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Glykemicky index potravin a jeho stanoveni

Souhrn

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reserSi na dané téma se zaméfenim na
analytické metody odhadu glykemického indexu potravin.

Tato bakalarskd prace je rozdélena do tii hlavnich kapitol. Prvni kapitola popisuje
obecnou charakteristiku glykemického indexu a faktory, které ovliviiuji glykemicky index
potravin. V této kapitole je popsano jaky vliv maji potraviny s nizkym a vysokym
glykemickym indexem na zdravi a hladinu glykémie u ¢lovéka. Dalsi ¢ast této kapitoly se
zabyva celou fadou faktorti, které mohou ovlivnit absolutni mnozstvi glukoézy v krvi do 2
hodin po jidle. V druhé kapitole je vysvétleno méteni glykémie konvenéni a kontinudlni
metodou. Poukazuje na vyhody a omezeni kazdé¢ z téchto metod.

Tteti nejobsahlejsi kapitola se zabyva metodami stanoveni glykemického indexu
potravin. Tato kapitola je rozdé€lena na dvé Casti. Prvni ¢ast popisuje klinické metody téz
nazyvany metody in vivo a druhd ¢ast se zabyva analytickymi metodami oznaCovany jako
in vitro. Klinickd metoda vyzaduje métfeni hladiny krevni glykémie po poziti testované
potraviny u zdravych dobrovolniki. Diky této metodé¢ milzeme spolehlivé stanovit
glykemicky index potravin, ale je limitovana finan¢ni i ¢asovou naro¢nosti. Provadéni téchto
testll podléha ptisnym pravidlim a schvalovacimu procesu etické komise.

Analytické metody jsou zaloZeny na principu nasimulovaného lidského traveni. Pti
zjiStovani glykemického indexu potravin pomoci in vitro lze pouzit metodiky indexu
hydrolyzy. Vysledné hodnoty indexu hydrolyzy jsou pouhou piedpovédi GI potravin. Dalsi
popsanou metodikou je méfeni rychle a pomalu dostupné glukozy a Skrobu v potravinach. Je
zalozena na méfeni glukdézy uvolnéné z testované potraviny béhem casové inkubace
a standardizovanych podminek pomoci HPLC. Posledni metoda zahrnuje S$tépeni potravin,
naslednd HPLC analyzu cukri a cukernych alkoholi. Udaje ziskané z HPLC analyzy jsou
zpracovany pomoci umélé neuronové sité ke zjisténi predpovidané hodnoty GI potraviny.

V zavéru prace jsou uvedeny vyhody a nevyhody obou metod. Je porovnana

spolehlivost, pracnost a nakladovost analytickych metod s metodami klinického stanoveni.

Klic¢ova slova: glykemicky index, stanoveni, glykémie, in vivo, in vitro



Glycaemic index of food and its determination

Summary

The purpose of this thesis was to elaborate a literature recherche on a given theme
with focus on analytical methods to estimate the glycaemic index of food.

This bachelor thesis is divided into three main chapters. First chapter describes general
characteristics of glycaemic index of foods and influencing factors. In this chapter states the
influence of high and low glycaemic index foods on health, wellbeing and glycaemia
in humans. Subsequent part of this chapter is dealing with many other factors that influence
the absolute amount of glucose in blood in 2 hour interval after meal.

Chapter two initiates into conventional and continual methods of glycaemia measurement.
It highlights the advantages and limitations of each of these methods.

Third, the most extensive chapter is dealing with methods of glycaemic index
assessment. This chapter is broken down into two parts. First part specifies clinical methods
that are also called in vivo, and the second part is focusing on in vitro methods. Clinical
methods require blood glycaemia measurement in healthy volunteers after consuming a test
meal. With this method we are able to reliably state the glycaemic index of certain foods.
The limiting factor of this method is that it is rather time-consuming and it requires higher
financial means. These measurements take place under a strict control, according
to guidelines and only with the approval of ethical committee.

Analytical methods are based on simulation of human digestion. /n vitro methods use
hydrolysis index to obtain the glycaemic index. The final values are only an assessment
of glycaemic index of given food. Other method that is described is measurement of fast
and slowly available glucose and starch in given test foods. It is based on measurement
of released glucose from the test food with HPLC method, time incubation and standardized
conditions. Last method includes partitioning of a test food, and subsequent HPLC analysis
of carbohydrates and sugar alcohols. The HPLC results are processed in artificial neural
network to reveal glycaemic index values.

The advantages and disadvantages of each mentioned method are stated in conclusion
of this work. I compared and contrasted reliability, elaborateness, budget demands

of analytical methods with clinical assessment methods.

Keywords: glycemic index, determination, glycaemia, in vivo, in vitro
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1 Uvod

V posledni dobé trapi lidstvo civilizaéni choroby, na jejichz vzniku se podili
pfedev§im moderni zivotni styl. Mezi pfiiny vzniku patii napt. stres, koufeni, nedostatek
pohybu, nedostatecna konzumace zeleniny a ovoce, piijem kaloricky bohatych jidel,
pteslazovani ¢i pfesolovani. Doporuceni snizit piijem tukil a nahradit je zejména sacharidy
neni pfili§ vhodné, protoze za vznik obezity a kardiovaskularnich nemoci nesou odpovédnost
také sacharidy. Nevhodné sloZzeni a mnozstvi sacharidi zvysuji hladinu krevniho cukru. Cim
vice po jidle stoupne glykemie, tim vice se musi vyplavit inzulinu a tim je vétsi tendence
k ukladéani tuku v organismu. Je dilezité¢ znat glykemicky index potravin, protoze vhodna
strava miiZze pisobit jako G¢inna prevence. Glykemicky index by nemél byt pouzivan jako
jediné kritérium pro vybér zdravych potravin, protoze je do zna¢né miry modulovan dal$imi
faktory. Mezi tyto faktory lze zatadit lidské emoce, ptedchozi jidlo a dalsi slozky ve
smiSeném jidle a mohou vyznamné ovlivnit aktudlni reakci na koncentraci krevni glukozy
u jedince.

Glykemicky index je Ciselny udaj, ktery vyjadiuje hodnoceni glykemické odpovédi na
poziti potraviny obsahujici 50 g sacharidii. Vypocitava se jako pomér hodnoty glykémie za 2
hodiny po ptfijmu dané potraviny a hladiny krevniho cukru po poziti ekvivalentniho mnozstvi
referencni potraviny, kterou je gluk6za. Potraviny s nizkym GI prodluzuji pocit sytosti,
nedochézi k velkym vykyvim hladiny glykémie jako u potravin s vysokym GI.

V této praci jsou popsany metody, které se pouzivaji pfi zjiStovani glykemického
indexu potravin a to za pouziti zejména analytickych a klinickych metod. Je porovnana
pracnost a spolehlivost instrumentalnich metod odhadu glykemického indexu potravin

s metodami klinického stanoveni glykemického indexu na zakladé méteni krevni glykémie



2 Cil prace

Glykemicky index potravin je jednim z nutri¢nich faktort ziskavajici stale vyssi zdjem
u spotiebitelil i1 1ékarti. Jeho vlastni stanoveni je naroc¢né, proto jsou hledany jiné analytické
moznosti jeho odhadu bez potieby stanoveni glykemické odezvy potraviny.
Hypotéza: Stanoveni glykemického indexu potravin na zdkladé urceni hladiny krevni
glykémie po konzumaci potraviny lze nahradit metodami analyzy dané potraviny.
Cilem prace bylo zpracovat literarni reSerSi se zaméfenim na analytické metody odhadu

glykemického indexu potravin.



3 Definice

Glykemicky index (GI) je klasifikovan potencidlem zvySeni krevni glukozy po
konzumaci potraviny obsahujicich sacharidy. Je definovan jako plocha pod vzestupnou casti
kitivky odezvy krevni glukozy po konzumaci 50 g dostupnych sacharidil testované potraviny
vyjadiena jako procento odezvy na stejné mnozstvi sacharidii z referencni potraviny, pozité
stejnou osobou (Chlup et al., 2008). Podle glykemického indexu jsou potraviny sefazeny na
stupnici, pofadi na této stupnici zavisi na tom, v jakém rozsahu sacharidy obsazené v dané
potraviné zvySily hladinu cukru v krvi. Referen¢ni potravina mé hodnotu GI 100, se kterou
jsou ostatni potraviny srovnavany. Jako referencni potravina je pouzivana glukéza (Miller,
2002; Brand-Miller et al., 2003). Hodnoty GI rtiznych potravin jsou zndzornény v tabulce ¢. 1.

Glykemicky index specifickych jidel ¢i potravin je uréen pfedevS§im povahou
spotiebovanych sacharidii a dal§imi faktory stravy, které maji vliv na stravitelnost Zivin nebo
sekreci inzulinu.

Potraviny obsahujici sacharidy, které jsou rychle stravitelné, maji vysoky glykemicky
index, protoze odezva hladiny krevni glukézy je rychla a vysoka. Naopak pomalu stravitelné
sacharidy maji nizky glykemicky index a glukdza je uvoliiovana do krevniho feciSté postupné.
Obecné plati, Ze vétSina potravin bohatych na rafinované sacharidy ma vysokou hodnotu GI,
zatimco neSkrobova jidla jako je zelenina, ovoce a luSténiny, méd sklon k nizkému

glykemickému indexu.
3.1 Glykemicka zatéZ

V roce 1997 byla predstavena glykemickd naloz (GL) vyzkumniky Harvardské
univerzity k hodnoceni celkové glykemického efektu v porci potraviny. GL uddva mnozstvi
dostupnych sacharidt v porci potraviny. Cim vyssi je GL, tim vétsi je o¢ekavana hodnota
hladiny glukézy v krvi. Dlouhodobd konzumace stravy s relativné vysokou glykemickou
nalozi je spojena se zvySenym rizikem diabetu 2. typu a s ischemickou chorobou srde¢ni.

Hodnoty GL jsou vypocteny pro vétSinu z potravin, podle nasledujiciho vzorce:

Glykemicka naloz = GI x obsah stravitelnych sacharidi v jedné porci [g] : 100

Potraviny s podobnym GI se mohou navzédjem vyrazng lisit obsahem sacharidi, coz se

odrazi na hodnoté glykemické néloZe. Potraviny s nizkou glykemickou nalozi maji vzdy nizky



glykemicky index, ale ty potraviny, které maji GI stfedni nebo vysoky mohou mit hodnoty

glykemické zatéze nizké, ale 1 vysoké. Napt. mrkev ma vysoky GI, ale nizkou GL, na rozdil

od brambor, které maji ob&é hodnoty vysoké (Foster-Powell et al., 2002; Ludwig, 2002).

Tabulka €. 1 Tabulka hodnot glykemického indexu a glykemické ndloze vybranych potravin

Glykemicky MnozZstvi
Potravina index (prumér  Velikost porce stravitelnych Glykemicka
+ SE) [%] sacharidi zatéz
v poreci [g]
ananas 59+8 120 g 13 8
banan 52+4 120 g 24 12
jablko 38+2 120 g 15 6
mrkev 47 £16 80 g 6 3
cocka 29+ 1 150 g 18 5
ryze bila 56+7 150 g 43 24
dlouhozrnna
ryze hnéda 55+7 150 g 33 18
bily chléb 70+0 30g 14 10
zitny chléb 58+6 30g 14 8
brambory bilé 50+£9 28 14
varené 150 g
Spagety bilé 383 180 g 48 18
mléko plno tucné 27+4 250 ml 12 3
ty¢inka Mars 65+3 60 g 40 26
mlécna cokolada 43 +3 50g 31 13
Bebe susenky
Dobr¢ rano 51+9 50g 33 19
cokoladové

Zdroj: Foster-Powell et al., 2002



3.2 Rozdéleni potravin podle glykemického indexu

Hodnoty GI jsou rozdéleny do tii kategorii:
e Nizky glykemicky index - GI =0 —55
o Stfedni glykemicky index - GI = 56 — 69
e Vysoky glykemicky index - GI > 70 (Pi-Sunyer, 2002)

3.3 Potraviny s nizkym glykemickym indexem

V roce 1997 Svétova zdravotnicka organizace (WHO) a Organizace pro potraviny
a zemé&délstvi (FAO) vydala doporuceni, aby lidé v primyslovych zemich zalozili sviij zpisob
stravovani na potravinach s nizkym glykemickym indexem, aby se tak zabranilo nejcastéji
vyskytovanym civilizaénim chorobam, jako je ischemickd choroba srde¢ni, diabetes a obezita
(Foster-Powell et al., 2002).

