu kfivka rychle stravitelného Skrobu ma vysoké maximum a nasledny
rychly pokles. Hormonalni a metabolické odezvy odpovidaji postprandialni glykémii. Pozitivni
disledky SDS se projevuji ve fyzické a dusevni vykonnosti organismu, v pocitu sytosti a
umoznuji fizeni diabetu. Naproti tomu rezistentni Skrob neni rozstépen enzymy v tenkém



stfevé, ale prechazi az do tlustého stfeva. RS se tak fadi mezi nevyuzitelné polysacharidy, ma

tedy podobnou funkci jako vldknina, do které byva i zarfazovdn. V tlustém strevé vsak muize

byt stfevni mikroflérou metabolizovan na sekundarni produkty [1].

Tabulka 1: Klasifikace sacharidd v potravinach rostlinného plvodu [2]

Kategorie, slozka

Poznamka

Jednoduché cukry
Mono- a disacharidy (a jejich
alkoholy)

Fyziologicka odezva zavisi na plvodu a rychlosti uvolfiovani
Volna glukéza + glukdza ze sachardzy = FSG

Oligosacharidy

Maltodextriny

Rezistentni sacharidy s kratkym
fetézcem (nestravitelné-
oligosacharidy)

Mérené jako RDS

Fermentovany v tlustém stfevé - mohou stimulovat rist
bifidobakterii

Skrob
Rychle stravitelny Skrob (RDS)
Pomalu stravitelny Skrob (SDS)

Rezistentni Skrob (RS)

RDS + rychle uvolnéna FSG = rychle dostupna glukéza (RAG)
SDS + pomalu uvolnéna FSG = rychle dostupna glukdza
(SAG)

Nepodléha traveni v tenkém strevé

Neskrobové polysacharidy
Neskrobové polysacharidy
bunécnych stén rostlin —
vlaknina

Zpomaluji vstrebavani glukdzy a ostatnich Zivin;
fermentovany v rizném rozsahu v tlustém strevé

Ostatni neskrobové
polysacharidy

Potravinova aditiva; méné vyznamné slozky potravy;
fermentovany v rizném rozsahu v tlustém strevé

2.2. Glykemicky index - GI

Centrdlnim bodem metabolismu sacharidi je molekula glukdzy. Ve vztahu k rychlosti, s jakou

je glukdza v potraviné dostupna se po jidle méni hladina krevniho cukru v téle (glykémie). Ta

je v lidském téle za normalnich podminek stald a je udrzovana regulacnimi mechanismy.

Pfechodné se hladina krevniho cukru zvysuje po jidle a v zavislosti na Case tvofi kfivku, jejiz

amplituda a strmost je odvozena pravé od dostupnosti glukdzy v dané potraviné a ovlivnéna

regulacnimi mechanismy hormonalni soustavy ¢lovéka. Dostupnost glukdzy z dané potraviny

je proto klicovym faktorem ovliviiujicim nutriéni vlastnosti sacharidl. OdliSnd dynamika

uvolnovani glukézy do krve po konzumaci potraviny je velmi dobfe popsana glykemickym

indexem (GI) potraviny. Glykemicky index zjednoduSené vyjadfuje rychlost, za jakou se

komplexni sacharidy obsazené v pfijimané potravé pfeméni v travicim traktu na glukdzu,

ktera se dostane do krevniho obéhu. Vyjadreni glykemického indexu je relativni hodnoceni

této rychlosti vici glukoze, ktera ma index hodnoty 100 (Obr. 1).




Obr. 1: Glykemicky index (Gl)
Glyvkemicky index ;
Gl=100x F/B .
B = A; S hnj;D

F=, 50gS damh potravina .

Pozn.: 5 - sacharidy

(pFevzato z http://www.bajk.cz/data/clanek.asp?id clanek=507)

Cim rychleji dokaze potravina zvysit hladinu glukdzy v krvi, tim md potravina vyssi glykemicky
Glykemicky index v potraviné je ovlivnén mnoha faktory, jako je tfeba mnozstvi vlakniny,
obsah tuk(, kyselin, sacharézy nebo technologické zpracovani. Klasifikovani sacharidd podle
jejich glykemického indexu doporucili organizace WHO a FAO [3, 4].

Hodnoceni potravin podle glykemického indexu je pouzivdno ve zdravé vyzivé, redukéni
dieté a diabetické dieté. Zdrava vyZiva je prevenci nadvdze a obezité, a také proti rdznym
onemocnénim, napf. inzulinové rezistenci a nasledné i diabetes mellitus 2. typu. V diabetické
dieté ma glykemicky index vyznam pfi udrZzovani stalé hladiny glukézy v krvi. Potraviny s
nizkym Gl se na redukci hmotnosti podileji zvétSenim pocitu sytosti a podporou metabolizmu
lipid na Ukor metabolického vyuZiti sacharid(l. Naopak konzumace potravin s vysokym Gl
vede k rychlému vykyvu postprandialni glykemie. Mlze tak prohlubovat pocit hladu a tim
stimulovat chut k jidlu, urychlovat uvolnéni adrenalinu a kortizolu podporujici ukladani
energie ziskavané z jidla do télesného tuku. Soucasné studie ukazuji, Ze vysoky glykemicky
index potravy je rizikovym faktorem vzniku diabetu, kardiovaskularnich chorob a obezity [5].

2.3. Metody stanoveni glykemického indexu

2.3.1. Klinické in vivo testy

Klasicky zplsob stanoveni Gl je provadén stanovenim hladiny glukézy po poziti 50g porce
sledované potraviny zdravym dobrovolnikem, pticemz jako referencni potravina slouzi
roztok glukdzy, nebo bilé pecivo (Obr. 2). Byt jde o spolehlivy a zavedeny zpUsob stanoveni
nutricnich vlastnosti potraviny, ma urcité nevyhody, které jeho pouzivani limituji. Klinické
testy zahrnujici praci s lidskymi dobrovolniky jsou narocné jak finan¢né, tak i organizacné.
Navic jejich provadéni podléhd prisnym pravidlim a schvalovacimu procesu etické komise.
To jsou dUvody, pro¢ u konkrétnich vyrobkl mnozi vyrobci nechtéji glykemicky index
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stanovovat a existuji pouze obecné tabulky, byt je to zcela proti souéasnému trendu
informovaného zakaznika.

