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Metody laboratorniho stanoveni kvality bilkovin
Souhrn

Bakalarska prace se zaméfuje na sumarizaci metod laboratorniho stanoveni kvality
bilkovin v kontextu krmivarstvi a chovu zvifat. Cilem prace je poskytnout komplexni ptehled
o ruznych metodach pouzivanych k hodnoceni kvality bilkovin a jejich vztahu k potfebam
a stravitelnosti hospodarskych zvirat. Prace je zaloZena na literarni reSerSi, ktera pokryva
témata jako funkce, slozeni a stravitelnost bilkovin, stejn€ jako nutri¢ni potieby zvifat. Déle
jsou prezentovany a analyzovany riizné metody stanoveni kvality bilkovin, vCetné reologickych
vlastnosti, indexu esencialnich aminokyselin, stravitelnych aminokyselin a reaktivniho lysinu.
Poznatky uvedené v praci vychazi ze sumarizace, analyzy a syntézy sekundarnich dat
uvedenych v odborné a védecké literatufae a dalSich relevantnich zdrojich. Celkovy teoreticky
prehled by mohl byt vyuzit odborniky v oblasti krmivarstvi a chovu zvitat, ktefi se zabyvaji
vybérem a aplikaci metod pro hodnoceni kvality bilkovin v krmivech a potravinach pro zvitata.
Takto pripravena znalostni baze muaze byt i vychozim zakladem pro nasledny vyzkum v této
oblasti.

Klic¢ova slova: bilkoviny, kvalita, laboratorni analyza, stravitelnost



Methods of laboratory determination of protein quality

Summary

The bachelor thesis focuses on summarising methods of laboratory determination of
protein quality in the context of animal feed and animal breeding. The thesis aims to provide a
comprehensive overview of the different methods used to assess protein quality and their
relationship to the needs and digestibility of livestock. The work is based on a literature search
covering topics such as the function, composition and digestibility of protein, as well as the
nutritional needs of animals. In addition, different methods of protein quality determination are
presented and analysed, including rheological properties, essential amino acid index, digestible
amino acids and reactive lysine. The knowledge presented in this paper is based on the
summarisation, analysis and synthesis of secondary data presented in the scientific and
technical literature and other relevant sources. The overall theoretical overview could be used
by feed and animal husbandry professionals involved in selecting and applying methods for
assessing protein quality in animal feed and food. Such a knowledge base can also be the basis
for a next research in this field.

Keywords: protein, quality, laboratory analysis, digestibility
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1 Uvod

Vyznam bilkovin si uvédomili chemici na po¢atku 19. stoleti, véetné §védského chemika
Jonse Jacoba Berzelia, ktery v roce 1838 vytvoril termin protein, slovo odvozené z feckého
proteios, coz znamena "drzici prvni misto".

Hrubé bilkoviny jsou dulezitou vyzivovou slozkou. Jsou souborem aminokyselin, které
jsou zakladem zakladni lidské fyziologie, podporuji metabolizujici tkané a enzymy, které fidi
chemii organismu. Bilkoviny neboli proteiny jsou zakladnimi stavebnimi bloky bunék a tkani
v téle organisma. Dalsi z diilezitych funkci je obranna, zasobni, transportni a pohybova. Uginky
bilkovin v organismu jsou nezbytné pro spravné fungovani téla. V pifipadé nedostate¢ného
obsahu bilkovin obsahujici esencialni aminokyseliny ve stravé vede k ibytku svalové hmoty,
zhorSeni imunity, hormonalni a enzymatické Cinnosti v téle. Pro fungovani téchto dulezitych
funkci je nutné dodavat télu kvalitni bilkoviny ve strave.

Kvalitu urcuje dusik, ktery je nenahraditelnym prvkem aminokyselinové patete bilkovin.
Homeostaza dusiku je vysoce regulovana funkce, ktera se podili na fungovani hemu, hormont,
imunitnich mediatorti, antioxidanti a neurotransmiterti. Tento prvek se podili na syntéze
sloucenin, jako jsou puriny a pyrimidiny, které uchovavaji a zpracovavaji veskeré genetické
informace. Rozvinuté ekonomiky vyuzivaji tyto informace ke zlepseni zemédelské produkce,
coz napomaha celkovému zdravi, exportnim ucelim i chovu zvifat pro spotiebu, zatimco
rozvojové zeme se zameruji na podvyzivu a kvalitu kazdodenni stravy.

V oblasti vyzivy zvifat hraji bilkoviny neoddiskutovatelnou roli predevsim v oblasti
optimalizace vyzivy. Pro jeji zajisténi je nezbytné spravné nastaveni kvality bilkovin. Praveé
laboratorni metody umoziuji krmivaiim a chovateliim ziskat informace nejen o obsahu, ale i o
biologické dostupnosti bilkovin. Zaroveni tyto laboratorni analyzy umoziuji sledovat a
kontrolovat kvalitu krmiv z pohledu mnozstvi zivin. Nevyvazené poméry mohou vést k poklesu
produkénich vysledkt a v neékterych pripadech mohou vést az ke zdravotnim problémutm zvirat.
Stanoveni kvality bilkovin pak umoziuje sledovat vyuzitelnost krmiv, jejichz slozeni mize
pochazet z riznych zdroji. Roli hraje i uprava krmiv, naptiklad zménou teploty ¢i pH, coZz ma
nasladné dopad zmeénu vlastnosti proteind, predevsim v oblasti optimalizace. Rozpustnost
bilkovin je pak vyznamna predev§im v oblasti schopnosti vztiebabani zivin ve stieve.

Pouzivani laboratornich metod a pfistupt se nakonec projevuje i v hledisku
ekonomickém. Spravné nastaveni typu krmiva a vyzivové davky diky pfedchozimu stanoveni
kvality bilkovin maze pomoci snizit celkové naklady na krmivo se souasnou maximalizaci
produk¢nich vysledkut. Piipadné snizeni pouzivani pomocnych ¢i dopliikovych krmiv a piisad,
je pak jen dal§im bonusem pfi snizovani naklada.

Vyzkum kvantitativni vyzivy hospodaiskych zvifat je stale potfebny pro zvySeni
ucinnosti metabolismu a optimalizaci krmné davky. V oblasti vyzivy zvifat ma rovnéz zasadni
vyznam pro zajisténi produkce masa a mlécnych vyrobkil pozadované kvality.

Tato prace se proto vénuje piehledu laboratornich metod pro stanoveni kvality bilkovin.