Studie Santose et al. (2015) ukazaly, ze pfijem jidel s nizkym glykemickym indexem
udrzuje hladinu glukoézy vkrvi bez velkych vykyvl, zlepSuje lipidovy profil
a koncentraci lipoproteinti. Na obrazku €. 1 je zndzornén vzrist krevni glykémie jak po jidle
s nizkym GI, tak po jidle s vysokym glykemickym indexem. Pomalu stravitelné sacharidy
jsou obecné¢ povazovany za vhodné pii dieté spojené s 1écbou metabolickych poruch, véetné
diabetu a hyperlipidémie. Ovladani postprandialni glykémie je dilezitym cilem v udrZzovani
zdravi a prevenci nemoci. Z tohoto divodu roste zidjem o prosazovani stravy, nejen se
zamefenim na absolutni mnoZzstvi energie nebo zivin, ale také stravy, kterd bere v potaz
postprandidlni glykemickou odpovéd’ (Santos et al., 2015). Obecné plati, ze pro vSechny lidi
je konzumace potravin s nizkym GI prevenci civiliza¢nich onemocnéni, a tyto potraviny

snizuji hladinu inzulinu a inzulinovou rezistenci (Leeds, 2002).

3.4 Potraviny s vysokym glykemickym indexem

Vysoky glykemicky index a glykemicka zatéz, jsou spojovany se zvySenym rizikem
chronickych onemocnéni. Piijem jidel s vysokym glykemickym indexem mulze zvysit
postprandidlni hladinu glukozy v krvi, coz vede k vysoké poptavce po inzulinu (Santos et al.,
2015). Koncentrace krevni glukézy je pevné regulovdna homeostatickym regulaénim
systémem. Hyperglykémie stimuluje sekreci inzulinu, podporuje vychytavani glukézy ze
svalové a tukové tkané. Hypoglykémie vyvolava sekreci glukagonu, adrenalinu, kortizolu

a rustovych hormont, konkrétné téch hormont, které jsou antagonisté inzulinovych déji
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a obnovuji glykémii. Po konzumaci jidel s vysokym GI dochazi k rychlému vstfebavani
glukozy a také ke klesdni koncentrace krevni glykémie, Casto az do hypoglykemického
rozmezi, v dasledku vysoké hladiny inzulinu a nizké hladiny glukagonu. Dlouhodobé
konzumovand strava s vysokym glykemickym indexem, kterd je obvykle také strava
s vysokym obsahem energie, miize zvysit riziko rozvoje obezity, diabetu II. typu a ischemické

choroby srde¢ni (Ludwig, 2002).

Obriazek ¢. 1 Hypoteticky ucinek stravy s nizkym (A) nebo vysokym (B) glykemickym

indexem na postprandidlni hladinu glukézy v krvi

A 2}

o .
Glucose Glucose

Time Time

Zdroj: Jenkins, 2002
3.5 Faktory ovlivitujici glykemicky index potravin

Existuje cela fada faktort, které mohou mit vliv na absolutni mnozstvi glukézy v krvi
(v pribéhu zkuSebniho obdobi) do 2 hodin po jidle. Mezi né patii rychlost vyprazdiiovani
zaludku a velikost odezvy inzulinu, stupenn Zvykani, koncentrace amylozy ve stfevé

a pritomnost dalSich slozek potravy (Englyst, 1996).
3.5.1 Metody vareni

Teplota, mnozstvi vody a doba vateni ovliviluji glykemicky index potravin. Béhem
vafeni, pusobenim vody a vysokych teplot se rozsiii Skrobova zrna a to v rizné mife.
Potraviny obsahujici Skrob tak nabobtnaji, pecené brambory jsou snadnéji stravitelné a maji
vyssi glykemicky index nez potraviny, u kterych dochdzi méné cCasto k zelatinizaci

Skrobovych zrn, jako jsou ovesné vlocky, hnédd ryze a Spagety vafené¢ ,al dente®.



Naptiklad glykemicky index pecenych brambor je 85 a hnédé ryze je 50 (Willet, 2001; Brand-
Miller et al., 2003).

3.5.2 Zpiisob zpracovani

Brouseni, valcovani a frézovani Skrobovych zrn zmensuje velikost ¢astic a usnadiiuje
vstiebavani vody a zahajuje funkci travicich enzymii. Zpracovanim miize dojit k odstranéni
vnéjsi vldknité vrstvy zrna, kterd zpomaluje plisobeni enzymu na vnitini Skrob. Obecné jemné
frézované mouky maji vysoky GI, zatimco mouky hrubé maji vétsi velikost Castic, ale nizsi

glykemicky index (Willet, 2001; Brand-Miller et al., 2003).
3.5.3. Druh $krobu

V potravinach se nachdzi Skrob, ktery je tvofen dvéma molekulami - amylézou
a amylopektinem. Tyto molekuly svym pomérem ovliviiuji rychlost absorpce traveniny a také
glykemicky index. Amyl6za mé nevétvenou strukturu, a proto jsou hiife stravitelna. Naopak
amylopektin tvoii rozvétvené molekuly, které obsahuji nékolik tisic glukézovych jednotek,
lépe se $tépi a tudiz i travi. A proto plati, ze ¢im vyssi je pomer amylozy k amylopektinu, tim
pomalejsi je traveni potravin a nizsi GI (Singh et al., 2010).

Lusténiny a basmati ryZe maji vyssi pomér amylozy k amylopektinu, a maji tak nizsi
GI nez potraviny s vy$$im obsahem amylopektinu. Napiiklad glykemicky index ryze basmati

je 58, ale instantni ryZe ma GI = 87 (Brand-Miller et al., 2003).
3.5.4. Vlaknina

Vliv vldkniny na hodnotu glykemického indexu neni zcela objasnény (Pi-Sunyer,
2002). Nekteti védci Brand-Miller et al. (2003) se domnivaji, Ze rozpustna vlaknina, ktera
zahustuje smes potravy v travicim traktu, zpomaluje priichod traveniny zaZivacim traktem
a umoziuje pozvolné vstiebavani sacharidii. To ma za néasledek nizsi reakci krevni glukozy
a niz$i GI. LuSténiny a celozrnné vyrobky obsahuji rozpustnou vldkninu a maji nizky

glykemicky index (Brand-Miller et al., 2003).
3.5.5. Sacharidy

Glykemicky index je také ovlivnén typem sacharidu v potravinach. Sacharéza neboli

bézné pouzivany fepny cukr, ktery se sklada z glukozy a fruktdzy, ma nizsi glykemicky index



nez samotna gluk6za, protoze polovina molekul sachardzy se skladd z fruktézy a to je typ
cukru, ktery vyvolava velmi malou reakci cukru vkrvi (Brand-Miller et al., 2003).
Glykemicky index sachardzy je 68 a u glukézy je GI = 100. Pridavanim sacharidii do pokrmit
se prekvapivé glykemicky index nesnizi (Pi-Sunyer, 2002).

3.5.6. Tuk

Tuky obsazené v potravindch zpomaluji evakuaci zaludku a to vede ke zpomaleni
absorpce sacharidll ve stfevé, ktera ma za nasledek mirnéjsi vzestup hladiny krevni glukozy.
Potraviny bohaté na tuk maji niz§i GI nez podobné potraviny, ktera ale neobsahuji tuk.
Naptiklad GI bramborovych lupinku je 57, hranolek 75 a peenych brambor 85. Nicméné to
neznamend, ze bramborové lupinky jsou lepSi volbou nez nutricné vice vyzivné pecené

brambory (Willet, 2001; Brand-Miller et al., 2003).
3.5.7. Kyseliny

Pfidanim organickych kyselin do stravy snizime glykemicky index, protoze kyselé
prostiedi zpomaluje vyprazdinovani zaludku i stravitelnost sacharidd. ZvySenim kyselosti
pfidanim octa nebo citronové §tavy do potravin vede ke sniZzeni GI a odezvy hladiny cukru

v krvi (Pi-Sunyer, 2002; Brand-Miller et al., 2003).



4 Meéreni glykémie
4.1 Konvencni metody

Konvenéni metody umoziuji méteni hladiny glykémie v domacim prostiedi coz je
vyhodné predevSim pro diabetiky. VétSinou je vzorek krve odebran pichnutim do prstu,
nasledné je koncentrace glukozy zméfena na glukometru. Glukometr je konstruovan jako
lehké a malé zatizeni (,.kapesni velikosti®), které je napajené baterii a pracuje na principu
vyhodnocovani elektrochemického nebo fotometrického signalu.

I kdyz vlastni testovani (tzv. selfmonitoring) je povazovano za vyznamny pokrok
v monitorovani hladiny glukézy, je ale omezeno urcitym poctem testit v prubchu 24 hodin.
Takové testovani zanedbava stiidani hladiny glykémie béhem noci, a proto je tato metoda uz
méné pouzivana. Byva stale Castéji nahrazovana kontinualni elektrochemickou metodou, pti
niz ziskdvame ptesn¢jsi kontrolu glykémie, diky castéjSimu méfeni (Wang, 2001; Blevins,

2010).
4.2 Kontinudalni méreni glykémie

Kontinualni monitory jsou pfistroje, které zjistuji koncentraci glukozy v redlném case.
Proto se okamzité na displeji monitoru zobrazuje aktualni hodnota glykémie. Monitor dostava
informaci o koncentraci glukozy v intersticidlni tekuting, tato hodnota koreluje s koncentraci
glukozy v plazmé. Na rozdil od klasického selfmonitoringu lze osobam trpicim diabetem
prabézné upravovat 1écbu, aniz by musela byt odebrana kapilarni nebo zilni krev. Hodnota
koncentrace glukézy v intersticidlni tekuting se vSak ve srovndni s koncentraci v plazmé muize
o n¢kolik minut opozd'ovat (tzv. lag faze). Délka tohoto zpozdéni je ovliviiovana rychlosti
poklesu ¢i vzestupu koncentrace glukdzy v plazmé.

Monitorovani glukézy se oznaCovano jako kontinudlni, ve skutec¢nosti je koncentrace
gluk6zy méfena pieruSované a do monitoru je ukladdna primérnd hodnota z urcitého poctu
méfeni. Pro kazdy monitorovaci systém je specificka délka intervalu i pocet méteni, z nichz
se prumérnd hodnota vypocitava.

Pomoci kontinualniho monitorovani glykémie lze ziskat nejvice informaci o zménach
koncentrace glukdzy v krvi. Nejspolehlivejsi vysledky poskytuji podkozni senzory, které jsou
oznaCovany také jako bioCipy. Kontinudlnitho monitorovani lze vyuzit pfi riiznych situaci.

PtedevSim mezi né patii 1éCba diabetu a udrzovani homeostazy u nediabetikli po traumatu,
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u kterych se hyperglykémie vyskytuje pouze docasné. Pouziti kontinudlniho monitorovani
glukozy se prokézalo i pii stanovovani glykemického indexu potravin.

Implantace glukézového bioCipu ma sva omezeni. Je nutné, aby byl pfesné¢ dodrzovan
stanoveny postup. Kontinualni monitor umoziuje pifedpoveédét, zda v pribéhu nasledujicich
15 az 30 minut lze ofekéavat vyvoj hypoglykémie nebo hyperglykémie. Poskytuje informace
o aktualni koncentraci glukézy a kromé toho informaci o trendu jejiho vyvoje. Nalezy jsou
interpretovany v ptislusném pocitacovém softwaru.