Obr. 2: Hladina krevni glukdzy u cisté glukdzy B 5 testované potraviny. (Mnozstvi sacharid(
v referencni a testované potraviné musi byt stejné)

nahly, rychly - vzestup
. hladiny cukru v krvi

(vysoky GI)

mirné, pozvolné - zvyseni
hladiny cukru v krvi
(nizky GI)

o0

Hladina cukru v krvi (mmol/1)
(=)

He
o
=
(53]
—

1,5 2 2,5
Cas (hodina)

(pfevzato z http://www.norbi-update.cz/proc-konzumovat-vyrobky-updatel1/)

2.3.2. Laboratorni metoda in vitro

Jiz nékolik let probihaji po celém svété vyzkumy, které maiji za cil nahradit klinické testy
laboratorni metodou bez nutnosti vyuZivat lidské dobrovolniky. Cetné studie [6,7,8,9]
potvrdily vyznamnou souvislost mezi Urovni Gl a stravitelnosti polysacharidd resp. podilu
rychle a pomalu dostupné glukézy (RAG, SAG). Metoda odhadu glykemického indexu v
laboratori vychazi z analyzy stravitelnosti sacharidd enzymovym aparatem, zjednodusené
kopirujicim lidsky travici systém [2, 6]. Rychle a pomalu dostupnd glukdéza se stanovuje
v nékolika fazich enzymatické hydrolyzy a celkovd glukdza (TG) pak po totalni hydrolyze. Z
namérenych parametr( pak Ize urcit, jaky bude mit konzumace potraviny vliv na hladinu
cukru v krvi konzumenta a odhadnout glykemicky index potraviny.

Podle matematickych modelli prezentovanych Englystem et al. [2] je glykemicka odezva (tj.
plocha pod kfivkou glykemie zavisla na obsahu rychle dostupné glukdzy v potraviné.

Glykemicka odezva= K(RAG)

Konstanta K je obecné zavisla na typu potraviny, na daném jedinci a na obsahu sacharid( v
konzumované porci. Variabilitu predstavovanou testovanym jedincem lze eliminovat po
vztazeni glykemické odezvy k vysledkiim pokusu s volnou glukdzou (prakticky jde o vypocet
glykemického indexu), variabilitu pfedstavovanou obsahem sacharid(i je mozné eliminovat
standardnim provedenim klinickych testll se stejnym mnoZstvim sacharidd. Variabilita
zpUsobenad rlznymi typy potravin je nevyhnutelnd, lze vSak predpokladat, Ze u potravin s
vysokym obsahem glukdzovych polysacharid( bude nizka. Zarazeni dalSich proménnych
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charakterizujicich kvalitu sacharid(i do regresniho modelu (obsah volné glukdzy, pomalu
dostupné glukdzy a celkové glukdzy) by tuto variabilitu mélo snizit.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1. Technické vybaveni

3.1.1. Pristroje a zarizeni

e tfepaci vodni lazen s nastavitelnou frekvenci tfepani (120 RPM) a nastavitelnou teplotou
(37°C), ktera umozni umistit zkumavky horizontalné a podélné ve sméru trepani (Obr. 3)

¢ vodni lazen s nastavitelnou teplotou (70°C)
¢ vodni lazen - 100°C (Ize nahradit vaficem a vhodnou nadobou s vikem)
¢ laboratorni centrifuga (1500 x g) pro 50ml plastové centrifugaéni zkumavky

¢ laboratorni centrifuga (10000 RPM) pro plastové centrifugac¢ni mikrozkumavky objema 1,5 ml
a2,0ml

e tfepacka VORTEX

¢ magnetickd michacka

e ultrazvukovd lazen

e chladni¢ka s mraznickou

*  HPLC/RI* — vysokoucinna kapalinova chromatografie s refraktometrickou detekci

e UV/VIS** spektrofotometr umozniujici méreni pfi A = 510

Obr. 3: Vodni lazen s tfepaci vlozkou s nastavitelnou frekvenci tfepani a nastavitelnou
teplotou
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3.1.2. Laboratorni sklo, laboratorni pomtcky

e plastové konické centrifugacni zkumavky s vickem (50 ml a 15 ml)

e plastové centrifugacni mikrozkumavky (2 ml a 1,5 ml)

e vialky *

* spektrofotometrické kyvety, opticka draha 10 mm**

* sklenéné kulicky o priméru 14 mm (P-lab; 1885811),

e dalsi bézné laboratorni sklo a plast (stojanky, kadinky, sklenéné zkumavky, odmérné
vdlce, Spicky).

* automatické pipety s rozsahy: 1 -5 ml; 100 -1000 pl; 20 -200 pl; 10-100 pl; 1-10 pl

* osobni ochranné pracovni prostfedky.

Pozn: pristroje, zarizeni, laboratorni sklo a pomicky pouze pro - HPLC analyzu*;
- spektrofotometrickou analyzu**; bez oznaceni- spolecné pro obé metody

3.1.3. Chemikalie

V tabulce 2 je uveden seznam vsech chemikalii potfebnych k analyzam stravitelnosti sacharid( in
vitro v€etné aktudlniho vyrobce resp. dodavatele (2015).

Tabulka 2: Seznam chemikalii

Nazev Dodavatel Katalogové
chemicky vzorec resp. oznaceni v katalogu ¢islo

Siran zine¢naty* ZnS0O4 Ing. Petr Svec — PENTA 25890-30500
HexakyanoZeleznatan draselny* K4Fe(CN)6 | Ing. Petr Svec — PENTA 13890-31000
Kyselina octova CH3COOH Ing. Petr Svec — PENTA 20000-11000
Octan sodny CH3COONa | Ing. Petr Svec — PENTA 22750-31000
Hydroxid draselny KOH Ing. Petr Svec — PENTA 15520-31000
Kyselina chlorovodikova HCI Ing. Petr Svec — PENTA 19360-11000
Acetonitril pro HPLC* AcCN Lach-Ner, s.r.o. 20041-STO
Guarova guma Guar SIGMA-ALDRICH spol. s r.o. G4129
Ethanol absolutni** C2H50H Ing. Petr Svec — PENTA 71250-11000
Glukéza* C6H1206 Merck spol . s r.o. 1083370250
Fruktoza* C6H1206 Merck spol . s r.o. 1040070250
PSeni¢na mouka hladka (PMH) béZné dostupna v obchodni siti