2 Cil prace

Cilem prace je sumarizovani pfehledu metod stanoveni kvality bilkovin na zakladé
laboratorniho testovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Funkce a slozeni bilkovin

Bilkoviny neboli proteiny jsou biopolymerni struktury slozené z aminokyselin, kterych
je v biologické chemii 20 zakladnich. Bilkoviny slouzi jako strukturni podpora, biochemické
katalyzatory, hormony, enzymy, stavebni kameny a iniciatory bunécné smrti
(LaPelusa & Kaushik 2023).

Lze je definovat jako makromolekularni latky slozené z aminokyselin, které jsou
vzajemné svazany peptidovou vazbou (Davidek 2012). Peptidova vazba spojuje aminoskupinu
jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinu druhé aminokyseliny jednoduchou kovalentni
vazbou (Koolman 2012).

Proteiny v potravé se li§i svymi chemickymi, biologickymi, nutricnimi a funk&nimi
vlastnostmi, které zavisi na jejich zdroji, odkud pochazeji. Ptijem téchto latek muze pochazet
z upravenych, zpracovanych nebo syrovych (neupravenych) surovin. Bilkoviny mohou byt
zivoci$ného nebo rostlinného puvodu (Li Day 2022). Obecné se uznava, ze bilkoviny
zivocisného pivodu maji veétsi nutricni hodnotu nez rostlinné, a to hlavné z divodu
aminokyselinového slozeni. Kromé toho, jsou to také jejich technologické funkce, jako je
emulgace, pénéni, gelovani (zelirovani). Tyto funkce dodéavaji potravindm atraktivni texturu,
senzorické vlastnosti a jsou povazovany za lepsi nez u rostlinnych bilkovin (Kim at al. 2020).

Aminoskupiny bilkovin zajistuji alkalické vlastnosti a karboxylové skupiny zajist'uji
kyselé¢ vlastnosti (Nanhar & Kok Siong 2019). V kapalné formé& nebo roztoku maji
aminokyseliny amfoterni vlastnosti. To znamena, ze v zasaditém roztoku se méni na kyselinu
a v kyselém roztoku na zasadu, tzv. zwitterionty (Wolfe 2017).

Vlastnosti bilkoviny jsou urovany poradim v polypeptidovém fetézci a zastoupenym
typem aminokyselin. Funkce bilkovin jsou rozdéleny podle jednotlivych struktur (Huang at al.
2006, Ningbo & Hua 2017). Konkrétni vlastnost zavisi na specifickych molekularnich
charakteristikach, jako je velikost, primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni konformace,
distribuce naboje, stejné jako obsah a umisténi hydrofobnich oblasti (Zhang et al. 2021).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, struktury bilkovin se deli na Ctyfi skupiny: primérni,
sekundarni, terciarni, kvartérni.

e Primarni struktura uruje sekvenci aminokyselin spojenych do polypeptidového
fetezce. Specifické sekvence bilkovin jsou tvofeny z dvaceti riznych aminokyselin,
které mohou byt v polypeptidovém fetézci pouzity i vicekrat (Sanvictores & Farci
2022). Tato struktura mé také nazev patert bilkoviny (LaPelusa & Kaushik 2023).

e Sekundarni struktura urcuje prostorové usporadani aminokyselin v fetézci, které jsou
spojeny pomoci vodikovych mustkt. Toto uspotradani urCuje vlastnosti proteind jako je
pevnost a pruznost. Nejcastéji rozliSujeme dva typy sekundarni struktury, ato: o - helix,
fetézec stoCeny do pravotoCivé Sroubovice a [-skladany list, slozeny ze dvou
rovnobézné antiparalelné uporadanych fetézca (Kodicek at al. 2015).

e Terciarni struktura je trojrozmérny tvar proteinu uréeny oblastmi stabilizovanymi
interakcemi mezi postrannimi fetézci polypeptidového fetézce (Rehman at al. 2023).
Terciarni struktura je v podstaté urCena usporadanim sekundarnich struktur,



a-Sroubovic a B-skladanych lista, které se spojuji do jedné nebo nékolika jednotek.
Téchto kombinaci je omezeny pocet a nékteré z nich jsou v proteinech obzvlasté Casté
(Cozzone 2022). Vysledny tvar bilkoviny uréuji kovalentni vazby, které mohou byt
peptidové nebo disulfidové. Mezi zakladni typy tercialni struktury fadime: fibrilarni
struktura, ktera je vlaknita a globularni struktura, ktera je kulovita (Klouda 2013).

e Kvartérni struktura je trojrozmérné usporadani dvou nebo vice polypeptidi
v bilkoving, z nichz kazdy se sklada nezavisle na druhém. Na této urovni se vytvareji
komplexy z vice polypeptidovych fetézci nazyvanych podjednotky. Je dulezité
poznamenat, ze termin podjednotka je mozné zaménit s terminem protomer (LaPelusa
& Kaushik 2023).

Grafické znazornéni jednotlivych struktur aminokyselin je znazornéno na Obréazku 1.

Primarni Sekundarni Tercialni Kvartérni
- 5 7~
aminokyseliny alfa helix beta beta alfa helix
skladany list skladany list Zdroj: DeepMind

Obrazek 1 Struktura aminokyselin
(Zdroj: https://www.ukforum.cz/rubriky/veda/7760-umela-inteligence-al phafold-
zpusobila-revoluci-v-biologii)

Podle raznych kritérii 1ze bilkoviny dale rozdélit:
a) Podle chemického slozeni
b) Podle fyzikalnich vlastnosti
c) Podle funkce v organismu

Ad a) Podle chemického slozeni

¢ Jednoduché bilkoviny jsou tvofeny pouze aminokyselinami.

e Slozené bilkoviny obsahuji bilkovinnou 1 nebilkovinnou cast. Slozené (téz
kondenzované) bilkoviny se dale mohou d¢lit na: lipoproteiny obsahu;ji lipidovou
slozku, glykoproteiny obsahuji sacharidovou slozku, fosfoproteiny obsahuji zbytky
kyseliny fosforecné, metaloproteiny obsahuji kationty kovi, hemoproteiny obsahuji
krevni barvivo hem, nukleoproteiny obsahuji casti nukleovych kyselin (Biizd'ala
2024).

Ad b) Podle fyzikalnich vlastnosti
e Tvaru:
Fibrilarni maji tvar dlouhého vlakna (kolagen, keratin).


https://www.ukforum.cz/rubriky/veda/7760-umela-inteligence-alphafold-

Globularni maji tvar klubka (enzymy, albuminy, protilatky).

Rozpustnosti

Rozpustné ve vodé (albuminy) nebo v slabych roztocich kyselin, zasad a soli (globuliny)
Nerozpustné ve vode je vétSina fibrilarnich bilkovin (tzv. skleroproteiny)

a globularnich bilkovin obilnych zrn (gluteliny, prolaminy) (Bfizd’ala 2024).