Ke kontinudlnimu méteni glykémie se dnes pouzivaji predevsim ctyfi technologické
postupy, k nimz patii: 1. transkutdnni senzory, 2. mikrodialyza ktize, 3. neinvazivni kozni
a o¢ni pfistroje k méteni koncentrace glukdzy, 4. senzory pro pouziti na oddélenich intenzivni

péce (Peterson, 2009).

11



5 Metody stanoveni

V soucasné dob¢ jsou k urceni glykemického indexu potravin ve vétSiné zemi po
celém svété pouzivany klinické metody téz nazyvany metody in vivo. Pfi této metode je
konkrétni potravina zkonzumovana testovanym c¢lovékem a glykemicka reakce potraviny je
prezentovana jako procento referencni potraviny. Ke kazdé dil¢i potraviné je stanovena
specificka hodnota glykemického indexu (Goni et al., 1997). Nevyhodou in vivo studii je vSak
jejich casova naroc¢nost a cena, proto byly vyvinuty rychlé analytické¢ metody (in vitro) (Goni
et al., 1997; Englyst et al., 2003). Je tieba upozornit, ze hodnoty GI stanovené in vitro ne vzdy
disledné koreluji s in vivo hodnotami (Urooj a Puttaraj, 2002). Analytické metody jsou sice
rychlej$i, a vSak neposkytuji ciselné hodnoty glykemického indexu, ale pouze udaj
o glykemické odpovédi, a to zda je vysoka, stiedni nebo nizka.

Byly také prokédzany rozdily v in vitro a in vivo méteni GIl. In vitro zpGsoby méteni
mohou odhadnout biologickou odpovéd’ sacharidli potravin, protoze sacharidy jsou citlivé na
travici enzymy a to je zakladnim faktorem jak pro in vivo tak pro in vitro reakce (Araya et al.,
2002). Nékolik studii prokazalo, spojitost mezi GI a glukézou dostupnou in vitro (Menezes et

al., 1996; Englyst et al., 1999; Parada a Aguillera, 2009).
5.1 Meéreni in vivo

Klasicky zptsob stanoveni GI metodou in vivo dle doporuc¢eni FAO/WHO vyzaduje
stanoveni hladiny gluko6zy po poziti 50 g dostupnych sacharidtl sledované potraviny zdravymi
dobrovolniky (nejméné sedmi) vétSinou v prubehu tii dnli. Pfesto, ze diky této metode
miizeme spolehlivé stanovit GI potravin, ma 1 urc¢ité nevyhody, které omezuji jeji pouzivani.
Klinické testy zahrnujici praci s lidskymi dobrovolniky jsou naro¢né jak financné tak
1 ¢asove. Provadéni téchto testli podléha prisnym pravidlim a schvalovacimu procesu etické
komise. To jsou divody, kvuli kterym nechtéji vyzkumnici stanovovat glykemicky index

u konkrétnich vyrobkii a dosud existuji pouze obecné tabulky s hodnotami glykemického
indexu (Magaletta et al., 2010).

5.1.1 Enzymaticky

El (1999), Englyst et al. (2003), Granfeldt et al. (2006), Oboh a Agu (2010)
stanovovali glykemicky index potravin pomoci enzymatické metody in vivo. K témto testim

byli pfijati pouze zdravi jedinci s normalnim indexem télesné hmotnosti, jejichz vysledné
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hodnoty GI byly zprimérovany. Po konzumaci testované potraviny dobrovolniky byl GI
stanoven z krve dobrovolnikli pomoci glukézo-oxiddzové metody. Do vypocti GI byly
zahrnuty pouze hodnoty vzestupu glykémie nad hodnotu nala¢no. Pokud hladina glukozy
klesla pod tuto hranici, tato oblast byla zanedbana.

Meéfeni bylo provadéno rano po celono¢nim la¢néni. Testovanym osobdm byly
odebrany vzorky kapilarni krve z prstu nalacno a nasledné také v Casovych intervalech po
poziti potraviny, u které byla zjiStovan hodnota glykemického indexu. V pribéhu testu bylo
také povoleno pit a to nejcastéji kohoutkovou pitnou vodu ¢i vodu destilovanou.

K véts$in€ analyz bylo k dispozici mnozstvi obsahujici 50 g sacharidi a 50 g glukozy
jako kontrolni potraviny. Pichnutim do prstu byly odebrany vzorky kapilarni krve pied jidlem
a pak v rizné dlouhych intervalech (vétSinou v 15ti ¢i 30ti minutovych) a to maximalné do
dvou hodin od zacatku konzumace testovaného jidla (EL, 1999; Englyst et al., 2003; Granfeldt
et al., 2006; Oboh a Agu, 2010).

Enzym je chemicky jednoducha ¢i slozend bilkovina, ktera umoziuje katalyzovat
reakci a urychlovat jeji priubéh. K tradi¢nimu stanoveni glukézy v krvi se pouziva glukézo-
oxiddazova reakce, pfi niz enzym gluk6zo-oxiddza katalyzuje oxidaci glukézy kyslikem

a vznika kyselina glukonova a peroxid vodiku (Uwadaira et al., 2011).

Prabéh reakce: glukoza + O, + H,O — H,0; + glukonova kyselina

Béhem in vivo studii (Carob House, Brazil, 1998) byly dobrovolnikiim podavéany
davky rohovnikovych tablet, které obsahuji 26 g dostupnych sacharid a 26 g glukozy jako
referen¢ni potraviny (Foster-Powell et al., 2002; Menezes et al., 2009). Pti této studii byly
také Castéji odebirany vzorky krve a to po 0, 15, 30, 45, 60, 90 a 120 minutach (Santos et al.,
2015).

Pii uréovani GI u nékterych druhlG chlebti se zucastnilo studie deset zdravych
dobrovolnikl, zen 1 muzi ve véku 19-35 let. Kazdému z nich bylo rano po celono¢nim pistu
podévano ke konzumaci 50 g sacharidli a to bud’ standardniho chleba, zitného chleba nebo
smiSen¢ho chleba. Jednotlivé zkousky trvaly tfi dny od sebe a u kazdého jedince byla
testovana pokazdé jedna z uvedenych testovanych potravin. Dobrovolnici méli zkonzumovat
chleby v priibéhu 6 minut a na zapiti jim byla k dispozici kohoutkova voda. Nasledné byly
pichnutim do prstu odebrany vzorky krve nala¢no (0 min) a po 30, 60, 90 a 120 minut od
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zacatku konzumace testovaného jidla. Pramérny pfirGstek odpoveédi krevni glukézy po
konzumaci ti¥i chlebii je zndzornén na obrazku ¢. 2. Krevni vzorky byly odebrany do
zkumavek a nechaly se zmrazit pii teploté -20 °C ptfed analyzou glukézy pomoci glukdzo-
oxidazové metody s pouzitim spektrofotometru (Beckman Instruments). Plochy pod kiivkami
glukozové odezvy pro kazdy chléb byly vypocteny geometricky. GI se vypocital vyjadienim
plochy glykemické odezvy chleba smiSeného a Zzitného jako procento primérné plochy
odezvy chleba standardniho piijatého stejnym jedincem. Takto ziskané hodnot glykemického
indexu byly zprimérovéany pro ziskani vysledné hodnoty GI pro chleby, které se navzajem
1i§1. Hodnota GI standardniho chleba je 100, Zitného chleba 72 + 5 a smiSené¢ho chleba 57 + 4
(EL 1999).

Obrazek €. 2 Primérny ptirtistek odpovédi krevni glukézy (x + SE) u deseti zdravych

dobrovolnikti po konzumaci tfi chlebt

Standard
Bread

= = = Rye Bread

Blood glucose
(mmol/1)
o MM E OO

0 f.!lﬂ Bﬂ E‘lD 15[1 — — - Mix Bread
Time (minutes)

Zdroj: El, 1999

V dalsi studii se Oboh a Agu (2010) zabyvali zménou glykémie po konzumaci cowpea
(ztno luskovin konzumovanych v Nigérii). Tato zrna byla pfedem upravena loupanim
a vafenim a nasledné dalSimi postupy rozemleta na hustou pastu, kterou zkonzumovali
testovani jedinci. Béhem testovani méli dobrovolnici k dispozici 300 ml destilované vody.
Kazda porce obsahovala 50 g glukézy. Ke stanoveni glukézy v krvi byly odebrany vzorky
krve po celono¢nim pulstu a nasledné 30, 60, 120, 180 minut po konzumaci zrn cowpea.
Nasledné byly tyto vzorky odsttedovany po dobu 10 minut pifi 4000 otadckach za minutu.
Glukéza byla stanovena metodou gluk6zo-oxidazovou (Barham a Trinder 1972), za pouZiti
spektrofotometru (Oboh a Agu, 2010). Ktivky krevni glukézy byly interpretovany z hodnot
glykémie pro kazdého jednotlivee po dobu 0-180 minut pro kontrolni a zkusSebni jidlo. Dil¢i

plochy pod kifivkou odezvy krevni glukézy pro 50 g sacharidii pro testované potraviny
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a kontrolni potraviny (glukézy) byly vypocteny pomoci lichobéznikového pravidla (Gilbaldi
a Perrier 1982). Hodnoty GI a GL byly vypocteny metodou podle Salmerona et al. (1997)
a Jenkinse et al. (1981). Vysledek této studie ukazuje, ze hladina glukézy v krvi prudce
vzrostla v priab&hu 30 minut a nasledné rychle klesla. Nicméné, zkuSebni vzorky vykazovaly
zvySeni glykémie az po 1 hodin¢ a tato hladina se zaCala postupné snizovat mezi 120 a 180

minutou po kontumaci (Oboh a Agu, 2010).

Ke stanoveni GI cerealnich vyrobkd byly po odebrani vzorkd krve méfeny
koncentrace glukézy v plazmé za pouziti enzymatické metody (Roche Diagnostica, Basileji,
Svycarsko). Piirtistkové plochy pod kiivkami odezvy hladiny glukézy v krvi byly vypoéteny
s pouzitim pravidelného lichobézniku. Hodnota GI pro testované potraviny byla vypoctena
jako pfirGstkova plocha pod kiivkou odezvy hladiny glykémie pro testované potraviny
a vyjadiend jako procento primérné ptirastkové plochy pod kiivkou odezvy krevni glukozy.
Hodnota GI potravin byla vypoctena jako praimér hodnot GI pro dany vyrobek (Englyst et al.,
2003).

5.1.1.1 Mezilaboratorni studie

Dalsi studii jsou mezilaboratorni studie, pfi kterych glykemicky index potravin
stanovuje vice vyzkumnych skupin. Aplikace GI je slozita, protoze hodnota GI mnoha
béznych potravin stdle neni zndma. Kromé toho na rozdily v hodnotich GI podobnych
potravin stanovenych v riznych vyzkumnych stfediscich by mohly mit vliv rozdily ve
struktufe Skrobu nebo stravitelnosti, zmény v metodice nebo U€inky ndhodnych odchylek
(Wolever et al, 1991). Je naro¢né zjistit, jak hodné kazdy z téchto faktori ptispiva ke zméné
GI. Proto hlavnim cilem této studie bylo zjistit velikost kolisani hodnot GI u stejnych
potravin, které byly stanoveny zkuSenymi vyzkumniky za pouziti jejich obvyklych postupt
v riznych laboratofich po celém svéte.