Pozn.: Chemikalie potfebné pouze pro - HPLC analyzu*; - spektrofotometrickou analyzu**; bez

oznaceni - spolecné pro obé metody

3.1.4. Enzymy

V tabulce 3 je uveden seznam vsech enzymi potiebnych k analyzam stravitelnosti sacharidd in vitro
véetné jejich specifikace a aktualniho vyrobce resp. dodavatele (2015).
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Tabulka 3: Seznam enzymu

Nazev Oznaceni v Specifikace Dodavatel Katalogové
katalogu ¢islo

Pepsin Pepsin from prasek, 2250 units/mg SIGMA-ALDRICH | P7000
porcine gastric spol. s r.o.
mucosa

Invertaza Invertin MERCK® Sucrose (pH 4.5; 25 °C) | Merck 1047382500
zvlhcovadlo pro > 2400 U/ml, B- spol. s r.o.
vyrobu cukrovinek | Glucosidase < 0,05 U/ml

Pankreatin Pancreatin from prasek 8xUSP SIGMA-ALDRICH | P7545
porcine pankreas spol. s r.o.

Amyloglukosidaza | Amyloglucosidase >300 units/ml, vodny SIGMA-ALDRICH | A7095
from Aspergillus roztok spol. sr.o.
niger

GOPOD- D-Glucose Assay Kit | Cinidlo 1: Fosfatovy Pufr | Megazyme Inc. | K-GLUC

kolorimetricky set
glukoso-oxidaza/
peroxidaza **

(GOPOD Format)

(48 ml, Ph=7,4)
Cinidlo 2: Glukosa
oxidasa + peroxidasa
+aminoantipyrin
Cinidlo 3: Glukézovy
standard (1mg/ml)

Pozn.: Enzymy potiebné pouze pro - HPLC analyzu*; - spektrofotometrickou analyzu**; bez

oznaceni- spolecné pro obé metody

3.2. Priprava standardnich roztokii

Mnoizstvi roztok( uvedenych v této kapitole je kalkulovano jako dostateéné pro analyzu 18 vzorkd.

Priprava 1 den pred pouZitim — uchovdvat v lednici

|. Carrez |; Carrezll *

Carrez | : 30% siran zineCnaty — 30 g ZnSO4, doplnit dest. vodou do 100 ml

Carrez II: 15% hexakyanoZeleznatan draselny — 15 g K4Fe(CN)6, doplnit dest. vodou do 100
ml; pokud trihydrat, tak navazka m=17,2 g)

Il. Kyselina octova (1mol/I) = 570 ul CH3COOH, doplnit dest. vodou do 10 ml

Ill. Octan sodny (0,5 mol/l) = 6,804 g CH3COONa, doplnit dest. vodou do 100 ml

IV. Hydroxid draselny (7 mol/I) = 78,547 g KOH doplnit dest. vodou do 200 ml

V. Kyselina chlorovodikova (0,05M) = 0,818ml = 818 pl 37% HCI doplnit dest. vodou do 200

ml

VI. Reakéni Cinidlo GOPOD (kolorimetricky set glukoso-oxiddza/peroxidaza)**
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Obsah Cinidla 1 kvantitativné prevedeme do odmérné banky a doplnime destilovanou vodou
do 1000 ml. Pfiblizné ve 20 ml tohoto roztoku rozpustime obsah cCinidla 2. Pfevedeme do
odmérné banky a ddkladné promichame. Rozdélime do 100 ml plastovych lahvicek a
uchovavame pfi teploté -20°C aZ jeden rok. Pred vlastnim pouzitim vytemperujeme na
laboratorni teplotu.

Priprava v den analyzy

VII. Roztok pepsin/guarova guma

200 ml 0,05M HClI (roztok V) + 1g pepsinu + 1g guarové gumy

Pozn.: pepsin a guarovou gumu vloZit do Erlenmeyerovy bariky s magnetickym michadlem,
zacit michat na magnetické michacce na sucho a pak prilit poZzadovany objem HCI, jinak Ize
jen obtizné homogenizovat

VIll. Roztok amyloglukosidazy

Predpfipraveny od vyrobce, pouze vytemperovat
IX. Invertaza
Roztok od vyrobce, pouze vytemperovat

X. Smés enzymu

Pripravit 6 centrifugacnich zkumavek s vickem (50ml), do kazdé navazit 3 g pankreatinu + 20
ml dest. vody - uzavfit vickem, zamichat na vortexu a 10 min michat na michacce -
odstfeddit 10 min. (1500 x g) = hornich 15 ml zakaleného supernatantu z kazdé zkumavky
(celkem 90 ml) se prevede pipetou do jedné bariky a pfida se 4 ml amyloglukosidazy (roztok
VII) + 6 ml invertazy (roztok VIII)-> promichat

Xl. Standard glukézy (1mg/ml) **

Pfedpfipraveny od vyrobce, pouze vytemperovat (Cinidlo 3, enzymovy set: D-Glucose assay
procedure - GOPOD)

XIl. Roztok etanolu (66 % V/V)** = 330 ml absolutniho etanolu doplnit destilovanou vodou
do 500 ml

Pozn: roztoky pouze pro - HPLC analyzu*; - spektrofotometrickou analyzu**; bez
oznaceni- spolecné pro obé metody
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3.3. Priprava vzorku

Pro hodnoceni stravitelnosti sacharidd pomoci analytické in vitro metody je dilezité, aby
byly vzorky jidla analyzované ve formé, ve které jsou obvykle konzumovany, respektive u
krmiva ve formé, vjaké je zkrmovdno. Homogenizace vzorku by méla odpovidat
mechanickému rozmélnéni pfi konzumaci.