Ad c) Podle funkce v organismu jsou bilkoviny rozdéleny nasledovné (Roubik 2018;

3.1.1

Bailey 2023):

Strukturni bilkoviny jsou vlaknité, provazané bilkoviny, které jsou podporou jinych
bilkovin, jako je keratin, kolagen a elastin. Keratin zpeviiuje ochranné vrstvy, jako
je kaze, srst, pefi, zobaky, rohy. Kolagen a elastin poskytuji oporu pojivovym tkanim,
jako jsou §lachy a vazy.

Enzymatické (katalytické, ridici) bilkoviny jsou vSechny dosud identifikované
enzymy, které jsou katalyzatory vSech metabolickych reakci, umoziujici organismu
vytvaret chemmické latky nezbytné pro zivot, jako jsou bilkoviny, sacharidy, tuky,
pfeméfiovat a rozkladat je na jiné potiebné latky. Zivot bez enzym® neni mozny.
Transportni bilkoviny jsou prenaseci, které pfemistuji molekuly a ionty z jednoho
mista na druhé nebo pres membranu. Nejznamé;jsi je hemoglobin, ktery je zodpoveédny
za prenos kysliku v krvi prostifednictvim Cervenych krvinek.

Zasobni bilkoviny jsou zasobarnou amynokyselin, které jsou piipraveny k pouZiti.
Mezi zasobni bilkoviny lze zaradit napfiklad ovoalbumin, ktery je ve vajecnych bilcich,
kasein neboli mlé¢na bilkovina. Ferritin je dal§i zasobni bilkovina, ktera uchovava
zelezo v transportni bilkoviné, hemoglobinu.

Pohybové bilkoviny jsou tzv. kontraktilni bilkoviny zodpovédné za svalovou kontrakci
a pohyb. Mezi tyto bilkoviny se fadi naptiklad aktin a myozin. Eukaryotické buiiky maji
obvykle velké mnozstvi aktinu, ktery fidi svalovou kontrakci i pohyb a déleni bungk.
Myosin neboli motorovy protein, dodava aktinu energii.

Obranné bilkoviny jsou specifické bilkoviny zajistujici protilatky a obrannou
schopnost oraganismu branit se antigenim a cizim puvodcim riznych nemoci. Maji
schopnost pohybovat se krevnim feci§tém a tim je umoznéno, aby je imunitni systém
vyuzival k identifikaci a obran¢ pred viry, bakteriemi a jinymi plivodci onemocnéni.
Jednim ze zpusobt, jak protilatky plsobi proti antigenim, je jejich znehybnéni

a nasledné zneSkodnéni bilymi krvinkami.

Regula¢ni (hormonalni) bilkoviny jsou kuryrni bilkoviny, které poméahaji koordinovat
télesné funkce. Piikladem téchto bilkovin je inzulin (pro fizeni koncentrace glukozy
v krvi), oxytocin a somatotropin.

Definice a rozdéleni aminokyselin

Bilkoviny se skladaji z aminokyselin spojenych peptidovymi vazbami a jsou hlavnim

zdrojem dusiku ve straveé. Dusik je nenahraditelnym prvkem aminokyselinové patete, ktery
urcuje jeji mnozstvi a kvalitu bilkovin. Homeostaza dusiku je vysoce regulovana funkce, ktera
se podili na fungovani hemu, hormont, imunitnich mediatora, antioxidantd a neurotransmitert
(Smil 2002). K udrzeni télesnych funkci a rustu potfebuje organismus ur¢ité minimalni
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mnozstvi pfijimanych bilkovin a také dostate¢ny piisun esencialnich aminokyselin, které si télo
samo nesyntetizuje (Gwin 2020).

Aminokyseliny jsou organické kyseliny, zakladni stavebni kameny bilkovin a slouzi také
jako signaly regulujici Cetné biologické drahy v organismu (Xiao & Guo 2022). Jejich uloha
je dulezita nejen pii syntéze bilkovin, ale pfispivaji 1 k fadé dalSich vnitrobunéCnych
metabolickych pochodi, véetné tvorby ATP (adenosintrifosfat), syntézy nukleotidi a redoxni
rovnovahy, které podporuji bunécné funkce a funkce organismu (Kelly 2020).

Aminokyseliny podle postradatelnosti jsou déleny na esencialni, podminéné esencialni a
neesencialni (NZIP 2024). Tato klasifikace vyplynula ze studii, které ukazaly, ze urcCité
aminokyseliny jsou potfebné pro rust nebo dusikovou rovnovahu i v pfipadé, Ze je k dispozici
dostatecné mnozstvi alternativnich aminokyselin (Reeds 2000). Klasifikace esencialnich
a neesencialnich aminokyselin byla poprvé uvedena ve studiich na pocatku 20. stoleti, kdy
jedna studie zjistila, ze organismus je schopen vyrovnat dusikovou rovnovahu pfi straveé
obsahujici pouze osm aminokyselin (Rose 1957). Pokud nejsou vSechny aminokyseliny

ve strave pfitomné, neni mozné udrzet v ramci homeostazi dusikovou bilanci a nasledkem
jsou ruzné poruchy organismu. A toi v pfipad€, Ze je organismus schopen si nékteré¢ podminéné
esencialni syntetizovat (Hou at al. 2015).

Ackoliv se v piirodé vyskytuji stovky aminokyselin, k vyrobé vSech bilkovin v téle
Cloveka a ostatnich obratlovel je zapotiebi pouze 20 aminokyselin (Wu 2009). Mezi dvacet
aminokyselin patfi:

Nazev Zkratka Nazev Zkratka
Alanin ALA Lysin LYS
Arginin ARG Methionin MET
Asparagin ASN Fenylalanin PHE
Kyselina asparagova ASP Prolin PRO
Cystein CYS Serin SER
Kyselina glutamova GLU Threonin THR
Glutamin GLN Tryptofan TRP
Glycin GLY Tyrosin TYR
Histidin HIS Valin VAL
Isoleucin ILE Selenocystein SeCYS
Leucin LEU Pyrolysin* PYL

* Pyrrolyzin (nepouziva se pii syntéze lidskych bilkovin)

Selenocystein a pyrolyzin jsou nové objevené aminokyseliny a jsou povazovany za dvacatou
prvni a dvaadvacatou aminokyselinu (Lopez & Mohiuddin 2023).