Ke studii byly pouzity Ctyfi potraviny: instantni bramborova kase, dlouhozrnna ryze,
Spagety z bilé mouky a je¢men. Tyto potraviny, byly vybrany proto, Ze poskytuji Sirokou
Skalu hodnot GI. Byly zakoupeny v Torontu a poslany kuryrem do zucastnénych laboratoti
s navody na vateni. Kromé toho, kazdy z vyzkumnych skupin urc¢il hodnotu GI pravidelného
bilého chleba vyrobené v jejich oblasti. Bezvoda gluk6za rozpusténa ve vode, byla v kazdém
vyzkumném centru pouzita jako referencni potravina. Kazd¢ jidlo bylo podavano po ¢astech,

které¢ poskytuji 50 g dostupnych sacharidl, definovanych jako rozdil celkového mnozstvi
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sacharidi a vlakniny. V kazdém vyzkumném centru bylo ptijato ke studii 8-12 zdravych osob
bez diabetu. Dobrovolnici byli studovani v dopolednich hodinach po 10-12 h hladovéni ptes
noc. Po odebrani vzorku krve na la¢no, méli tito jedinci snist testované jidlo do 15 min, poté
jim byly odebrany dal$i vzorky krve po 15, 30, 45, 60, 90 a 120 min od zacatku konzumace.
V prubc¢hu studie méli jedinci k dispozici vodu, kdvu a ¢aj s mlékem dle potieby, ale bez
cukru.

Dvé centra métila kapilarni krevni glykémii za pouziti automatického analyzatoru
(YSI Stat2300, Yellow Springs, OH, USA). Jedno centrum méfilo kapilarni glukézu v krvi
pomoci gluk6zo-oxidazy po smichani 1 ml 0,025M roztoku hydroxidu sodného a 50 ml 0,3M
ZnSO, s 50 ml kapilarni krve. Ctyfi stiediska méfila hladinu glukézy v plazm& metodou
hexokinazovou, dvé ziskanim plazmy z krve kapilarni a dvé z krve zilni. Diky témto studiim
bylo zjisténo, Ze hodnoty GI potravin jsou piesnéji stanoveny pomoci kapilarni krve.
Koncentrace glukozy v Zilni krvi, je niz$i nez v krvi kapilarni, protoze krev tece z arterialniho
do Zilnitho ob¢hu pomoci kapilar a periferni tkan¢ odstranuji ¢ast glukozy. Zvyseni krevniho
inzulinu a glukézy po jidle stimuluje odstranovani glukézy tkdnémi. To znamend, Ze rozdil
v koncentraci glukozy mezi arteridlni a vendzni krvi je vétsi po jidle nez pii hladovéni, coz
vede k men§imu nartstu glukézy v Zilni krvi.

Pfi této studii byla pouZita pro vypocet GI primérna hodnota alespoii tii opakovanych
pokusii standardni potraviny. Nejpfesnéjsi urceni glykemického indexu mize byt dosaZeno
spiSe pomoci kapilarni krve nez pomoci Zilni krve, ale je zapottebi prospektivni studie, ktera
to potvrdi. Odhadovand smérodatna odchylka pro hodnoty GI ziskané z riznych laboratofi pro
stejné potravinaiské vyrobky je 9,0. Nalézani zpisobl, jak snizit intraindividudlni zmény
v glykemické odpovédi miize byt nejvice efektivni strategie s cilem zlepSit piresnost méfeni

hodnot GI (Wolever et al., 2003).
5.1.1.2 Testovani analyzy odezvy sacharidi

Nasledujicim vyzkum zahrnuje dvé studie a ucelem té prvni bylo ur¢it mozné rozdily
v hodnotach glykemického indexu testovaného jidla v zavislosti na jeho chemickém slozeni.
Analytické metody byly pouzity k vypoctu zatizeni dostupnych sacharidl, coz znamena za
pouziti diferencovanych sacharidi (celkové mnozstvi sacharidii minus nerozpustnd vldknina
(DF)) jako jsou jednoduché sacharidy vs. stravitelné Skroby (celkovy obsah $krobu minus
nestravitelny Skrob (RS)) u potravin s nizkym GI. Druhd studie zkouma charakteristiku

glykemické kiivky testovaného vecerniho jidla bohatého na nestravitelné sacharidy pied
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testovanim GI nésledujici rdano. Tento vyzkum navazuje na mezilaboratorni studii (Wolever et
al., 2003).

Glykemicky index vtéto studii je definovan jako pfiristek plochy pod kfivkou
glykémie (AUC), ktery nésleduje po konzumaci daného jidla, vyjadien jako procento dané
plochy odpovidajici sacharidové zatézi referenéniho produktu. Inzulinovy index (II) mtize byt
vypocten stejné jako GI, z postprandidlniho nartistu inzulinémie. Obecné plati, Ze inzulinova
odpovéd’ odpovida glykemické odpovédi. Mnoho nizko glykemickych Skrobnatych potravin
Casto obsahuje rezistentni Skrob (RS), ktery je odolny vici traveni a vstiebavani, nasledkem
toho pomaleji vzristd hladina cukru v krvi a inzulinu, coz je stdle Castéji spojeno se
zdravotnimi vyhodami. Potraviny s nizkym GI zlepsuji toleranci glukézy v krvi u zdravych

jedinct i diabetikt (Granfeldt et al., 2006).

Studie 1: Vliv analytické metody pro odhad zatiZeni dostupnymi sacharidy. Stanoveni
GI a 11 z cerealnich jidel.

Testované produkty semena je¢mene (Pot barley from Goudas Food Products,
Concord, ON, Canada) a Spagety vyrobené ze 100% tvrdé pSenice (Unico, Concord, ON,
Canad). Mnozstvi obsahovanych sacharidli v jeCmeni a Spagetach, bylo ziskdno rozdilem
celkovych sacharidii a nestavitelné vldkniny. Vzorky byly analyzovany s pouzitim metody
AOAC (AOAC 1995). Toto méteni umoznuje odhad obsazenych sacharidii, ale neodecte
mnozstvi nestravitelnych Skrobi, coz vede ke zkresleni vysledkli. Na tomto odhadu, ktery je
v souladu s doporucenym postupem pro stanoveni GI (FAO/WHO, 1998). K poskytnuti 50 g
dostupnych sacharidi bylo potieba 79,6 g nevatené¢ho je¢mene a 72,3 g syrovych Spaget.
Ke zptesnéni mnozstvi stravitelného skrobu bylo pouzito in vitro méteni a porce je¢mennych
zrn byly dodate¢né upraveny na 93,9 g. In vitro metoda je zalozena na zvykani a enzymatické
inkubaci za fyziologickych podminek (Akerberg et al., 1998). Nasledn¢ byl je¢men vatfen po
dobu 20 minut, dokud nebyla absorbovana veskera voda. Spagety byly vafeny v piebytku
vody (500 ml) po dobu 15 minut. Jako referen¢ni potravina byl pouzit bily chléb, peceny
v domaci pekarné. Po vychladnuti byla odstranéna ktrka chlebu, poté byl chléb nakrajen na
platky, zvazen a zmrazen. Mnozstvi stravitelného skrobu bylo analyzovano podle Holm et al.
(1986). Bylo potieba 120,9 g bilého chleba pro poskytnuti 50 g stravitelného skrobu.

Hodnoty glykémie a inzulinémie byly stanoveny pro Spagety i je¢men ve srovnani
s bilym pSeni¢énym chlebem. Bylo testovano 10 zdravych dobrovolnikii, ¢tyii Zeny a Sest

muzi, ve veéku 24-33 let. Podminkou bylo, aby testované osoby vyhovovaly normalnim
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hodnotdm BMI a neuzivaly zadné léky. Testovana jidla byla podévana se 150 ml vody,
ptekapavanou kavou nebo c¢ajem, do zddného ndpoje nebylo pfidano mléko ani cukr.
Subjektiim byla podavana testovaci jidla a referencni chléb v rtizném potadi vzdy ve stejnou
dobu rédno po celonocnim hladovéni. Jidla méla byt snédena béhem 10 minut. Vzorky
kapilarni krve byly odebrany pichnutim do prstu pied jidlem a déle v 15, 30, 45, 60, 90 a 120
minutovych intervalech pro analyzu glukézy a po 0, 15, 30, 45, 90 a 120ti minutach pro
analyzu inzulinu. Koncentrace glukéozy v krvi byla stanovena gluk6zo-oxiddzo-
peroxidazovym cinidlem a koncentrace inzulinu v séru byla stanovena metodou ELISA
(Biorad, Coda Automated EIA Analyzer). ELISA je metoda pouZivajici monoklondlni
protilatky proti uréitym epitopim inzulinu. Vzorky se znamym obsahem inzulinu, kontrolni
vzorky a neznamé vzorky jsou pipetovany do jamek. Po inkubacni dobé je mikrotitrova
desticka promyta pro odstranéni nenavazanych protilatek a inkubovana roztokem substratu.
Vysledek je ziskdn spektrofotometricky.

GI a II hodnoty byly vypocteny z ptirastkovych ploch (AUC) postprandidlni glykémie
a inzulinu. Vysledné hodnoty GI a II vyznamn¢ nebyly ovlivnény zménou velikosti porce zrn
jeCmene ze 79,6 g na 93,9 g. Ve vysledcich nebyly zaddné rozdily mezi GI a IT v 90
a 120 minut¢ po jidle. Vysledné hodnoty GI ziskany 90 minut po konzumaci zrn je¢mene byly
53 a 59. Ziskané hodnoty II (90 min) pro dvé rizné velké porce jemene byly stejné (+ 50)
bez ohledu na velikost studované davky. Dale, GI (90 min) a II (90 min) Spaget byl stanoven
na 54 a 53, v daném potadi. Mnozstvi nestravitelného Skrobu v semenech jecmene bylo 15,2
% a mnozstvi vlakniny (DF) 12,1 %. Takze celkové mnozstvi nestravitelnych sacharidd, to je

DF a RS, v je¢mennych jidlech bylo vysoké (Granfeldt et al., 2006).

Studie 2: Vliv sloZeni potravin zkonzumovanych vecer pred testem na GI a II

V této studii bylo testovano 14 zdravych dobrovolnikl, sedm zen a sedm muzi ve
véku 24-34 let, s normalnim BMI. Nesméli uzivat zadné Iéky. Vecer pfed testem meéli
dobrovolnici za tkol jist jednu ze tii vecefi, Spagety nebo zrna je¢mene nebo bily pSeni¢ny
chléb. K piti méli k dispozici 150 ml vody, kdvu nebo ¢aj a to vSe bez pfidani mléka a cukru.
Testovaného rana po celono¢nim hladovéni jim bylo naservirovano 50 g stravitelného Skrobu
v podobé kupovaného bilého chleba. Byla odstranéna kiirka chleba, poté byl chléb nakrajen
na platky, zvazen a zmrazen. Snidané byla snédend béhem 10 minut. Krevni vzorky byly

odebrany v intervalech pted jidlem a dale 15, 30, 45, 70, 95, 120 a 180 min po jidle pro
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analyzu glukozy a 15, 30, 45, 95, 120 min pro analyzu inzulinu. Koncentrace glukozy v krvi
byla stanovena stejnou metodou jako ve studii 1.

Spagety a zrna je¢mene mély stejnou glykemickou a inzulinemickou odpovéd’
prestoze mély velmi rozdilné sloZeni nestravitelnych sacharidt (2,2 g Spagety, zrna jeCcmene
16,1 g). Primérné hodnoty glukdzy rano v den testu na lacno se vyznamné nelisily. Zatim co
koncentrace glukoézy v krvi po konzumaci jedné z definovanych veceti a nasledné konzumaci
kupovaného chleba k snidani v den testu se zna¢né liSila. 30 min po snidani, byla pozorovana
vyrazn€ nizs§i odezva krevni glukozy po vecefi s jadry je€mene v porovnani se Spagetami nebo
bilym chlebem. Ranni hodnoty glykémie po téstovindch ve srovnani s bilym pSeni¢nym
chlebem jako ve€ernim jidlem se vyznamné neliSily.

U inzulinu 30 minut po snidani byla pozorovana vyrazné nizs§i odpovéd’ inzulinu po
vecefi se zrny jeCmene v porovnani se Spagetami nebo bilym chlebem. 45 minut po snidani
byla inzulinova odpovéd’ u jedincti konzumujicich k veceti Spagety nebo je¢men vyrazné
niz§i ve srovnani s jedinci veceticimi bily pSenicny chléb. Priristek inzulinu v prvnich 90ti
minutach po jidle byl vyznamné mensi u zrn je¢mene nez u bilé¢ho chleba.