3.5. Analytické postupy méreni celkové stravitelnosti sacharidi in vitro

3.4.1. Stanoveni obsahu volnych cukri metodou HPLC

3.4.1.1. Priprava vzorkua (HPLC)

* navazit takové mnozstvi vzorku, aby obsahovalo méné nez 0,6 g sacharidi do 50ml
plastové zkumavky s presnosti na 1 mg

* pridat do kazdé zkumavky: 25 ml destilované vody + 5 sklenénych kuli¢ek a uzavfit

* intenzivné promichat na vortexu

* umistit do vrouci Idzné na 30min

* intenzivné promichat na vortexu

* ochladit na 37°C

e pridat 3 mlinvertazy (roztok IX) do kazdé zkumavky

e tfepat 30 min ve vodni lazni (37°C)- zkumavky v horizontalni poloze (120 RPM)

* 1 mlzkazdého vzorku pipetovat do centrifugacni mikrozkumavky (objem zkumavky
2ml)

e pfidat 100 pl Carrez | a 100 pl Carrez Il

* zatfepat a nechat 5 minut stat

e odstredit (5 min, 170000 RPM)

e 0,15 ml supernatantu prenést do dalsi centrifugacni mikrozkumavky (objem
zkumavky 2ml)

e pridat 0,15 ml destilované vody, 0,85 ml acetonitrilu (AcCN), zatfepat a centrifugovat
(5 min, 10000 RPM)

* supernatant prenést do vialky a analyzovat na HPLC = podil FSG (volna glukdza)
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3.4.1.2. Stanoveni obsahu glukdzy a fruktézy (HPLC)

Glukdza a fruktdza jsou stanoveny pomoci separace kapalinovou chromatografii na NH2
koloné isokratickou eluci 85% acetonitrilem a refraktometrické detekce. Autorské pracovisté
provadi analyzy na systému Waters 2695 + Waters 414, analyzy je moiné provadét na
srovnatelné instrumentaci.

Parametry metody jsou uvedené v tabulce 4, na obrazku 4a a 4b jsou ukazky chromatogramu
z analyzy standardniho roztoku a vzorku.

Tabulka 4: Parametry analytické metody

Stacionarni faze stac. faze LiChrosorb NH2, 5um
Kolona kolona LiChroCART (250 x 4,6 mm)
Teplota kolony 35°C

Mobilni faze Acetonitril: demineralizovana voda 85:15
Pritok 1 ml/min

Doba analyzy 15 min

Retencni ¢as fruktdzyt 7,4 min

Retencni ¢as glukdzyt 7,9 min

Teplota detektoru 35°C

Polarita +

Senzitivita 512

Sampling rate 10s*

Kvantifikace Externi sada standardi

LOD 0,03 mg/ml

LoQ 0,1 mg/ml

Linearni rozsah 0,1-2,5 mg/ml

Pozn.: Tretencni ¢as analytl je pouze orientacni, bude se lisit podle pouzitého systému

Koncentrace glukdzy v analyzovaném vzorku je kvantifikovdna podle plochy piku pomoci
kalibracni krivky vrozsahu 0,1 mg/ml — 2,5 mg/ml s5 — 7 rovhomérné rozlozenymi
kalibracnimi body.
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Obr. 4: Ukazky chromatogramu z analyzy (a)standardniho roztoku smési glukozy a fruktozy o
koncentraci CGLU = CFRU = 1 mg/ml a (b)vzorku obsahujiciho oba analyty

400,0
400,0 glukdza
. fruktoza glukoza 2
fruktoza
200 400 600 800 1000 12,00 14,00 2,00 4,00 6,00 ) 8,00 10,00 12,00 14,00
(a) Minutes (b) Minutes
3.4.1.3. Vypocet obsahu glukézy a fruktézy ( HPLC)
Obsah volné glukodzy ve vzorku vyjadieny v % hmotnosti vzorku.
15 2 28
FSG=CG|U*(—l )*(l—j*( j*lO
0’15 1 rTl\/zorku
Obsah volné fruktdzy ve vzorku vyjadreny v % hmotnosti vzorku
15 2 28
FSF=CFm*(—L )*(l—j*( J*lO
0’15 1 n‘l/zorku
Ceu ... koncentrace glukdzy v pfislusSném vzorku ziskand kvantifikaci pomoci externi

kalibracni krivky, vyjadiend v mg/ml
Myzorky --- hMotnost vzorku v gramech

Ciselné hodnoty ve vzorcich (pfepoditavaci koeficienty) jsou odvozeny z konkrétniho
provedeni analyzy podle objemu pouZitych Cinidel.
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3.4.2. Stanoveni obsahu rychle dostupné glukdzy, pomalu dostupné glukoézy, celkové
glukézy metodou HPLC

3.4.2.1. Priprava vzorki (HPLC)

Zjednodusené schématické znazornéni pracovniho postupu pfipravy vzork( pro analyzu stravitelnosti
sacharid metodou HPLC je uvedeno na obrazku 5.

* navazit takové mnozstvi vzorku, aby obsahovalo méné nez 0,6 g sacharidi do 50ml
plastové zkumavky s presnosti na 1 mg

* pfidat do kazdé zkumavky: 5 ml destilované vody + 10 ml Cerstvé pfipraveného
roztoku pepsin- guarova guma (roztok VII), uzavrit a vortexovat

* temperovat 30 min ve vodni lazni (37°C)

* pfidat 5 ml octanu sodného (roztok Ill; vytemperovany na 37°C) + 5 sklenénych
kuli¢ek a uzavrit

e jemné zatfepat a nékolik minut temperovat ve vodni |azni (37°C)

e zlazné se vyjmout 1. (prvni) zkumavku (¢as 0 — pustit stopky) a pfidat 5 ml enzymové
smési (roztok X) = ihned uzavfit, jemné promichat a umistit horizontalné do 37°C
vodni lazné (jiz trepajici - 120 RPM)

* smés enzymuU (v objemu 5 ml) postupné priddvat k ostatnim vzorkdm v 1 min
intervalech - ihned uzavfit, jemné promichat a umistit horizontalné a podélné ve
sméru tirepani do 37°C teplé, tfepajici vodni lazné

e poté postupné kazdou dalsi zkumavku vyjmout presné po 20 min a:

1 ml z kazdého vzorku pipetovat do centrifugacni mikrozkumavky (velikost 2 ml) a
zkumavku s plvodnim vzorkem ihned vratit zpét do lazné (nutno hlidat poradi vzorkd,
aby byl zachovan 20min interval reakce u kazdého vzorku)

do centrifugacni mikrozkumavky s 1 ml odebraného vzorku pridat 100 pl Carrez | a 100
ul Carrez Il (ukonceni hydrolyzy), uzavrit, zatfepat, nechat 5 minut stat, odstredit (5 min,
10000 RPM)

0,15 ml supernatantu prenést do dalsi centrifugacni mikrozkumavky - pridat 0,85 ml
AcCN (acetonitril) a 0,15 ml dest. H,0, uzavrit, zatfepat a centrifugovat (5 min, 10000
RPM) = supernatant prenést do vialky a analyzovat - podil G20 (RAG —rychle
dostupna glukoza)