Z celkem dvaceti uvedenych aminokyselin je devét fazeno mezi esencialni:
e Fenylalanin

e Valin
e Tryptofan
e Treonin

e Isoleucin



e Metionin

e Histidin
e [Leucin
e Lysin

Esencidlni aminokyseliny, znamé také jako nepostradatelné aminokyseliny, jsou takové,
které Cloveék a ostatni obratlovci nedokazou syntetizovat z meziprodukt metabolismu (Hou at
al. 2015). Tyto aminokyseliny musi byt dodavany z exogenni stravy, protoze organismu chybi
metabolické cesty potfebné k syntéze téchto aminokyselin (Hou & Wu 2018).

Podminéné esencialni aminokyseliny jsou nepostradatelné v urCitych fazich
fyziologického zivota, napf. rust, stres. Zdravy organismus je dokaze za urCitych podminek
syntetizovat samo, ale ne pti hladovéni poruchach metabolismu (Roubik 2018).

Neesencialni aminokyseliny nebo také postradatelné kyseliny. Organismus dokaze tyto
aminokyseliny syntetizovat pouze pomoci esencialnich aminokyselin.

Nékteré neesencialni aminokyseliny, jako napf. arginin a histidin Ize v urcitych fazich
povazovat za esencialni, protoze organismus je nedokaze vytvaret v dostateCném mnozstvi
v urcitych fyziologickych obdobich ristu, biezosti nebo po trazech (de Koning 2013).
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Grafické zndzornéni esencidlnich, podminéné esencialnich a neesencialnich
aminokyselin je uvedeno v Obrazku 2.
Barevné jsou odliSeny atomy uhliku (Seda), vodiku (bild), dusiku (modrofialova), kysliku
(Cervend) a siry (zluta).

esencialni podminéné esencialni neesencialni
aminokyseliny aminokyseliny aminokyseliny

‘\.«/-
MK > ¥ =
X D 4 o 3%/ \i&
histidin valin arginin alanin glycin
NP
isoleucin fenylalanin cystein asparagin prolin

glutamin

)- -

lysin tryptofan tyrosin kyselina glutamova

Obrazek 2: Chemicka struktura dvaceti zakladnich aminokyselin, ze kterych se skladaji
proteiny.
(Zdroj: NZIP 2024)

3.2 Stravitelnost bilkovin

Stravitelny protein je podil proteinu, ktery je straven a absorbovan ve formé aminokyselin
(Lemme at al. 2004).

Termin disponibilni (dostupné) aminokyseliny je pouzivany termin v riiznych oblastech
vyzkumu. Podle definice Hurrella a Carpentera (Batterham at al. 1979) disponibilni
aminokyseliny oznacuji podil aminokyselin v potrave, které jsou straveny a vstrebany ve forme,
ktera je vhodna pro syntézu bilkovin, ale neodkazuje na mnozstvi skutecné vyuzitych
aminokyselin z potravy (Rutherfurd & Moughan 2012).

Faktory potravni matrice, které ovliviiujici stravitelnost bilkovin lze rozdélit
na endogenni a exogenni. Endogenni faktory se tykaji bilkovin jako takovych, tj. strukturnich
vlastnosti bilkovin a toho, jak a do jaké miry muZze zpracovani potravin tuto strukturu ovlivnit.
Exogenni faktory se vztahuji k potravinové matrici jako takové a zahrnuji interakce bilkovin
s jinymi slouCeninami, jako jsou sacharidy, lipidy a zejména antinutri¢ni faktory (Orlien at al.
2021).



Stravitelnost bilkovin v potravinach zavisi na riznych faktorech, jako je zpracovani,
struktura bilkovin a pfitomnost sloucenin, které brani traveni, ozna¢ovanych jako antinutri¢ni
faktory. ZlepSeni stravitelnosti rostlinnych zdroju bilkovin vyzaduje zohlednéni téchto faktorti
(Séa et al. 2019; Fernandez et al. 2020).

3.2.1 Metoda in vivo

Touto metodou je odhad stravitelnosti provadén tak, ze krmna slozka podavana uréenému
zvitetu je nasledné vyhodnocena na stravitelnost bilkovin a aminokyselin. Stravitelnosti se mini
ta Cast poziené potravy, resp. zivin, kterou t€lo dokaze vyuzit, tj. kterou umi rozlozit a vstiebat.

Metoda in vivo je zalozena na stanoveni stravitelnosti jako mnozstvi spotifebovaného
dusiku organismem vzhledem k mnozstvi dusikatych latek pfijatych organismem v potraveé
a dusikatych latek vyloucenych organismem.

Do metod in vivo lze zahrnout metody, jako je pomér ucinnosti bilkovin (PER),
hodnoceni stravitelnosti bilkovin korigované na aminokyseliny (PDCAAS) a hodnoceni
stravitelnych nepostradatelnych aminokyselin (DIAAS) (Sa & House 2024).

3.2.2 Metody in vitro

Metody in vitro si navic ziskavaji pozornost z etickych davodi a z divodu nakladové
efektivity. Tyto testy by mély mély vérné simulovat travici proces zamysleného zvifete.
V zavislosti na povaze vyzkumu se oCekava, ze zamySlena zkouska in vitro by méla byt
reprodukovatelna, levné;si nez dostupné zkousky in vivo a méla by byt jednoducha

na provedeni a zaroven poskytovat rychlé (Sa & House 2024).

Metoda stanoveni proteini in vitro je technika umozfiujici kvantifikaci mnozstvi
bilkovin, které jsou pfitomny mimo biologicky systém. To muze byt napfiklad v bunécnych
lysatech, v extrahovanych vzorcich, nebo kulturach bun€k. Nejznaméj§i metodou stanoveni
bilkovin in vitro je Bradfordova metoda (Bradford 1976), jez vyuziva schopnost barviva
,,Coomassie Brilliant Blue G-250* navazat se na bilkoviny a ménit svou absorpci v UV/VIS
spektru v zavislosti na jejich koncentraci. Metoda vyzaduje pfipravu standardnich vzorkt
bilkovin riznych koncentraci napf. z bovinniho sérového albuminu (BSA)!, které se michaji
s Bradfordovym reagens (tj. Boomassie Brilliant Blue G-250, kyselina fosfore¢na a methanol).
Roli hraje Cerstvost a ochrana pred svétlem, které muze ovlivnit vlastni reakci. Inkubace pfi
pokojové teploté trva cca 5-10 min a nasledné je méfena absorbance kazdého vzorku
spektrofotometrem pii vinové délce 595 nm. Namétené hodnoty pak vytvari standardni kiivku,
na jejimz zaklad€ je vypocitavana koncentrace bilkovin.