Ve studii Wolevera et al. (1988) bylo zjiSténo, Ze hladina glykemické odpovédi je
vyrazné niz$i rdno po nizko glykemické veceti (¢ocka), nez po vysoko glykemické vecefi
(glukéza). K podobnému tvrzeni dospéli také ve své studii Thorburn et al. (1993), kde zjistili,
ze tolerance glukézy v dopolednich hodinach po veceti z jeCmene se vyznamné zvysila ve
srovnani s vecefi obsahujici ryzi. Kromé rozdilnych hodnot GI se tyto vecefe liSi také
sloZzenim zivin a obsahem vlédkniny. Vecete s nizkym GI byla podstatné bohatsim zdrojem
vlékniny v obou téchto studiich. Dosud dostupné udaje naznacuji, Zze glykemicky index
méfeny rano po celono¢nim hladovéni, miize byt ovlivnén volbou jidla ptfedchozi vecere

(Granfeldt et al., 2006).
5.1.1.3 Zjistovani rychle dostupné glukézy

Klasifikace sacharidii na chemickém podkladu bere v tivahu misto, mnozstvi a rozsah
digesce sacharidi v potravé. Klasifikace rozd€luje sacharidy na cukry, Skroby, latky
neskrobové povahy. Déle jsou sacharidy fazeny podle rychlosti absorpce v tenkém stievé do
skupin na rychle dostupné gluk6ézy (RAG) a pomalu uvoliiované glukozy (SAG).

Sacharidy jsou traveny, absorbovany v riizném mnozstvi a rozsahu v ramci tenkého
stteva Clovéka v zavislosti na pivodu sacharidu a formé¢ sacharidd v jidle. Bylo podotknuto,

ze jidla obsahujici velké mnozstvi RAG zptsobujici nartist glukézy a insulinové odpovédi
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maji negativni vliv na zdravi. Ve vyzkumech Englysta et al. (1999), bylo prokazano riziko
vyvinuti diabetu 2. typu a to zvlasté¢ u lidi s nizkym pii{jmem vldkniny, zato vysokou
glykemickou davkou v konzumovanych potravinach. Sacharidy s postupnym vstfebavanim
mohou branit chronickym onemocnénim. Klinické studie s pacienty s diabetem poukazaly na
zlepSeni zdravotniho stavu u diety s vy$Sim pfijmem vldkniny, ktera je pomalu vstfebavana.

Lidskéd strava obsahuje mnoho typii sacharidii, z nichz kazdy pfispiva k rliznym
fyziologickym reakcim. Skrob je povazovan za velmi pomalu stravitelny sacharid, coz vede
k mirné glykemické odezvé. Nicméné, mira a rozsah, ve které se Skrob rozstépi a vstiebava,
a vysledna odpovéd’ glukozy a inzulinu, se znacéné liSi v zdvislosti na zdroji a stupni
zpracovani potravin.

V této studii bylo testovano osm zdravych, neobéznich jedincii (5 Zen 23-56 let a 3
muzi 24-57 let). Jeden den pied testovanim se méli dobrovolnici vyhnout nadmérné fyzické
namaze a konzumaci alkoholu. V den testu po celono¢nim hladovéni jim byla odebrana
gluko6za na lacno, pak v rizném potadi snédli testovana jidla s obsahem RAG od 11 do 49 g
a byla jim zmétena postprandidlni hladina glukézy po 15, 30, 45, 60, 90 a 120 min od zacatku
konzumace jidla. Hladina celé glukozy v krvi byla métena metodou hexokindzovou.

Testované potraviny pouzité k této studii: kukuficné lupinky, bily chléb, varené
Spagety z bilé¢ pSeni¢né mouky a vareny je¢men. Tyto potraviny mély rtizné mnozstvi RAG
a SAG, a slozeni sacharidi. Existuji dikazy, které ukazuji, ze glykemicka odpovéd je
pravdépodobné zavisla na davce RAG < 50 g a proto porce zkuSebnich jidel byly tak velké,
aby obsahovaly 25 g (malé porce) nebo 50 g (velka porce) sacharidii. RAG se lisilo od 11 po
49 ¢ v dané porci. Malé porce jednotlivych jidel vazily 117 g jeCmen, 85 g Spagety, 31,5 g
kukufi¢né lupinky a 59 g bily chléb. Velké porce mély dvojndsobnou hmotnost. Voda byla
doplnéna tak, aby celkova hmotnost kazdého jidla byla 500 g.

Glykemicka odpovéd byla vypoctena jako prirastkova oblast pod kiivkou nad
koncentraci glukézy nala¢no, kde byla ignorovana jakakoliv hodnota vyskytujici se pod
hodnotou pistu, podle rovnice dané Wohlerem et al. (1991). Hlavni zména v hladiné
koncentrace glukozy v krvi ze vSech 8§ testovanych jidel, a sice dvou rizné velkych porci
kazdé testované potraviny je zndzornéna na obrazku €. 3. Linearni regresni analyza malych a
velkych porci byla provedena pro zjisténé hodnoty glykemické odpovédi individualné pro
kazdého jednotlivce i pro obsah RAG testovanych jidel. U 7 z 8 jedincti byl korela¢ni
koeficient vyznamny, regresni koeficient se vSak mezi jednotlivci znacné lisil (Englyst et al.,

1999).

20



Obriazek ¢. 3 Glykemicka odezva 8 testovanych jidel obsahujicich rGzné mnozstvi rychle
dostupné glukézy (RAG). Spagety a je¢men obsahujici malé mnozstvi RAG, kukuiiéné
lupinky a bily chléb obsahujici velké mnozstvi RAG a kazda potravina byla konzumovéna ve

dvou porcich s 25 g (-)a 50 g ( ---- ) dostupné glukozy
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Dale byl zkouman vztah mezi pfijmem RAG a glykemickou odpovédi. Vychozim
bodem pro analyzu byl ptfedpoklad, Zze pro vSechny dobrovolniky je glykemickd odpoved
pfimo umérna RAG. Procentudlni hodnota zmény RAG odpovidé stejné procentualni zméné
glykemického indexu. Kdybychom brali v potaz odliSnosti ucastnikli studie, RAG by
vysvétlovalo 70 % zbylych rozdilt ve vysledcich.

Ob¢ méfeni GI 1 RAG ukazuji, jak mohou byt fyziologické vlastnosti sacharidli
ovlivnény typem a zpracovanim potravin. Bily chléb, kukufi¢né lupinky a Spagety jsou
ptikladem vysoce zpracovanych potravin. Skrob v chlebu a v kukufiénych lupinkach je plné
zelatinovany, a proto by mohly byt rychle traven, tyto potraviny maji vysoké hodnoty RAG.
Spagety viak maji nizkou hodnotu RAG, kterd brani enzymatické hydrolyze S$krobu.
V mnoha rostlinnych potravinach, jako jsou luSténiny a minimalné¢ zpracovand obilna zrna,
jsou ziviny zabudovany do bunécnych stén, které zpomaluji uvolnovani a tedy i traveni
a vstiebavani Skrobi a cukrl, tyto potraviny maji nizké hodnoty RAG, proto je
pravdépodobné, ze hodné¢ dostupnych sacharidt v téchto potravinach, budou SAG (Englyst et
al., 1999).
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5.1.2 Pomoci kontinualniho monitorovani hladiny glukozy

Glykemicky index je méfitkem schopnosti potraviny zvysit hladinu glukozy po jeho
konzumaci. Bylo prokazano, ze kontinualnim monitorovanim glukézy (CGM) ziskame stejné
hodnoty GI ve srovnani s tradicnimi metodami. Nicméné, nebyl dosud pouzit zadny
standardizovany protokol pro méfeni GI, ktery bere v tvahu variabilitu interindividualni
(mezi jednotlivci) a fyziologické glykemické odezvy potravin.

Cilem této studie bylo pomoci tabulkového procesoru vytvoreného v softwaru
Microsoft Excel 2000 usnadnit zpracovani ziskanych dat s vyuzitim rychlé, automatické
a pfesné metodologie CGM k méteni GI.

Testu se podrobilo dvacet zdravych (nediabetickych) jedinct, ktefi konzumovali 50
graml glukoézy nebo Ctyfi alternativni potraviny (Cokolada, jablecnd détska vyziva, ryzové
chlebicky, nebo jogurt) na snidani a veceti po dobu 1 tydne. VSichni dobrovolnici byli
pozéadani, aby nic nejedli po dobu 10 hodin pfed snidani a 4 hodin pfed vecefi a také, aby
snédli danou porci testované potraviny béhem 5 minut. Bylo jim doporuceno b&éhem
konzumace vypit 300 ml vody, ¢aje nebo kavy. V pribéhu dne (krom¢ snidané, vecete
a v pfislusném postprandialnim obdobi) mohli jist jakékoli jidlo za ptedpokladu, Ze celkovy
denni pfijem energie udrzuji na stejné arovni (= 10 %).

Softwarovy program DegifXL byl vyvinut pomoci tabulky Microsoft Excel 2000
(Microsoft Corporation, Redmond, WA). Data z CGM Solutions™ softwaru byla zpracovana
podle standardizovaného protokolu, vyzadujici predevsim tym vyskolenych osob
s predpokladanou schopnosti spolupracovat se studijnim protokolem, cCasti testovacich
potravin, z nichz kazda obsahuje 50 g sacharid, hardwaru osobniho pocitace, CGM
a glukometry, softwaru-MS Excel 2000, CGM Solutions softwaru a DegifXL. Pomoci nového
tabulkového procesoru DegifXL se Cas potiebny pro zpracovani udajii snizil z 2000 na 160
minut ve srovndni s dosud pouzivanymi manudlnimi metodami. DegifXL v kombinaci
s kontinudlnim monitorovanim glukdzy, se stal efektivnim a u¢innym nastrojem pro rutinni
méteni GI.

CGM senzor se zavadi pod klzi na biiSe, kde zlstavana po celou dobu vySetfeni.
Testované osoby byly pozadany, aby pfedtim, nez zacnou konzumovat testované potraviny,
vzdy zadali do monitoru, jakou potravinu budou konzumovat. Na konci zkusebniho obdobi,

byly udaje CGM stazeny do pocitace a nasledné pieneseny z CGM Solutions softwaru
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(Medtronic, MiniMed) do tabulky. CGM Solutions software ukladd hodnoty koncentraci
intersticialni tekutiny glukézy do specidlniho adreséie (Chlup et al., 2008).

Matematické principy a vzorce
Obrazek ¢. 4 znazornuje ptirtistkovou plochu pod kfivkou krevni glukézy (IAUC), kterad se
stanovi vypoctem (integrace, jako soucet vSech 24 lichobéznikové oblasti) podle vzorce:
Si = ((Gi— Go) + (Gi.1 — Go) / 2) x At
IAUC=XS;i=1,...,24
Kde Gi je koncentrace glukézy v urcitém case, Gy je pocatecni koncentrace glukézy,
At =5 minut. Plati pro Gi < Gy, Si=0

Pomoci tabulkového procesoru DegifXL Ize Gy definovat dvéma zplsoby. Za prvé se
Gy hodnota se miize rovnat hodnoté koncentrace glukodzy v intersticialni tekutiné (ISFG) na
zacatku konzumace, pficemz vysledné hodnoty jsou popsany jako TAUC 1 a GI 1. Za druhé
Gy miizeme definovat jako primér z péti hodnot ISFG piedchazejicich (25 minut) zacatku
konzumace jidla, umozilujici vypocet IAUC 2 a GI 2. Za ucelem vylouc¢eni mozného vlivu
ISFG odlehlych hodnot je primérnd hodnota Gy vypocitdna ve dvou krocich: nejdiive se
vypocita pramér péti ISFG hodnot a nasledné jsou vylou€eny ty hodnoty, které prekrocily
empiricky definovany interval (pramér ISFG + 0,3 mmol/l). Kone¢nou hodnotu Gy ziskame

zprimérovanim hodnot v klidu.