* po bezprostfednim vraceni kazdé zkumavky do |azné obsah inkubovat 100 min
(celkem 120 min inkubace)
* pak zkumavky v daném poradi opét vyjimat a:

1 ml z kazdého vzorku pipetovat do centrifuga¢ni mikrozkumavky (2ml) a zkumavku

s plvodnim vzorkem ihned vratit zpét do lazné (nutno hlidat poradi vzorku)

do centrifugacni mikrozkumavky s 1 ml odebraného vzorku pridat 100 pl Carrez | a 100
ul Carrez Il (ukonceni hydrolyzy), uzavrit, zatfepat, nechat 5 minut stat, odstredit (5 min,
10000 RPM)
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0,15 ml supernatantu prenést do dalsi centrifuga¢ni mikrozkumavky (0,2 ml) = pfridat
0,85 ml AcCN a 0,15 ml dest. H,0, uzavfit, zatfepat a centrifugovat (5 min, 10000 RPM)
- supernatant prenést do vialky a analyzovat = podil G120

e poté vzorky intenzivné vortexovat a umistit na 30 min do vfici vodni [azné

* vortexovat a chladit ve vodé s ledem 15 min

* do kazdé zkumavky pridat 10 ml KOH (roztok IV) - uzavfit, promichat

* 30 min michat v horizontalni poloze v ledové vodé

e poté zkumavky jednotlivé vyjmout a odebrat 0,2 ml vzorku do centrifugaéni
mikrozkumavky (0,2ml), kde je jiz napipetovan 1ml kyseliny octové (roztok Il)

* pridat 40 ul roztoku amyloglukosidazy zfedéného 1:7 (5 pl amyloglukosidazy - roztok
VIl + 35 pl H,O =40 ul na 1 vzorek, uzavrit a promichat

e umistit na 30 min do vodni lazné (70°C)

e poté prendat na 10 min do vfici vodni lazné

e pak ochladit a pfidat 150 pl roztoku Carrez | a 150 pl roztoku Carrez Il ke kazdému
vzorku, zatfepat, nechat 5 minut stat a odstredit (5 min, 10000 RPM)

e 0,15 ml supernatantu pipetovat do dalsi centrifugacni mikrozkumavky (0,2ml) pridat
0,85 ml AcCN + 0,15 ml H,0, uzavrit, zatfepat a centrifugovat (5 min, 10000 RPM)

e supernatant prenést do vialky a analyzovat - podil celkové glukdzy (TG)

Zjednodusené schématické znazornéni pracovniho postupu pripravy vzork( pro analyzu
stravitelnosti sacharidll metodou HPLC je uvedeno na Obr. 5.

Poznamky:

Lze analyzovat max. 18 vzorki v jednom analytickém béhu vzhledem k minutovym
intervalum pri odbéru frakce G20, kdy celkovd doba pro odbéry je 20 minut.

Z tohoto divodu je vétsina roztoki pfipravovdna pro 18 vzorkd (viz. 3.3. Priprava
standardnich roztokd).

Pro kontrolu je vhodné do analyzovaného setu vzork( zaradit standardni vzorek — PMH
(Tabulka 2)
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Obr. 5. Schématické znazornéni pracovniho postupu pfipravy vzorkd pro analyzu
stravitelnosti sacharid metodou HPLC (3.4.2.1.)

HOMOGENIZOVANY VZOREK
Pfidej roztok pepsinu a guarové gumy
v
Temperuj 30 min pfi 37°C
v
Pfidej octan sodny a sklenéné kulicky
v
Temperuj pfi 37°C
W
Pfidej smés enzym( (pankreatin, amyloglukosidaza, invertaza)
v
Inkubuj v tfepaci ldzni pfi 37°C
D’ 1
| Po 20 min odeber 1 ml vzorku |
¥ 1
I Po 100 min odeber 1 mlvzorku |
v
Promichej a umisti do vfici vodni ldzné na 30 min
W
Promichej a ochlad k 0°C
Y
Pfidej KOH
v
Inkubuj v tfepaci lazni pfi 0°C 30 min
N\
Odeber 0,2 ml vzorku a pfidej ho do roztoku CH,COOH
Pridej amyloglukosidazu
f
Inkubuj 30 min pfi 70°C Vycef Carrézovymi inidly, centrifuguj
Y
I 10 min ve viici vodni ldzni |
v Odeber 0,15 ml vzorku + AcCN=>
Ochlad, vycef Carrézovymi inidly, centrifuguj
0,15 ml vzorku + AcCN=> HPLC
CELKOVA GLUKOZA (TG) G 120 G 20 (RAG)
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3.4.2.2. Stanoveni obsahu glukoézy v ziskanych frakcich metodou HPLC

Postup stanoveni obsahu glukdzy ve frakcich oznacenych jako G20, G120 a TG je totozny
s postupem popsanym v Kapitole 3.4.1.2. Stanoveni obsahu glukdzy a fruktézy (HPLC).

3.4.2.3. Vypocty obsahu glukdzy ve frakcich ( HPLC)

Obsah glukozy uvolnéné po dvaceti minutach vyjadreny v % hmotnosti vzorku

L(115),(12),( 25 ),
Gzo = Cou (Ej (Tj (n‘\/ J 10
’ zorku

Obsah glukdzy uvolnéné po sto dvaceti minutach vyjadreny v % hmotnosti vzorku

Gy =Cou * E * (EJ* . 10
0’15 1 rT‘l\/zorku

Obsah celkové glukdzy vyjadreny v % hmotnosti vzorku

TGoc +[115).(154),( 35 ).,
oL 0’15 0’2 rTl\/zorku

Calu ... koncentrace glukozy v prislusném vzorku ziskana kvantifikaci pomoci externi

kalibracni krivky, vyjadiend v mg/ml
Myzorky --- hMotnost vzorku v gramech

Ciselné hodnoty ve vzorcich (pfepocitavaci koeficienty) jsou odvozeny z konkrétniho provedeni
analyzy podle objemu pouzitych Cinidel.