! Bovinni sérovy albumin (BSA) je protein krevni plazmy izolovany a popsany u hovéziho dobytka, ktery tvoii
piiblizn€ 52-60 % vsech plazmatickych bilkovin. Jedn4 se o globularni protein o molekulové hmotnosti 67 kDa
skladajici se z 583 aminokyselin (Bujacz 2012).
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3.3 Nutricni potieby hospodarskych zvirat

Ochrana hospodaiskych zvitat pfed hladem a zizni je zdkladem dobrych zivotnich
podminek. Podle hlavnich zasad podminujicich welfare zvifat se v prvnim bodé z péti boda
uvadi, ze zvirata by méla mit “svobodu od hladu a zizné“ (Farm Animal Welfare Council 2003).

Cilem chovu hospodatskych zvifat urCenych k vyzivée lidi je porazet zvifata v mladém
véku tak, aby dosahovala co nejvétSich prirustki. V takovych pfipadech maji zvifata obvykle
pristup ad libitum k dobfe vyvazenému krmivu s vysokou nutri¢ni hodnotou, ktera podporuje
rychly rast, nebo muze byt naopak zamérn€ zpomalen z davodu ochrany zvifat pred
nepfiznivymi zdravotnimi vlivy nebo pro uspokojeni pozadavka trhu na pomaleji rostouci
zvirata (Savory & Maros 1993).

Zvitata lze povazovat za “maximalizatory® ve smyslu, ze jejich piijem potravy se fidi
“pravidlem®, ze chovatel by mél vzdy usilovat o maximalni pfijem zivin, aby podpofil
maximalni produkci (de Jong at al. 2003).

Vyzkum vyzivy hospodarskych zvitat je proto stale potfebny, aby se snizily vyrobni
naklady zvySenim ucinnosti metabolismu (Hocquette at al. 2007).

Zvitata musi organické ziviny ziskavat z vnéjSich zdroji. Vzhledem k tomu, ze obsah
bilkovin ve véts§iné rostlin je nizky, potfebuji zvifata, jako jsou pifezvykavci (napf. kravy), ktera
se zivi pouze rostlinnym materidlem, aby uspokojila své pozadavky na aminokyseliny, velmi
velké mnozstvi rostlinného materialu.

Monogastfi, vCetné Cloveka, ziskavaji bilkoviny hlavné ze zvirat a jejich produktt - napf.
masa, mléka a vajec. Semena luSténin se stale Castéji pouzivaji k pfipravé levnych potravin
bohatych na bilkoviny (Haurowitz at al. 2024).
pfi rastu plni také v téle i celou fadu funkci, jako je enzymaticka aktivita, transport zivin
a dalSich dalezitych latek pres bunéénou membranu (Wu at al. 2014).

Potteba bilkovin a jejich poptavka u hospodaiskych zvitat se stala jednim z kritickych
problému ve vyzivé v celosvétovém méfitku. Pozadavek na bilkoviny byl po dlouhou dobu
jednoznacéné vyjadien sdjovym Srotem a zivocisSnymi bilkovinami, ale v posledni dobé se

v souvislosti s jejich vyuzitim objevuji urcitd omezeni a dostupnost vysoce kvalitni rybi
moucky se neustale snizuje. Z tohoto divodu se zvySuje poptavka po hledani novych zdroja
bilkovin, které by mohly byt alternativou s6jové moucky a rybi moucky (Mezés 2018).

Nedostatecny pfijem bilkovin ve stravé obsahujicich esencialni aminokyseliny vede

ke zvySenému ubytku svalovych bilkovin, coz vede ke snizeni ristu a ubytku svalové
hmoty. Nasledné mtize dojit ke zhorSeni imunity a ke snizeni hormonalni a enzymatické aktivity
(Wolfe 2006).

Cilem vyzivy prezvykavcu bilkovinami je zajistit dostatecné mnozstvi bilkovin
rozlozitelnych v bachoru pro optimalni u¢innost bachoru a dosahnout pozadované uzitkovosti
zvitat s minimalnim mnozstvim hrubého proteinu v krmivu (Bahrami-yekdangi at al. 2016).

U ptezvykavcu lze bilkoviny rozdélit na dva typy: rozlozitelné a nerozlozitelné bilkoviny
v bachoru.

¢ Rozlozitelné bilkoviny jsou rozkladany enzymy vylu€ovanymi bachorovymi
bakteriemi, jako jsou proteaza, peptiddza a deaminaza. Bilkoviny se nasledné¢ méni na
peptidy, aminokyseliny a amoniak. Ten se pak pfemeéiiuje na mikrobialni protein



(obsahuje az 72 % hrubého proteinu), ktery se posunuje v tekuté a pevné formé
traveniny smeérem do stfeva, aby se tam vstiebal jako aminokyseliny a peptidy a tim
poskytl 50-80 % vstiebatelného pravého proteinu (Bach at al. 2005; Kaufman 2016).

e Nerozlozitelné bilkoviny jsou tzv. pravé bilkoviny, které nejsou rozkladany
bachorovymi mikroby, nybrz se dostavaji pfimo do bachoru a tenkého steva, kde je
organismus piimo vyuziva. Bilkoviny jsou traveny v tenkém stieve, kde se vstieba
piiblizné 80 % jako aminokyseliny s mikrobiadlnim proteinem pro tkanové vyuziti.
Nerozlozitelné bilkoviny ve srovnani s mikrobialnim proteinem jsou dulezité
pro poskytovani  vysoce produktivnich aminokyselin vysoce produktivnim
prezvykavcim (Owens at al. 2014).

U prezvykavcu maji bilkoviny tfi hlavni funkce (Tedeschi at al. 2015):
e uspokojit pozadavky mikrobti bachoru na rozlozitelné bilkoviny, dulezité
pro maximalni traveni sacharidii a maximalni mikrobialni syntézu bilkovin
e poskytnout bilkoviny potiebné pro udrzeni zdravi, rast, reprodukci pfi minimalnim
pfijmu rozlozitelnych bilkovin
e uspokojit pozadavky vysoce produktivnich prezvykavci na aminokyseliny pii pouziti
minimalniho mnozstvi hrubého proteinu v krmivu

Vysoce produktivni prezvykavcei vyzaduji vyssi podil rozlozitelnych bilkovin ve vyzive,
aby splnili pozadavky na aminokyseliny v postruminalni fazi (Sharif 2019).

Efektivni uzitkovost prezvykavcl vyzaduje optimalni mnozstvi bilkovin, energie a pomeér
rozlozitelnych a nerozlozitelnych bilkovin v krmivu. Produktivitu zvifat 1ze zvysit zajiSténim
dostupnosti sacharidii a bilkovin v bachoru (Hall 2013).