Obrazek ¢. 4 Prirtstkova plocha pod kiivkou krevni glukozy
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GI pro konkrétni testovanou potravinu se vypocte jednotlivé pro kazdého dobrovolnika podle
vzorce: GI = (pramer IAUC iesiované potraviny / pramer IAUC gukszy) X 100 [%]

Kone¢ny primér GI se vypocitd z vypoctenych hodnot glykemickych indexti vSech
jednotlivet.

S pouzitim systému CGM DegifXL bylo celkem provedeno 300 testli (pro kazdou
z péti testovanych potravin 60 testll) a z toho 277 testl bylo provedeno uspésné. Ziskana data
byla zpracovana asi 12 krat rychleji pii pouziti DegifXL nez pti pouziti konven¢nich metod.
Nékteré statistiky jsou k dispozici okamzité¢ po zpracovani dat, avSak dodatecny statisticky
software umoziuje vymezit rozsah variability mezi testovanim u stejného jedince a variabilitu
GI pro danou potravinu. U testovanych dobrovolnikli nebyly béhem ziskavani hodnot GI péti
riznych potravin zjistény zddné technické problémy. Mezi naméfenymi hodnotami GI nebyly
vyznamné rozdily. Souhrnné feceno, vyhodou tohoto nového protokolu je, ze automatizuje
vypocet GI. Dale pomoci softwaru DegiXL jsou vypocteny stiedni hodnoty GI konkrétnich
potravin jednotlivé pro kazdého dobrovolnika a tyto hodnoty mohou byt rychle srovnany
s ptislusnymi primérnymi hodnotami GI vSech testovanych osob ve skupiné.

Diive byly Siroce pouzivany konvencni metody ke stanoveni GI. Nicméné, tyto
metody jsou ¢asové narocné a stale ne zcela standardizované. V této studii byl pouzit pro
kalibraci CGM glukometr Advance systém (Hypoguard, Woodbridge, UK). U snimace
CGMS, ktery je po dobu 8 dni zaveden pod kizi, nebyly objeveny zadné nezddouci ucinky.
Vsechna méfeni ISFG se provadéji stejnym zplisobem a pro zpracovani dat je také pozit stale
stejny algoritmus. DegifXL vypocitava pocate¢ni hladinu glukézy v krvi dvéma rtiznymi
zpusoby, bud’ pomoci nulové hodnoty ¢asu, nebo prumére z péti glukéz, méfené 25 minut
pred jidlem. Dalsi zkousky jsou nezbytné k urceni, zda vypocet IAUC 2 by déval lepsi
vysledky.

V této studii byl GI zjistovan u zdravych dobrovolnikli. Pfedbézné vysledky dalSich
studii ukazuji, Ze hodnoty jednotlivych GI u osob s diabetem 1. a 2. typu nejsou statisticky
odlisné. DegiXL umoziuje, také provést detailni zpracovani dat u osob s diabetem.
Konzumace potravin s vysokym glykemickym indexem, nemd znacny vliv na nasledné

zhorseni glykemické kontroly u diabetu 1. typu (Chlup et al., 2008).
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5.2 In vitro studie

In vitro studie jsou zaloZeny na principu nasimulované¢ho zalude¢niho a stievniho
prostiedi, ve kterém je stejné pH, teplota, travici enzymy a glykémie analyzovéana ve stejnych
casovych intervalech jako u in vivo studii. Laboratorni vyzkumy, které byly provedeny
k uréeni GI potravin in vitro, pouze odhaduji pravdépodobnou rychlost traveni sacharidii
a absorpci glukézy v tenkém stfevé. Tato metodologie mize byt pouzita jako jednodussi
a levnéjsi zptisob méfeni GI oproti metod¢ in vivo. Vyzkumnici Jenkins et al. (1987), Ross et
al. (1987), Englyst et al (1999), Araya et al. (2002) vykazovali souvislost mezi métenim
Stépeni sacharidl in vitro a méfenim glykemického indexu potraviny. Dosli k tvrzeni, Ze neni
nutné ke stanoveni hodnot GI potravin pouzivat pouze pracné metody in vivo (Brand-Miller

a Holt, 2004).
5.2.1 Metodika indexu hydrolyzy

Pti zjistovani GI rohovnikovych tablet a rohovnikové mouky pomoci in vitro techniky
byl glykemicky index stanoven indexem hydrolyzy (HI). Tato studie byla zalozena na
uvolnéni glukdzy po enzymatickém zpracovani tablet rohovniku a rohovnikové mouky.

Glykemicky index karobové mouky byl zkouman pouze in vitro, protoze poziti takhle
velkého mnozstvi tohoto produktu je obtizné. In vitro metoda pro hodnoceni indexu
hydrolyzy byla stanovena podle Goni et al. (1997) a Waltera et al. (2005).

Vzorky obsahovaly 300 mg rohovnikové mouky nebo rohovnikovych tablet a byly
rozpustény v 10 ml destilované vody. pH vzorkli bylo upraveno hydroxidem sodnym za
ptidavku protedzy, dale etanolu a enzymu a-amyldzy. Vzorky byly inkubovany pii 37 °C
v tfepaci vodni 1azni. Nasledné byly odebrany vzorky z kazdé zkumavky po 0, 15, 30, 45, 60,
90 a 120 minutach. Tyto podily byly zahtivany pti 100 °C po dobu 15 minut, a zchlazeny na
konci inkubace. Po 45 minutach se pridaly 3 ml pufru s octanem sodnym (pH 4,75) a 80 ul
amyl-glukosidazy pro hydrolyzu vyhnilého Skrobu na glukézu. Kazdy vzorek byl analyzovan
kolorimetrickou enzymatickou sadou Glukoza-PP (ANALISA®) pro stanoveni koncentrace
glukozy.

Mira Stépeni sacharidi pro analyzu in vitro byla vyjadiena jako procento sacharidii
hydrolyzovanych v riznych casech (0, 15, 30, 45, 60, 90 a 120 min) a byly také vypocteny
jejich plochy pod kiivkami (AUC). Hodnoty indexu hydrolyzy byly vypocteny jako vztah

mezi plochou pod kifivkou konkrétniho vzorku ve srovnani s AUC glukdzy, jako referencni
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potraviny. Vysledné hodnoty HI jsou pouhou piedpovédi GI potravin (Gibson, 2011).
Glykemicky index byl stanoven pomoci matematického modelu navrzeného Goni et al.

(1997), v navaznosti na rovnici GI = 39,71 + 0,549 HI (Santos et al., 2015).

Utelem nésledujici studie bylo zkoumat in vitro metodu pfi stanovovani GI potravin
a urcit jeho spolehlivost vysledkil. Zpiisob in vitro metody pro hodnoceni stravitelnosti Skrobu
byl jiz dfive objasnén potravinaifskym vyzkumem. Dochazi ptfedev§im k mechanickému
naruseni a traveni na zakladé protedzy a nasledné inkubaci pomoci pankreatické a-amylazy.
Tato metoda umoziuje vypocet indexu hydrolyzy.

Kazdy vzorek potraviny s obsahem 2 g sacharidii byl nakrajeny na platky a namlety do
banky s ptidavkem 20 ml 0,1M pufru fosforecnanu draselného pfi teploté 37 °C. Nasledné
byly vzorky homogenizovany pomoci homogenizatoru Altra Turrax pii konstantni rychlosti
a proplachnuty dalSimi 20 ml roztoku pufru. pH vzorkd bylo snizeno na 2,5 kyselinou
fosfore¢nou a dodanim 1 ml pepsinu. Dale byly vzorky umistény do 37 °C vodni laznég, kde
byly michany po dobu 1 hodiny, aby tak simulovaly ¢as, po ktery se potraviny vyskytuji
v lidském zaludku. Nésledné bylo opét zvySeno pH na 6,8 za ptidavku pufru KOH a 2 ml
enzymu o-amylazy. Cely obsah banky byl pfeveden do dialyzani zkumavky, kterd byla
uzaviena a umisténa do baiky obsahujici 500 ml roztoku pufru. Batika byla nasledné vloZena
do tfepaci vodni 14zng, kde byl pufrovaci roztok extrahovan kazdych 30 minut, za Gcelem
stanoveni rychlosti hydrolyzy sacharidli z dialyza¢ni zkumavky do roztoku pufru.

Redukované cukry byly stanoveny pomoci infracerveného spektrofotometru
(MilkoScan). Vysledné hodnoty byly vyneseny do grafu a nasledné byla stanovena plocha
pod kiivkou (AUC). Index hydrolyzy byl vypocten stejnym zptisobem jako u jinych studii
a to jako vztah mezi AUC specifické potraviny ve srovnani s AUC maltozy jako referencni

potraviny. Dle nésledujici rovnice:
AUC testované potraviny / AUC referencni potraviny = Index hydrolyzy potravin
Aby bylo mozné stanovit vztah mezi odvozenymi hodnotami HI a hodnotami GI, byly

hodnoty indexu hydrolyzy korelovany se zndAmymi hodnotami GI stanovenymi pomoci in vivo

analyzy (Gibson, 2011).
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Na zaklad¢ publikovanych hodnot GI, byly vybrany vzorky potravin tak, aby byly
zastoupeny vsechny tfi rozsahy glykemického indexu, a sice vysoky, stfedni a nizky GI.
Maltédza a bily chléb byly v pritbéhu studie pouzity jako kontrolni vzorky.

Metodou in vivo byly stanoveny hodnoty nizkého GI v rozmezi od 0 do 55 a hodnoty
vysokého GI 70 a vétsi. V tabulce 2 jsou porovnany pramérné hodnoty HI testovanych vzorkt
s pfedem stanovenymi hodnotami GI. Naptiklad primérnéd hodnota HI bilého chlebu je 70,
zatimco indikace GI pro bily chléb je udajné 72.

Zdravotni disledky potravin s odliSnym obsahem sacharidi se vazi ptrevazné
k nasledujicim kategoriim jako je vysoky, stfedni nebo nizky GI, a nikoli na jejich specifické
hodnoty glykemického indexu. Korelace mezi zjisténymi hodnotami HI a zndmymi udaji GI
poskytuje presvédcivy dikaz o tom, ze metoda HI je schopna generovat orienta¢ni hodnoty
GI pro jidla bohaté na sacharidy. Tato rychld analytickd metoda by mohla byt prospésna
v pribéhu vyvoje produktl a jejich rozdéleni do kategorii s vysokym, stiednim a nizkym

glykemickym indexem (Gibson, 2011).

Tabulka ¢. 2 Hodnoty koncentrace v prubéhu casu plochy pod kiivkou (AUC), index
hydrolyzy (HI) a glykemicky index (GI) pro maltézu a bily chléb byly testovany b&hem

jednoho pokusu

AUC HI GI

maltoza 77,4 100 100

bily chléb 51,9 67 72
+ SE 0,008 11,9 -
vzorek 1 56 72,3 -
vzorek 2 51,6 66,7 -
vzorek 3 49,7 64,1 -
vzorek 4 49,8 64,3 -
vzorek 5 50,6 65,3 -
vzorek 6 50,1 64,7 -
vzorek 7 55,4 71,5 -

Poznamka: HI byl stanoven jako: (AUC vzorku / AUC maltozy) x 100
Zdroj: Gibson, 2011
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5.2.2 In vitro méreni rychle dostupné glukézy v potravinach

V této studii dochazi k méfeni RAG, SAG a Skrobl in vitro méfenim glukozy
uvolnéné z testované potraviny b&hem casové inkubace a standardizovanych podminek
pomoci HPLC. Pfedpoklada se, ze RAG jsou dilezité elementy potravy urcujici glykemickou
odpoveéd’. V této studii se poukazuje na vyznamnost vztahu mezi in vitro méenim RAG
a glykemickou odpovédi in vivo. Jednoduché in vitro méteni RAG a SAG ma souvislost
s fyziologickym stavem a mohlo by byt pouZzito jako pomicka k vyzkumu mnozstvi, typu
a formy sacharidll v potravé pro benefici naseho zdravi. Metoda modifikovana Englystem et
al. (1992) pouziva kalorimetr, zatimco tato studie pouzivda HPLC, coz mé vétsi potencial

v pfesném méfeni i jinych cukrl, nez je glukdza (Englyst et al., 1999).