3.4.3. Stanoveni obsahu volnych cukri spektrofotometrickou metodou

Ke stanoveni obsahu glukodzy v pfipravenych vzorcich se pouziva komercéné dostupny enzymovy set
(D- glukose assay procedure) vyrabény firmou Megazyme (Tabulka 3)
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3.4.3.1. Priprava vzorku (spektrofotometricka metoda)

* navazit takové mnozstvi vzorku, aby obsahovalo méné nez 0,6 g sacharidi do 50ml
plastové zkumavky s presnosti na 1 mg

* pfidat do kazdé zkumavky: 25 ml destilované vody + 5 sklenénych kuli¢ek a uzavfit

* intenzivné promichat na vortexu

* umistit do vrouci Idzné na 30min

* intenzivné promichat na vortexu

* ochladit na 37°C

e pridat 3 mlinvertazy (roztok IX) do kazdé zkumavky

e tfepat 30 min ve vodni lazni (37°C)- zkumavky v horizontalni poloze (120 RPM)

* 1 mlzkaZdého vzorku pipetovat do centrifugacni zkumavky (objem zkumavky 15 ml)
obsahujici 2 ml etanolu (roztok Xll)

* intenzivné promichat na vortexu

* zatfepat a nechat 5 minut stat

e odstredit (10 min, 6000 RPM)

e 1 ml supernatantu prenést do dalsi centrifugacni mikrozkumavky (objem zkumavky
15ml) a zfedit 5 ml destilované vody

* 0,1 mlalikvotni podil analyzovat spektrofotometricky - podil FSG (volna glukdza)

3.4.3.2. Stanoveni obsahu glukézy (spektrofotometricka metoda)

* z kazdé centrifugacni zkumavky pipetovat dvakrat 0,1 ml supernatantu do sklenénych
zkumavek

* spolu s kazdou sadou vzorkl méfime 2x glukézovy standard a ptipravujeme jeden
slepy pokus.

* glukdzovy standard: pipetovat dvakrat 0,1 ml glukézového standardu (roztok XI) do
sklenénych zkumavek

* slepy pokus: pipetovat jednou 0,1 destilované vody do sklenénych zkumavek

e pridat 3,0 ml rekéniho ¢inidla GOPOD (roztok VI), véetné do 2 glukdzovych standard
a 1 slepého pokusu

* inkubovat po dobu 20 minut pfi 50°C ve vodni lazni

e zméfit absorbanci pfi vinové délce A = 510 nm proti slepému pokusu
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3.4.3.3. Vypocet obsahu glukdzy (spektrofotometricka metoda)

Obsah volné glukdzy ve vzorku vyjadieny v % hmotnosti vzorku

£SG (10‘4> ( 6 ) ( 100 ) a8
= x| — ) %[ — | %
AGLU 0'1 Myzorku

A,,... absorbance vzorku mérena proti slepému pokusu

AgLy--- absorbance standardu glukosy mérena proti slepému pokusu
Myzorky --- hMotnost vzorku v gramech

Ciselné hodnoty ve vzorcich (pFepoditdvaci koeficienty) jsou odvozeny z konkrétniho
provedeni analyzy podle objemu pouZitych Cinidel.

3.4.4. Stanoveni obsahu rychle dostupné gluk6zy, pomalu dostupné glukdzy, celkové
glukoézy spektrofotometrickou metodou

Ke stanoveni obsahu glukodzy v pfipravenych vzorcich se pouziva komercéné dostupny enzymovy set
(D- glukose assay procedure) vyrabény firmou Megazyme (Tabulka 3)

3.4.4.1. Priprava vzorki (spektrofotometricka metoda)

* navazit takové mnoizstvi vzorku, aby obsahovalo méné nez 0,6 g sacharidi do 50ml
plastové zkumavky s presnosti na 1 mg

* pfidat do kazdé zkumavky: 5 ml destilované vody + 10 ml Cerstvé pfipraveného
roztoku pepsin- guarovd guma (roztok VII), uzavfit a vortexovat

* temperovat 30 min ve vodni lazni (37°C)

e Pridat 5 ml octanu sodného (roztok lll; vytemperovany na 37°C) + 5 sklenénych
kuli¢ek a uzavrit

e jemné zatrepat a nékolik minut temperovat ve vodni [azni (37°C)

e zlazné se vyjmout 1. (prvni) zkumavku (¢as 0 — pustit stopky) a pfidat 5 ml enzymové
smési (roztok X) = ihned uzavfit, jemné promichat a umistit horizontalné do 37°C
vodni lazné (jiZ tfepajici - 120 RPM)

* smés enzymuU (v objemu 5 ml) postupné priddvat k ostatnim vzorkdm v 1 min
intervalech - ihned uzavfit, jemné promichat a umistit horizontalné do 37°C vodni
lazné (trepajici)

23



e poté postupné kazdou dalsi zkumavku vyjmout presné po 20 min a:

0,5 ml z kazdého vzorku pipetovat do centrifugacni kyvety (velikost 50 ml) obsahujici 20
ml etanolu (roztok XlI) a zkumavku s pavodnim vzorkem ihned vratit zpét do lazné
(nutno hlidat poradi vzorkd, aby byl zachovan 20min interval reakce u kazdého vzorku)
odebrany podil vzorku s etanolem intenzivné promichat na vortexu a odstredit (10 min,
6000 RPM)

0,1 ml alikvotni podil analyzovat spektrofotometricky - podil G20 (RAG —rychle
dostupna glukoza)

* po bezprostfednim vraceni kazdé zkumavky do lazné obsah inkubovat 100 min
(celkem 120 min inkubace)
e pak zkumavky v daném poradi opét vyjimat a:

0,5 ml z kazdého vzorku pipetovat do centrifugacni kyvety (velikost 50 ml) obsahujici 20
ml etanolu (roztok XlI) a zkumavku s pavodnim vzorkem ihned vratit zpét do lazné
(nutno hlidat poradi vzorku)

odebrany podil vzorku s etanolem intenzivné promichat na vortexu a odstredit (10 min,
6000 RPM)

0,1 ml alikvotni podil analyzovat spektrofotometricky - podil G120

e poté vzorky intenzivné vortexovat a umistit na 30 min do vfici vodni [dzné

* vortexovat a chladit ve vodé s ledem 15 min

* do kazdé zkumavky pridat 10 ml KOH (roztok IV) - uzavfit, promichat

* 30 min michat v horizontalni poloze v ledové vodé

e poté zkumavky jednotlivé vyjmout a odebrat 0,2 ml vzorku do centrifugacni
zkumavky (15ml), kde je jiz napipetovdno 2 ml kyseliny octové (roztok II)

e pridat 40 pl roztoku amyloglukosidazy zfedéného 1:7 (5 ul amyloglukosidazy - roztok
VIII + 35 pl H20 =40 pl na 1 vzorek, uzavfit a promichat

e umistit na 30 min do vodni lazné (70°C)

e poté prendat na 10 min do vfici vodni lazné

e pak ochladit a pfidat 10 ml destilované vody ke kazdému vzorku, intenzivné
promichat na vortexu a odstredit (10 min, 6000 RPM)

e 0,1 ml alikvotni podil supernatantu analyzovat spektrofotometricky—> podil celkové
glukodzy (TG)