Nizka hladina rozlozitelnych bilkovin muze snizit mnozstvi amoniaku — dusiku
v bachoru, pfijem susiny, a mikrobialniho proteinu. Naopak nadmérné mnozstvi rozlozitelnych
bilkovin bude s nejvétsi pravdépodobnosti degradovano na amoniak — dusik, ktery se vstieba
do krve a poté se vjatrech pfeméni na mocovinu a nasledné je vylou¢en moci (Bahrami-
yekdangi at al. 2016).

3.4 Stanoveni kvality bilkovin

Pojem kvalita bilkovin je nejCastéji spojovan s nutricni hodnotou potravin. Nejcastéji
se vztahuje ke slozeni aminokyselin bilkovin. Muze se také vztahovat k pfitomnosti glykace
nebo glykosylace nebo k sekvenci aminokyselin (Marable 1980). Kvalitu bilkovin lze také
definovat jako schopnost bilkovin uspokojit potfebu aminokyselin a dusiku v organismu a je
dana slozenim aminokyselin a stravitelnosti bilkovin a také biologickou dostupnosti
jednotlivych aminokyselin (Boye at al. 2012).

Zjistovani kvality bilkovin ve stravé vyuziva metod, které se tykaji reakci zvirat (¢asto
potkant) podanim testované bilkoviny. Tyto metody maji vyhodu, Ze odrazi pfisun esencialnich
mastnych kyselin a stravitelnost bilkovin.

Bilkoviny lze rozliSovat podle schopnosti uspokojit metabolickou potiebu deviti
nepostradatelnych aminokyselin a dusiku. Stravitelnost a mira, do jaké se struktura
absorbovanych aminokyselin shoduje s potfebnou strukturou, jsou rozhodujici pro nutricni
kvalitu jednotlivych bilkovin a smési bilkovin. V minulosti se kvalita bilkovin méfila pouze
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v rustovych pokusech s potkany a vyjadiovala se parametry jako pomér ucinnosti bilkovin PER
(Protein Efficiency Ratio) a ukazatel zadrzeného dusiku NPU (Net Protein Utilization). PER
porovnava rustovou reakci mladych potkant, kterym bylo podavano mezni mnozstvi testované
bilkoviny, s rastovou reakci kontrolnich potkant, kterym bylo podavano podobné mnozstvi
kaseinu, a NPU je vlastné soucinem stravitelnosti (traveni a vstiebavani) a biologické hodnoty
(mnozstvi vyuzitého dusiku déleno mnozstvim vstiebaného dusiku).

Hlavni nevyhodou téchto metod je, Ze struktura potieby aminokyselin u potkant neni
totozna se strukturou potfeby aminokyselin u lidi, a proto je jedinym spravnym mefitkem
kvality bilkovin hodnoceni dusikové bilance u lidi. To je vSak pro rutinni pouziti pfili§ nakladné
(Schaafsma 2012).

Stanoveni bilkovin v krmivech nemusi byt jednoduchy postup, vzhledem k tomu, ze
krmiva obsahuji fadu jinych slozek, jako jsou tuky, sacharidy a jiné mikroziviny. Vzhledem
k moznym interakcim muze dochazet k podhodnoceni obsahu bilkovin (Wilson & Walker
2010; Chang & Zhang 2017).

Krome toho jsou rizné metody zaloZeny na ruznych analytickych principech a obsah
bilkovin ur¢uji bud’ pfimo, nebo neptimo.

e Primé stanoveni bilkovin je takové, kdy se obsah bilkovin vypocita na zakladé analyzy
zbytkd aminokyselin.

e Neprimé stanoveni bilkovin lze naptiklad odvodit po stanoveni obsahu dusiku nebo
po chemickych reakcich s funkénimi skupinami v bilkoving.

Dalsim faktorem, ktery muze pfispét k nepfesnostem pii stanoveni obsahu bilkovin,
je extrakce bilkovin. Nekteré metody vyzaduji pred analyzou urcity stupen extrakce bilkovin,
aproto muze vytéznost extrakce ovlivnit vysledky (Wilson & Walker 2010).

Pti vypoctech kvality bilkovin se zohledfiuji mefitka zahrnujici biologickou hodnotu
bilkovin, kterou lze definovat jako procento absorbovaného dusiku zadrzeného v téle,
a skuteCnou stravitelnost bilkovin, ktera je definovana jako procento skute¢ného dusiku
absorbovaného ze stieva podle Mitchellovy metody (Hayes 2020). Vyzivnou hodnotu bilkoviny
je mozné zjistit tak, ze bilkovinna hodnota je vynasobena se skutecnou stravitelnosti.

Existuje nékolik dalsich metod a variant méfeni kvality bilkovin, v€etné€ poméru ucinnosti
bilkovin (PER), metody PDCAAS (protein digestibility corrected amino acid score) schvalené
FAO a nov¢ji metody DIAAS (digestible indispensable amino acid score), ktera je schvalena
FAO jako nahrada PDCAAS a ktera se obvykle provadi na modelu potkanti (Rutherfurd 2015).

PER (protein efficiency ratio) metoda neboli pomér ucinnosti bilkovin je nejjednodussi
metoda hodnoceni kvality bilkovin. Je zaloZena na obecné piijaté myslence, Ze rychlost rastu
odstavenych potkanli za standardizovanych podminek poskytuje spolehlivé méfitko hodnoty
bilkovin v potravé (Mina at al. 1973). PER lze vyjadfit vzorcem:

Prirustek téelesné hmotnosti
PER =

MnozZstvi zkonzumovanych bilkovin



Podminky sbéru udaji PER jsou standardizovany. Pouzivaji se potkani, ktefi se odstavuji
ve véku 21 dnt. Pro hodnoceni se pouzivaji bilkoviny v koncentraci 10 % susiny krmiva.

PER testované bilkoviny by se méla porovanavat s PER ovoalbuminu, ktery je podavan
kontrolni skupiné potkani. Béhem tfitydenniho kmného pokusu se zaznamenava dosazena
hmotnost a spotfebované krmivo.

V Kanadg¢ se k ur€eni tvrzeni o obsahu bilkovin pouziva systém hodnoceni bilkovin PER
prostiednictvim biologického testu, ktery sleduje pfirtustek hmotnosti potkanti po dobu 28 dna
v z&vislosti na spotiebé bilkovin (Canadian Food Inspection Agency 2021).

Nevyhodou je, ze test lze provadét pouze u rostoucich zvitat, nelze jej pouzit ke stanoveni
potieby bilkovin pro udrzeni, ale pouze kombinované potieby pro rust a udrZeni. Dal§im
problémem je, ze PER nemize rozliSovat mezi hmotnosti ziskanou jako tuk a jako svalova
télesna hmotnost.