Priprava vzorki

Standardizovany roztok byl vytvofen smichanim 40 g/l arabindzy s 50% nasycenou
benzoovou kyselinou. Vazany cukr byl ve formé 50 g/l glukézy a 25 g/l fruktdézy ve vodé
s 50% nasycenou benzoovou kyselinou. Cukerné smési byly vysuSeny do konstantni
hmotnosti a uchovany v podtlaku v oxidu fosforecném pied samotnym pouzitim. Pouzité
enzymy — pepsin (Sigma), amyloglukosidaza (Novo Nordisk), pankreaticka lipdza (Sigma)
a invertaza (Merck). Celkem bylo ptipraveno 18 vzorkl (Englyst et al., 1999).

In vitro méfeni glukézy a fruktézy

Vzorky potravin (s obsahem < 0,6 g sacharidil) byly zvazeny s pfesnosti na miligram
a dany do 50ml propylenové centrifugy, kde byly smichany s 5 ml vnitiniho standardu
arabindzy a 20 ml vody. Zkumavky byly uzavieny, intenzivné zamichany a vlozeny do vodni
lazné¢ (100 °C po 30 min), pak pti 37 °C byly chlazeny. Nasledné bylo pfiddno 0,3 ml
invertazy, pak 0,2 ml etanolu a znovu byly zkumavky promichany. V této ¢asti mefeni bylo

zjiSténo mnozstvi glukdzy a fruktozy (Englyst et al., 1999).

In vitro méreni RAG, SAG, celkové glukozy a frakce Skrobu

Vzorky potravin (s obsahem < 0,6 g sacharidii) byly zvaZeny s piesnosti na miligram
a dany do 50 ml propylenové centrifugacni zkumavky, do které se dale ptidal roztok vnitiniho
standardu (5 ml arabinézy) a 10 ml Cerstvé pfipravené¢ho roztoku pepsinu a guarové gumy

(5 g/l pepsinu a 5 g/l guarové gumy v 0,05 mol/l HCI). Po smiseni obsahu byly zkumavky
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vloZeny do vodni 14zné o teploté¢ 37 °C po dobu 30 minut, aby doslo k hydrolyze proteint
pepsinem. Po té do kazdé zkumavky byl pfidan pufr (5 ml octanu sodného) majici pH 5,2.
Smés byla znova inkubovéana v 37 °C.

Pfidanim sklenénych kulicek do zkumavek doslo k mechanickému naruseni struktury
vzorkil v tfepaci vodni lazni. Guarovd guma brani vzniku suspenze a sedimentace vzorku,
stejné tak, jako zachovava viskozitu vzorku.

Jedna zkumavka byla vyjmuta z vodni lazn¢ a bylo do ni pfiddno 5 ml enzymatické
smési. Tento vzorek byl okamzité uzavien a pfevracenim byl jeho obsah opatrné promichan
jesté predtim, nez byl vzorek vlozen do tfepaci vodni lazn€. V minutovych intervalech byla
enzymova sm&s pridavana také do zbylych vzorka a kazdd zkumavka byla vyjmuta z lazné
pfesné¢ 20 minut poté, co byla pfiddna smés enzymi. Déle je 0,2 ml kazdého vzorku bylo
smichéno s 4 ml etanolu a tak doslo k zastaveni hydrolyzy. Takto byly ziskany vzorky Gy,
jedna se o glukézu métenou po dvaceti minutach inkubace enzymy.

Thned po odebrani vzorki byly zkumavky vraceny do tiepaci vodni 14zné. Po dalsich
100 minutach (celkov€ po 120 minutach inkubace) byly odebrany dalsi 0,2 ml vzorku
a pridany 4 ml etanolu, takhle byly ptipraveny vzorky Gy,

Obsahy zkumavek Gjy byly intenzivné promichany a nasledné byly zkumavky
umistény na 30 minut do vodni ldzné s vrouci vodou. Poté byl obsah zkumavek opét
promichan a chlazen v ledové vodé po dobu 15 min. Po pfidani 10 ml hydroxidu draselného
a promiseni obsahu pfevracenim byly zkumavky horizontalné umistény do tfepaci vodni
lazné, obsahujici ledovou. Po 30 minutach tiepani byly zkumavky postupné vyjmuty z ledové
vody a k 0,2 ml obsahu vzorku bylo pfidano 1 ml 1 mol/l kyseliny octové a roztok
amyloglukosidazy. Zkumavky byly vloZzeny do vodni ldzn€¢ 70 °C po dobu 30 minut
a nasledn¢ na 10 minut do vrouci vodni lazng. Zkumavky se zchladily na teplotu mistnosti
pfed pfidanim 12 ml absolutniho etanolu. Takto byl pfipraven vzorek celkové glukdzy

(Englyst et al., 1999).

Méreni cukri pomoci HPLC metody

Pro kalibraci byly pouzity dva standardizované roztoky cukrti. Prvni standard
obsahoval 1 ml a byl zfedén vodou do 20 ml, druhy standard obsahoval 10 ml smési cukru
a byl také zfedén vodou do 20 ml. K obéma roztokiim bylo pfiddno 5 ml roztoku vnitfniho
standardu a vSe bylo dobfe promichdno. 0,2 ml této smési bylo odebrano a ptfidano do

zkumavek obsahujicich 4 ml ¢istého etanolu. Pfed HPLC analyzou byly vSechny etanolické
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frakce centrifugovany po dobu 5 minut pii teploté mistnosti. MnoZstvi smési potiebné pro
analyzu zéavisi na obsahu cukru: 70 pl pro fepny cukr, Gy a Gizo, 200 pl pro celkovou
glukozu a 70 - 120 pl pro glukdzu, v zavislosti na predpokladaném obsahu glukézy ve vzorku.
Vzorky byly umistény do HPLC lahvi¢ek a po pfiddni 1 ml deionizované vody byly
smichany.

Autosampler (model AS3500, Dionex) byl pouzit ke vstiikovani 20 ml zfedéného
etanolu. Separace cukrii bylo docileno pomoci aniontové vyménné analytické kolony
(Carbopa PA100, Dionex) a predklony (CarboPac PA10, Dionex) za uziti gradientové pumpy
(model GP40, Dionex). Nosné roztoky 200 mol roztok NaOH s vodou byly odvzdu$nény.
Z vody byly odstranény plynné pfimési. Pratok byl nastaven na 0,8 ml/min. Monosacharidy
byly detekovany pomoci elektrochemického detektoru (model ED40, Dionex). Reakéni doba
byla 1 s a vykon detektoru byl 300 nA. Pro sjednoceni, porovnani a vyhodnoceni vysledkl
byl pouzit program na zpracovani dat (DX-500, Dionex). Hodnoty RAG, SAG, rychle
stravitelného Skrobu, pomalu stravitelného Skrobu, nerozpustného Skrobu a celkového skrobu
byly spocitany ze zméefenych hodnot glukézy, Gao, G120 a hodnoty celkové glukozy. Hodnoty
frakce Skrobu byly vyjadreny jako polysacharidy uzitim konvertujiciho faktoru 0,9 (Englyst et
al., 1999).

In vitro technika, kterd je v této studii popsana stanovuje RAG, SAG a frakce Skrobu
méfenim mnoZzstvi glukdzy uvolnéné z testované potraviny béhem inkubace travicimi enzymy
za normalizovanych podminek. GI je pfimym méfitkem glykemické reakce potravin, a tak
odrazi vSechny mechanismy, které mohou mit vliv na glykemickou odezvu. AvsSak pro
vétSinu potravin obsahujicich sacharidy je obsah RAG témét jisté vyznamnym faktorem
ovliviiujicim velikosti GI a v této studii je zndzornéna silna korelace mezi publikovanymi
hodnotami glykemického indexu a hodnotami rychle stravitelé glukézy pro Sirokou skalu
Skrobnatych potravin (Englyst et al., 1996).

Tato studie predstavuje méfeni glykemické odpovédi testovanych potravin, u nichz
byly naméfeny hodnoty RAG a SAG. Fakt, ze danad procentudlni zména RAG (dosazena
zménou typu potraviny nebo mnozstvi konzumovanych potravin), je spojena se stejnou
procentualni zménou glykemické odpoveédi podporuje hypotézu, ze pfijem RAG je hlavni
klicovy faktor, ktery méa vliv na velikost glykemické odpovédi, za podminek této studie.
Vysledky studie ukazuji uzitecnost métfeni in vitro RAG a SAG pro charakterizaci

glykemické odezvy testovanych potravin (Englyst et al., 1999).

30



5.2.3 In vitro metoda s pouZitim umélé neuronové sité

Nasledujici studie popisuje jak stanovit GI potravinafského vyrobku pomoci
analytické metody in vitro. Metoda odhadu glykemického indexu v laboratofi je zaloZena na
simulovaném lidském traveni cel¢ fady vzorkli se zndmymi hodnotami GI stanoveného jiz
diive metodou in vivo. Zahrnuje tedy $tépeni potravin za pouziti kyseliny chlorovodikové
a enzymil, nasledné HPLC analyzu cukrii a cukernych alkoholii. Udaje ziskané z HPLC
analyzy a informace o sloZeni vyrobku jsou zpracovany pomoci umélé neuronové sité ke
zjisténi predpovidané hodnoty GI potraviny. Tahle metoda je rychlad a nizkondkladova oproti

in vivo metodam, které ke stanoveni GI potravin musi pfijmout vyhovujici osoby (Magaletta

et al., 2010).

Priprava vzorki

Reprezentativni ¢ast vzorku se umisti do laboratorniho mikronizéru na n€kolik sekund.
Michani je zastaveno pravé v té fazi, kdy se vzorek stane dostate¢né homogenni pro fizené
traveni. Velmi riznorodé vzorky jako jsou napiiklad suSenky, byly jesté drceny, ale nesmélo
dojit k ptiliSnému naruSeni struktury potravin, aby byl dil¢i vzorek dostate¢né reprezentativni

pro analyzu. Na konec byly vzorky pfemistény do odb&rového kelimku (Magaletta et al.,
2010).

Traveni

Mnozstvi vzorku, které odpovidd 0,50 g dostupnych sacharidl, bylo navazeno do
sklenéné lahvicky se Sroubovacim uzavérem, do ni bylo pfiddno 5 ml H;O, 10 ml Cerstvé
ptipraveného roztoku pepsinu nebo guarové gumy a pét sklenénych kulicek. Po uzavieni byla
lahvicka intenzivné promichana a vodorovné ulozena do 37 °C tfepaci vodni lazné. Lahvicka
byla tfepana po dobu 30 minut, aby doslo k hydrolyze bilkovin pepsinem. Déle byl pfidan do
lahvicky roztok octanu sodného (5 ml) a enzymovy roztok (5 ml: 136 mg/ml pankreatinu,
13,4 U/ml amyloglukosiddzy a 25,43 U/ml invertazy), obsah lahvicky se promichal
prevracenim. Originalni vzorek byl ihned horizontalné umistén do 37 °C tfepaci vodni lazné,
kde by tfepan po dobu 20 min. Obsah lahvicky byl nasledné ihned ptelit do nddoby Mason
obsahujici 500 ml 66 % etanolu, aby doslo k zastaveni enzymova reakce. Mason nadoba byla
uzaviena a jeji obsah byl jednou promisen pirevracenim. Cast obsahu byla filtrovana pies

rychly filtrani papir do lahvic¢ky se Sroubovacim uzavérem. Filtrace je nezbytny krok, ktery

31



zajisti, aby se gluk6éza nevyluhovala pomoci 66 % roztoku etanolu. Roztok byl ziedén
deionizovanou vodou, poté byl zfiltrovan do lahvicky automatického vzorkovace. Nakonec
pomoci HLPC metody byl ve vzorku analyzovan obsah glukdzy, fruktozy, sacharozy, laktozy,
galaktozy a maltitolu (Magaletta et al., 2010).