3.4.4.2. Stanoveni obsahu glukézy v ziskanych frakcich (spektrofotometricka metoda)

Postup stanoveni obsahu glukdzy ve frakcich oznacenych jako G20, G120 a TG je totozny s
postupem popsanym v Kapitole 3.4.3.2. Stanoveni obsahu glukozy (spektrofotometricka
metoda).
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3.4.4.3. Vypocty obsahu glukdzy ve frakcich (spektrofotometricka metoda)

Obsah glukozy uvolnéné po dvaceti minutach vyjadreny v % hmotnosti vzorku

: p 10~* (20,5) (25) ( 100 )
= * * \og/) "\
20 vz AGLU 0;1 0'5 Myzorku

Obsah glukdzy uvolnéné po sto dvaceti minutach vyjadreny v % hmotnosti vzorku

o= () (2. (2)- (2
= * * *\qe )\
120 vz AGLU 0'1 0'5 Myzorku

Obsah celkové glukdzy vyjadieny v % hmotnosti vzorku

—_— (10‘4> (12,24) (34) ( 100 )
= * * | — | % | —8 9 —
v AGLU 0'1 0'2 Myzorku

A,,... absorbance vzorku méfena proti slepému pokusu
AgLy--- absorbance standardu glukosy mérena proti slepému pokusu
m vzorku ... hmotnost vzorku v gramech

Ciselné hodnoty ve vzorcich (pfepocitavaci koeficienty) jsou odvozeny z konkrétniho provedeni
analyzy podle objemu pouZitych Cinidel.

3. 5. Rovnice pro vypocet frakci glukozy resp. Skrobu

V reakéni smési (3.4.1. a 3.4.3) byl stanoven obsah volné glukdzy (FSG) a v reakéni smési
(3.4.2. 2 3.4.4.) obsah uvolnéné glukdzy po dvaceti (G20) a sto dvaceti minutach (G120) a
obsah celkové glukdzy (TG). Hodnoty pro rychle dostupnou glukézu (RAG), pomalu

dostupnou glukdzu (SAG), rychle stravitelny skrob (RDS), pomalu stravitelny skrob (SDS),
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rezistentni Skrob (RS) a celkovy Skrob (TS) se vypocitaji z namérenych hodnot FSG, G20, G120
a TG (rovnice 1-6). Hodnoty pro frakce Skrobu byly vyjadieny jako polysacharidy pomoci
faktoru 0,9 [1].

RAG = G20 (1)
SAG = G120 — G20 (2)
RDS = (G20 — FSG) x 0,9 (3)
SDS = (G120 — G20) x 0,9 (4)
TS = (TG - FSG) x 0,9 (5)
RS = (TG — G120) x 0,9 (6)

3.6. Vypocet glykemického indexu GI

Vzhledem k provedenym klinickym testim na stanoveni glykemického indexu, které
zahrnovaly 11 referencnich potravin na bazi psenice (Tabulka 5), jez byly také podrobeny in
vitro analyze stravitelnosti sacharidl, bylo mozné vytvorit regresni model pro vypocet
glykemického indexu z hodnot FSG, RDS, SDS a RS.

Vzorec pro vypocet glykemického indexu

Gl = -21,28FSF +53,91FSG + 0,49RDS +1,04SDS - 0,87RS

Ciselné hodnoty uvedené v rovnici jsou regresni koeficienty odvozené z regresniho modelu
ziskaného pomoci namérenych dat uvedenych v tabulce 5.

Takto postaveny model vysvétluje 61 % variability a smérodatna chyba odhadu glykemického
indexu je 20,8 bodu. Vzhledem k tomu, Ze relativni rozptyl hodnot namérenych v klinickych
testech se pohyboval vrozmezi 13,7 — 35,6 % primérné hodnoty, jde o srovnatelnou
nejistotu vystupnich hodnot jako v klinickych zkouskach.

PFi pouzivani modelu je nutné mit na paméti, Zze vstupni soubor dat je omezeny, nebot diky
narocnosti klinickych zkousek nebylo mozné otestovat vice potravin. Referencni potraviny
jsou navic pomérné homogenni co do sloZeni, s vysokym obsahem Skrobu a nizkym obsahem
volnych cukrd a tuku, ktery mizZe glykemicky index a stravitelnost Skrobu velmi ovlivnit.
Proto doporucujeme vypocet pouZivat pouze pro potraviny podobného charakteru.
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Tabulka 5: Vstupni data pro linearni regresni model k vypoctu Gl z hodnot ziskanych
analyzou stravitelnosti sacharidd

Vzorek FSF FSG RDS SDS RS Gl £ SEM
cizrna 2,2 0,7 38,1 11,9 18,9 29,31+19,1
Spaldové kernoto 0,3 0,4 60,4 15,6 29,0 49,7+14,1
Spaldovy kiehky chlebicek 1,7 1,1 56,1 2,6 1,7 72,3+23,3
Spaldové vlocky 0,4 0,4 42,3 17,6 5,9 47,0+16,1
Cocka Cervend 1,8 0,5 47,9 11,8 21,6 24,9+18,1
kuskus 1,4 0,5 65,4 9,6 12,1 80,5+22,9
téstoviny 1,7 0,8 33,5 28,3 5,0 71,7+19,1
ryze 0,0 0,2 39,3 27,0 12,9 75,8+28,2
kfupky 0,5 0,7 34,2 39,8 15,5 103,0+15,7
pohanka 0,7 0,6 48,5 9,5 5,5 59,518,2
polenta 0,4 0,5 37,6 6,0 13,0 78,6126,3

Pozn.: VysledKky GI jsou uvedeny jako primér z 9 méteni + standardni chyba priméru

4. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU“

V Ceské republice dosud nebyla zpracovdna metodika, ve které by byla popséana in vitro
laboratorni metoda hodnoceni stravitelnosti sacharidli v potravé. Postupy zahrnuté
v metodice umoznuji charakterizovat nutri¢ni vlastnosti sacharidli a to zejména Skrobu, jako
fyziologicky a hospodarsky nejdllezitéjsiho polysacharidu, s ohledem na uroven a dynamiku
jeho stravitelnosti v potravinach, krmivech i vychozich produktech na bazi skrobu. Navrzeny
metodicky pristup mlze efektivné doplnit nutriéni testy na zvifatech a za unikatni Ize
povazovat moznost jeho aplikace k odhadu glykemického indexu potravin bez nutnosti
narocnych klinickych testl na lidskych dobrovolnicich.