Vyhodou testu je, ze jedinym potfebnym vybavenim jsou klece pro potkany, nadoby

s krmivem, lahve s vodou a vaha (Brody 1999).

3.4.1 PDCAAS metoda

V roce 1989 doporucila FAO/WHO pro hodnoceni kvality bilkovin pouzivat metodu
PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score), kterd zohlediuje jak obsah
nepostradatelnych aminokyselin v testované bilkoving, tak jeji stravitelnost (WHO/FAO/UNU
2007). PDCAAS je Siroce pouzivany test pro hodnoceni kvality bilkovin. Jedna se o chemické
skore (AAS), které je odvozeno z poméru mezi prvni limitujici aminokyselinou v testované
bilkoviné a odpovidajici aminokyselinou v referenénim vzorku aminokyselin a korigovano
na skutecnou stravitelnost dusiku ve stolici. Chemické skore presahujici 100 % je zkraceno
na 100 % (Schaafsma 2012).

Ve zpravé WHO/FAO/UNU z roku 2007 se pfipousti omezeni hodnot PDCAAS, které
vyplyva ze zkraceného hodnoceni aminokyselin, tedy nezapocitavani dal§ich nepostradatelnych
aminokyselin. Zprava navrhuje, Ze toto omezeni lze prekonat vytvofenim dodate¢ného indexu
kvality bilkovin, v némz je zastoupen obsah esencidlnich aminokyselin, které jsou
v jednotlivych bilkovinach nejcastéji omezené, napt. lysin (obiloviny), sirné aminokyseliny
(bilkoviny lusténin), threonin (nékteré obiloviny) a tryptofan (kukufice). Tento index se nazyva
SP (Supplementation Power) a jeho pouzitim pro uritou bilkovinu lze snadno ziskat
vynasobenim skore kazdé z téchto aminokyselin skuteCnymi hodnotami stravitelnosti
(FAO/WHO/UNU 2007). Hodnoty aminokyselin (mg/g bilkovin) se ziskaji vyd€lenim potieby
esencialnich aminokyselin ve stravé (mg/kg télesné hmotnosti) minimalnim mnozstvim
bilkovin potfebnym pro pfiméfeny rust a udrzeni (g/kg télesné hmotnosti). Zavisi na veku,
fyziologickém stavu a zdravotnim stavu. Skorovaci vzorce jsou zalozeny na minimalnich
pozadavcich normalnich zdravych jedincti. Nemusi nutné predstavovat optimalni proteinovou
vyzivu. Piistup PDCAAS tvrdi, ze zvysend oxidace aminokyselin odrazi neefektivni vyuziti
aminokyselin, ale ignoruje role aminokyselin nad ramec pozadavkd na udrzeni a rast, jako je
napfiklad jakykoli pfechodny signalni vliv pfed oxidaci (Millward at al. 2008).

Soucasné hodnoceni PDCAAS nebere v uvahu potencidlni rozdily v biologické
dostupnosti aminokyselin z potravinového zdroje bilkovin, takze zpracovani nebo skladovani
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potravin pii vysSSich teplotach muze selektivné snizit biologickou dostupnost lysinu
Maillardovou reakci (Moughan 2005).

Ackoliv je PDCAAS rychlou a relativné levnou rutinni metodou pro hodnoceni kvality
bilkovin, pro méfeni skute¢né stravitelnosti dusiku je stale nutnost délat pokusy na zvitatech.
Vzhledem k negativnimu postoji lidi k pokusim na zvifatech, by bylo pravdépodobné lepsi
vyuzivat k ovéfeni kvality bilkovin pouzivat metody in vitro (Schaafsma 2012). PDCAAS lze
tedy vyjadfit pomoci vzorcu:

Skutecna stravitelnosti [%] = ((prijem dustku-(ztraty dusiku vykaly — metabolické ztraty
dusiku)) + prijem dusiku) x 100

Kde pfijem dusiku je stanoven prostiednictvim spotieby krmiv ztraty dusiku fekalnim
dusikem a metabolické ztraty dusiku stanovenim dusiku ve stolici u potkani konzumujicich
stravu bez bilkovin.

PDCAAS [%] = Skutecna stravitelnost bilkovin x chemické skore (AAS)

Kde se AAS urCuje porovnanim aminokyselinového slozeni zdroje bilkovin
s referenénim vzorcem doporu¢enym FAO/WHO. Za AAS se povazuje nejniz§i pomér
aminokyselin (Nosworthy 2018).

Ptipousti se, ze metodika PDCAAS ma nedostatky. Nicméné 1 kdyz zpravy FAO uvadégji
presvédCivé dikazy pro nahrazeni PDCAAS metodikou DIAAS, disledky tohoto pfechodu by
mély byt plné zvazeny pred Sirokym prijetim DIAAS jako méfitka kvality bilkovin (FAO 2013;
FAO 2014).

3.4.2 DIAAS metoda

Do roku 2012 byla metoda PDCAAS, tzv. chemické skoére (AAS) korigované
na stravitelnosti bilkovin, pro kvantifikaci a charakterizaci kvality bilkovin v potravinach.
Poroce 2012 FAO vydalo zpravu, ktera prosazuje pouzivani metody DIAAS, tzv. skore
stravitelnych nepostradatelnych aminokyselin (FAO 2013; FAO 2014). Pro vypocet DIAAS
je nutné stanovit stravitelnost jednotlivych aminokyselin na konci tenkého steva (ilea). Jako
vhodny model pro odhad stravitelnosti hrubého proteinu a aminokyselin v potravinach pro lidi
bylo zvoleno prase. Tato metoda se jevi jako presnéjsi, jelikoz neni ovlivnéna schopnosti
stfevnich bakterii vyuzit aminokyseliny a peptidy, které nepochéazi z krmiva (Mathai at al.
2017).

Na zakladé marginalnich rozdila ve stravitelnosti bilkovin mezi potravinami se navrhuje
zjednodusené stanoveni kvality bilkovin, které je zalozeno na hodnoceni esencialnich
aminokyselin spolu s obecnymi koeficienty stravitelnosti, které jsou stanoveny metodikami
in vitro (Marinangeli & House 2017).

Ackoli je DIAAS nejnovéjsi metodou hodnoceni kvality bilkovin, stale se v zadné
jurisdikci nepouziva pro zdivodnéni tvrzeni o obsahu bilkovin (Loveday 2019). Kromé toho se
s rostouci averzi vii¢i pokusim na zviratech zkoumaji metody in vitro pro méfeni PDCAAS
a DIAAS jako rychlé a nakladové efektivni alternativy, které jsou dobfe v souladu se
smérnicemi a piedpisy pro vyzivu bilkovin (Ariéns et al. 2021).