HPLC postup

Do iontového Chromatografu (ICS-3000, Dionex, Sunnyvale, CA) bylo vstfiknuto
10 pl roztoku. Separace bylo dosazeno pouzitim CarboPac PA-I analytické kolony s Amino
Trap kolonou (Dionex) s prutokovou rychlosti 1 ml/min, jako rozpoustédlo byl pouzit roztok
NaOH. Detekce byla provedena pomoci pulzniho amperometricého detektoru (Dionex) za

pouziti jedné zlaté pracovni elektrody a referen¢ni elektrody Ag/AgCl (Magaletta et al.,
2010).

Kvantifikace cukri a maltitolu

Slepy vzorek a vzorek smichany se standardy (1, 20, 50, a 100 ppm) kazdého cukru
a maltitolu byly vstiiknuty do HPLC a tak byla zkonstruovana kalibracni kiivka. Koncentrace
glukozy, fruktozy, laktdzy, galaktdozy a maltitolu byly vypocteny z kalibraéni kiivky pomoci
ploch pikt pti riznych fedénich vzorkl. Koncentraéni hodnoty (%) pro kazdou analyzovanou
byly srovnany se slepym vzorkem a vzdjemné byly hodnoty odecteny. Vysledkem bylo

stanoveni pofadi hodnot v jednotlivych traveninach srovnanych se slepym vzorkem (%)

(Magaletta et al., 2010).

Predpovéd’ glykemického indexu

Ke stanoveni rovnice pro piedpoveéd glykemického indexu byla pouzita uméla
neuronova sit s pouzitim softwaru JMP 7.0 (SAS Institute, Cary, NC). Neuronova sit’ je sada
nelinearnich rovnic, které predpovidaji vystupni veli¢iny (y) ze vstupnich proménnych (x).
V podstaté Ize fici, ze neuronova sit’ funguje jako nelinearni regresni model.

Hodnoty koncentrace cukri a cukernych alkoholi v konecném roztoku, spolecné
s celkovym procentudlnim zastoupenim bilkovin, tukli a celkového obsahu vlakniny (TDF)
z puvodniho vzorku (stanoveno analyzou za pouziti standardnich metod, nebo vypoctem
z jednotlivych slozek hodnot) byly vloZzeny do JMP 7.0 tabulky. Predik¢éni rovnice byla
odvozena z dat pro kalibra¢ni sady vzorkl potravin se zndmymi hodnotami GI stanovenymi
in vivo. Kalibra¢ni sada je soucasti potravinaiskych vyrobkd i fady cistych standarda.
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Vsechny vzorky a standardy byly analyzovany pomoci vyse popsaného postupu. Pomoci
softwaru byla zndzornéna data, kterd nejlépe popisuji vztahy mezi hodnotami GI in vivo
a nezavislymi proménnymi. K zajisténi efektivni pfedpovedi GI vzorkt, které nebyly zahrnuty
v kalibra¢nim setu, byly do tabulky JMP 7.0 zadany hodnoty koncentraci jednotlivych slozek
potravin, které budou piedpovidat hodnoty GI pomoci dfive odvozené predikcéni rovnice.

Mnozstvi dostupnych sacharidii ve vzorku bylo vypocteno jako rozdil celkového
mnozstvi sacharidii a celkového mnozstvi vlakniny a minus alkoholy cukru jiné nez maltitol.
Maltitol byl zahrnut mezi dostupné sacharidy, protoze ma vyznamnou hodnotu GI podle
Liveseye et al. (2003), zatimco ostatni bézné cukerné alkoholy maji velmi nizké hodnoty GI,
a proto byly povazovany za nedostupné pro ucely této metody. Predpokladané vysledky byly
obecné v dobré shodé¢ s vysledky in vivo.

Dosud neexistuje zadny predikéni profil sachardzy, protoze enzymaticka smés
obsahuje invertazu, kterd rozkladda sacharézu na glukoézu a fruktéozu. Absence sacharozy
v rozstépeném vzorku mize byt pouZita jako vnitini kontrola, zda je smés enzymu piidéana do
vzorku. Pfitomnost sachardzy v natraveném vzorku miize byt znamkou toho, ze smes enzymu
nebyla fadné pfipravend, nebo nebyla ptfidana do vzorku. Pokud se potvrdi, ze enzymy byly
fadné¢ pfipraveny, potom pfitomnost sacharézy mulze znamenat, Ze vzorek obsahuje
slouceniny, které inhibuji aktivitu invertdzy za podminek pouzitych traveni.

Glukoéza vykazovala nejstrméjsi profil kiivky predpoveédi GI, dale byla nasledovana
kiivkami laktézy a maltitolu, coz je v souladu se znamymi hodnotami GI in vivo, které jsou
100, 46, a 35. Fruktoza a galaktoza jsou cukry s nizkymi hodnotami glykemického indexu
a jejich profil kiivky ptfedpovidajici GI je proto plossi. V této studii byly zkoumany také
ucinky bilkovin a tuk@ na reakci glykémie u nediabetickych jedinct. Bylo zjisténo, Ze
zvySeny obsah bilkovin a tukl snizi odpovéd’ krevni glykémie. Piestoze GI je definovan jako
vlastnost sacharidové frakce potravin i obsah bilkovin nebo tuki v potravinach maji vliv na
hodnotu GI. Obsah celkové vlakniny (TDF) v testovanych potravinach byl kompenzovan
pomoci hmotnosti vzorkid, které obsahovaly stejné mnozstvi dostupnych sacharida.
Neocekava se, ze TDF ma vyznamny vliv na ptedpokladanou hodnotu GI. Ktivka pro TDF je
velmi mirnd a ma tak negativni vliv na predikci GI.

Vyslednd data ziskand pomoci neuronové sité byla porovnana s vysledky standardnich
vypocetnich metod. Pro 72 vzorkli pouzitych v této studii, byly vysledky glukézy uvolnéné
v prubéhu traveni pfevedeny na hodnoty pro RAG. Hodnoty rychle dostupné glukézy jsou

vyjadieny v gramech uvolnéné glukézy na 100 g potraviny. Tyto vysledky jsou vyneseny do
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grafu a to jako GI vs. RAG (g/100 g potravy) a GI vs. RAG (g/porce) jak je znazornéno na

obrazcich €. 5 a 6. Vysledky ukazuji, jak vyuziti dat neuronové sité¢ maji za nasledek zlepSeni

korelace experimentalnich dat s vysledky in vivo (Magaletta et al., 2010).

Obrazek ¢. 5

In Viva GI

Obrazek ¢. 6

in Vivo Gl

120 4

100

20

. O * v=05219x + 3453
t. * A= =054
0 20 40 60 BO 100 120

RAG (g of glucose released/100 g of food)

y=0.9731x + 20.748
. . R?=0.5556

e e e e e i g e — s,

(r 10 20 30 40 50 G
RAG {g of glucose released/serving}

Zdroj: Magaletta et al., 2010

Jednou z vyhod ze zde popsané metody in vitro je, Zze koreluje s mnohem vétSim

souborem. Kazdy bod znazornény v grafu reprezentuje 10 jedinct, takze vzorek kde je v sade

72 potravin predstavuje 720 jedinct. Ze statistického hlediska, by to mélo vést k vysledkim,

které¢ vice vypovidaji o celkové populaci, nez testovani pomoci in vivo metody, béhem které

je testovano mnohem méné jedincti (Magaletta et al., 2010)
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6 Zavér

Problematika vyzivy c¢lovéka v souvislosti se sacharidy je velmi obsdhlé téma.
Glykemicky index se sacharidy neodmyslitelné souvisi. Hodnoti sacharidy podle jejich vlivu
na postprandidlni glykémii. Potraviny s nizkym glykemickym indexem zptlisobuji pomalejsi
a mirnéj$i glykemickou odpovéd’ zatimco potraviny s vysokym glykemickym indexem
zpuisobuji rychlé a vyrazné vykyvy glykémie.

Projevuje se stdle vétSi zdjem o urceni hodnot glykemického indexu potravin nejen
u lékart, ale také u vyrobcl a spotiebiteli. V této praci byly popsany metody, které jsou
pouzivany ke stanoveni glykemického indexu. K jeho samotnému stanoveni, které neni

jednoduché, jsou pouzivany klinické a analytické metody.

Obé metody se od sebe lisi a byly zjistény jejich vyhody i nevyhody:
Klinickd metoda in vivo vyzaduje méfeni hladiny krevni glykémie po poziti testované
potraviny u zdravych dobrovolnika.
» spolehlivé stanoveni glykemického indexu potravin
ziskani specifické hodnoty glykemického indexu potravin
podléha prisnym pravidlim a schvalovacimu procesu etické komise
finan¢ni a ¢asova naroc¢nost

je zapotiebi lidskych dobrovolniki

YV V V VYV VY

mozna variabilita vysledkil v ramci jednotlivell, mezi jednotlivei i mezi laboratofemi

Analytické metody in vitro jsou zaloZeny na principu nasimulovaného lidského traveni.
» levngjsi zptisob méfeni glykemického indexu potravin
» jednodussi a rychlejsi zpiisob méfeni glykemického indexu potravin
» neni zapotiebi stanoveni glykemické odezvy z krve dobrovolnikt
» neposkytuji ¢iselné hodnoty glykemického indexu, pouze tdaj o glykemické odpovedi

» pouze odhaduji pravdépodobnou rychlost traveni sacharida

Zpusob in vivo méteni hodnot GI potravin je pomérné pracny, ¢asoveé a finanéné narocny.
In vitro metody, odhadujici rychlost traveni sacharidii a absorpci glukézy v tenkém stieve,
jsou rychlé a nizkondkladové oproti in vivo metodam, které ke stanoveni GI potravin musi

pfijmout vyhovujici osoby. Hodnoty GI namétené in vivo mohou byt vyrazné odlisné pro
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stejné potraviny métené in vitro. Je obtizné napodobit vSechny lidské travici procesy ve
zkumavce. Dosud 7z&dna studie in vitro nedefinuje sacharidy v potravinach takovym
zpusobem, aby bylo mozné urcit jejich traveni ve sttevech. Metoda in vitro mize byt vhodna
pro urcité aplikace jako je naptiklad vyvoj produktu a vyzkum faktord, které ovliviuji
rychlost traveni sacharidii v potravinach. V klinickych a epidemiologickych vyzkumnych
aplikacich neni doporuceno pouzivat hodnoty GI stanovené metodami in vitro, protoze muize
dojit k pfecenéni nebo podcenéni pravych hodnot glykemického indexu. Z téchto divodi
nelze nahradit metodu stanoveni glykemického indexu potravin na zéklad¢ urceni hladiny

krevni glykémie po konzumaci potraviny metodami analyzy dané potraviny.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AOAC Association of analytical communities
AUC plocha pod kiivkou glykémie

BMI index télesné hmotnosti

CGM kontinualni monitorovani glukozy

DF nerozpustna vlaknina

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FAO Organizace pro potraviny a zemé&délstvi
GI glykemicky index

GL glykemické naloz

HI index hydrolyzy

HPLC vysokoucinna kapalinové chromatografie
TAUC ptirtistkova plocha pod kiivkou glykémie
II inzulinovy index

ISFG koncentrace glukézy v intersticialni tekuting
napfr. naptiklad

RAG rychle dostupna glukoza

RS nestravitelny (rezistentni) skrob

SAG pomalu dostupné glukdza

SE smérodatnd odchylka

TDF celkovy obsah vldkniny

tzv. takzvané

Vvs. Versus

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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