Predlozena metodika ,Laboratorni hodnoceni stravitelnosti sacharidli v potravinach a
krmivech s moZnosti predikce glykemického indexu” popisuje podrobné pracovni postupy
dvou laboratornich pristupl hodnoceni stravitelnosti sacharidt lisici se zejména v analytické
koncovce. Kméreni obsahu uvolnéné glukdzy je moZzno pouzit jak metodu
spektrofotometrickou, tak metodu vysokoucdinné kapalinové chromatografie s
refraktometrickou detekci. Soucasti metodiky je vzorec na vypocet glykemického indexu,
vytvoreny na zakladé vysledk( ziskanych vySe uvedenymi metodami. Takto kompletné
zpracovana metodika nebyla, i v kontextu mezinarodniho srovnani, doposud odborné
verejnosti prezentovana.
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5. POPIS UPLATNENI

Metodika pro hodnoceni stravitelnosti Skrobu v potravinach a krmivech s moznosti predikce
glykemického indexu byla koncipovéana tak, aby byla vyuzitelna v potravinarské i krmivarské
praxi a bude poskytnuta Siroké odborné verejnosti, ktera se touto problematikou zabyva.
Bezprostfedni je uplatnéni zde popsanych metod na Slechtitelskych pracovistich ve Slechténi
novych modernich odrid obilovin resp. brambor s definovanou nutri¢ni kvalitou. Uplatnénim
metodiky budou ziskané poznatky rovnéz vyuZitelné v oblastech aplikovaného i zakladniho
vyzkumu, pro studenty a pedagogy strednich i vysokych skol.

Metodika bude v pisemné formé Sifena na poradanych odbornych prezentacich a
seminarich. V elektronické podobé bude zverejnéna na webovych strankach vyrobce a
Vyzkumného Ustavu, v.v.i. (www.vurv.cz).

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem aplikované metodiky je pfinos novych analytickych
metod k hodnoceni nutri¢ni kvality potravin obsahujicich sacharidy. Nutri¢ni kvalita je
v soucasné dobé velmi aktualnim tématem, zejména vzhledem k nardstu civilizacnich chorob
jako je diabetes a obezita, a s tim spojené riziko kardiovaskularnich chorob ¢i nadorovych
onemocnéni. Urcitym identifikdtorem nutri¢ni kvality, ktery se poji k potravindm obsahujici
sacharidy je glykemicky index — Gl, ktery popisuje rychlost uvolfovani glukézy do krve a
muzZe slouzZit jako nastroj prevence pred vznikem civilizacnich chorob, a to zejména diabetu
mellitu Il.typu. Vybér sacharidovych potravin dle jejich glykemického indexu mlzZze mit vliv na
cetné aspekty lidské fyziologie a metabolismu, které mohou ddle ovlivnit fyzickou a dusevni
vykonnost a pfispét k prevenci a zvladnuti nékterych chronickych onemocnéni. Gl je jednim z
nejvhodnéjsich voditek pro vybér zdravi prospésnych potravin a Ize ho doporucit pfi cesté za
zdravym Zivotnim stylem.

V souCasné dobé vsak neexistuji presné hodnoty glykemického indexu pro potraviny
dostupné na ceském trhu. DuleZitou roli zde hraje vysokd finanéni i ¢asova narocnost
klinického testovani glykemického indexu potravin. Standardni testy doporucené FAO pro
uréeni Gl jedné potraviny (vzorku) se provadi primérné na 8 dobrovolnicich, u kterych je
glykémie mérena 8 x béhem 2 hodin. Pfi cené jednoho odbéru 30,-K¢ a zahrnuti ceny pro Gl
referencni potraviny Cini jen cena analyz pro uréeni Gl jedné potraviny 5 - 6 tis. KC. Do
kalkulace nejsou zahrnuty naklady na organizaci a vyhodnoceni testll a rovnéz naklady na cas
osob Ucastnicich se testovani.

V predlozené metodice jsou popsany dva analytické postupy, které vedou k odhadu
glykemického indexu. Z ekonomického hlediska je v obou ptipadech vZdy nejvétsi polozkou
vstupni cena analytického zafizeni. V Tabulce 6 je uveden ptiklad provoznich ndklad( na
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provedeni jedné analytické série vzork(, kalkulovanych vramci podminek VURV,v.v.i. a
VSCHT. Je ziejmé, 7e vySe mzdovych i refijnich nakladli bude pro jednotlivé podniky
specificka. Nicméné z tabulky 6 je patrné, Ze finanéni a ¢asova narocnost laboratornich
analyz je podstatné nizsi v porovnani se standardnimi testy.

DalSim pfinosem je vyuZiti zminénych analytickych metod ve vyzkumu krmné kvality
z pohledu nutri¢ni kvality obilovin ¢i krmnych smési s ¢astecnym nahrazenim financné
narocnych testll na pokusnych zviratech s prihlédnutim k etické strance téchto pokusu.

Tabulka 6: Informativni porovnani nakladi na analyzy glukézy metodou HPLC a
spektrofotometrickou metodou

HPLC Spektrofotometrickd metoda
1 analyza: 8 vzorkl (2 opakovani), 1 standard, | 1 analyza: 8 vzork(l (2 opakovani), 1 standard, 1
1 slepy pokus slepy pokus
Volné Celkova Volné Celkova
cukry stravitelnost cukry stravitelnost
Material (K¢); Material (K¢);
s DPH (21%) 290, 2328, s DPH (21%) 443 2411
Mzda Mzda
(cca 150 K¢/hod.) | 3% 750,- (cca 150 K¢/hod.) | >O° 750
ReZie pracovisté* | 159,- 831,- ReZie pracovisté** | 215 917
749,- 3909,- 958 4078

Celkem (K¢) Celkem (K¢)

Pozn.: *V pFipadé VURV, v.v.i. fixné kalkulovano 27% z celkovych néklad(, **V ptipadé VSCHT fixné
kalkulovano 29 % z celkovych nakladd.
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