3.4.3 Stanoveni na zakladé obsahu dusiku

Hruby protein 1ze definovat jako celkovy obsah proteinu bez ohledu na jeho ptvod, zda
je rostlinny nebo zivocisny.

Analyzu bilkovin komplikuje skutecnost, ze nékteré slozky potravin maji podobné
fyzikalné-chemické vlastnosti. Pro méfeni obsahu bilkovin byla vyvinuta fada metod. Zakladni
principy téchto metod zahrnuji stanoveni dusiku, peptidovych vazeb, aromatickych
aminokyselin, schopnosti vazat barviva, ultrafialové absorpéni schopnosti a vlastnosti rozptylu
svétla (Jain at al. 2020).

Nize jsou popsany tyto metody: Kjeldahlova metoda, metoda podle Barnsteina,
Dumasova metoda, NIR metoda.

Kjeldahlova metoda je kvantitativni analyza pro stanoveni celkového dusiku. Metoda je
zalozena na horkém rozkladu, destilaci a titraci (Saha et al. 2012). Vyuziva kyselinu sirovou
(pro horky rozklad), rizné katalyzatory a soli k pfeméné¢ vazaného organického dusiku ve
vzorcich na amonium s jeho naslednou titraci (Saez-Plaza et al. 2013). Kjeldahlova metoda
zjistuje celkovy obsah bilkovin nepfimym meéfenim dusiku a naslednym vynasobenim
konverznim faktorem (Moore et al. 2010). Po stanoveni dusiku je nutné pro zji§téni obsahu
bilkovin pfevést pomoci konverzniho faktoru:

Bilkoviny [%] = 6,25 x N [%]
(Owusu-Apenten 2002)

Tato metoda Siroké vyuziti v oblastech kontroly potravin, krmiv, hnojiv a dalSich
zemédélskych materiall, biologickych tkani a farmaceutickych analyz.

Navzdory nékterym negativnim faktorim (tj. je nebezpecna, zdlouhava a naro¢na na
praci) zastavaji Kjeldahlova metoda a jeji varianty s instrumentalni upravou piesnymi
a spolehlivymi metodami (Saez-Plaza et al. 2013).

Stanoveni touto metodou je také ukotveno v Nafizeni Komise (ES) ¢. 152/2009 ze dne
27 ledna 2009, kterym se stanovi metody odbéru vzorka a laboratorniho zkouseni pro ufedni
kontrolu krmiv.

Metoda podle Barnsteina je pouzivana u stanoveni bilkovin v organickych krmivech.
Principem metody jsou nejprve biloviny vysrazeny meédnatou soli. Ve vzniklé jsou nasledné
stanoveny dusikaté latky metodou podle Kjeldahla.

Pro Ceskou republiku je vyuzivana metoda Barnsteina spolu s metodou podle Kjeldahla.
Tyto metody vyuziva Ustfedni kontrolni a zkuSebni ustav zemé&dé&lsky, Narodni referenéni
laborator v ramci v Jednotnych pracovnich postupti — zkouseni krmiv, 10020.1 — Stanoveni
obsahu bilkovin.

Dumasova metoda je hojné pouzivana ke stanoveni dusiku vetné anorganickych frakei.
Tato metoda spada do tzv. spalovacich metod, kterou zavedl v roce 1831 Jean-Baptiste Dumas
(Marinangeli & House 2017). Je zalozena na kvantitativnim spalném rozkladu vzorku
pfi teploté 900 °C v prebytku kysliku (Mihaljev et al. 2015). Dumasova metoda pro stanoveni
kvantitativniho mnozstvi organického dusiku je stejné presnd jako Kjeldahlova metoda, ale
vyrazngji rychlejsi ve stanoveni, a to méné nez 4 minuty na jedno meétfeni oproti hodinam
u Kjeldahlovy metody (McClements 2003). Dumasova metoda je v primyslovém prostiedi
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narocna kvili vysokym nakladiim na vybaveni zafizeni, jejich udrzbu a proskoleny personal
(Ingle at al. 2016).

Near-infrared (NIR) je kontrola jakostnich parametrii v potravinaiském a krmivarském
prumyslu, ktera v poslednich tficeti nabyla na vyznamu a pouziva se ke stanoveni obsahu
sacharidd, bilkovin, tuka a vlhkosti v riznych potravinach (Alamprese et al 2013).

Vyhodou je, ze tato metoda je rychla, levna a ekologicka (bez pouziti chemikalii a ¢inidel)
dopliikova metoda (Ingle at al. 2016). Je zalozena na obsahu bilkovin ve vzorku stanovenim
metody propustnosti v blizké infracervené oblasti (Mihaljev at al. 2015). Jednd se
o nedestruktivni metodu, ktera se Siroce pouziva k urceni organickych sloucenin v obilovinach
na zakladé interakce elektromagnetickych vin. Tato metoda nabizi Casové i finan¢n€ nenaro¢né
moznosti analyzy kvalitativnich parametra zrna (Chadalavada 2022).

Oblast NIR se rozprostira od 800 do 2500 nm, mezi viditelnou oblasti od 380 do 780 nm
a oblasti MIR od 2500 do 15 000 nm. Vsechny molekuly obsahujici vodik maji méfitelné NIR
spektrum, coz vede k tomu, Ze pro NIR analyzu je vhodna Siroka skala organickych materialt
(Manley 2014).

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni vyhodou je rychlost. Na druhou stranu je nutné provadét
kalibrace na zakladé¢ velkého mnozstvi vzorkd (minimalné 30) (Mihaljev at al. 2015).

3.5 Reologické vlastnosti bilkovin

Reologie je véda, ktera se zabyva kvalitativnim a kvantitativnim popisem deformaci hmot
a tokem latek sohledem na napéti a cCas. Z reologického hlediska, lze potravinarské
a krmivarské materialy charakterizovat jako viskodzni, viskoelastické a elastické (Zheng 2019).
Studium reologickych vlastnosti potravin je uzitetné a dulezité pro navrhovani prabéhu
procest, kontrolu kvality a skladovani, minimalizaci texturnich vad a poznani jejich
molekularnich a konformacnich zmén (Nevara et al. 2021).

Proteiny jsou nejroz§ifenéj§i povrchové aktivni polymery v piirodé. Adsorbuji se
na rozhrani mezi témef jakymikoli dvéma riznymi fazemi a mohou vytvaret vysoce stabilni
filmy, které nasledné propijcuji membranam, pénam, emulzim a disperzim obecné dilezité
stabilitni vlastnosti (Murray 2011).

Funk¢ni vlastnosti bilkovin, jako je emulgace, pénéni, gelovani, denaturace, rozpustnost
mohou ovlivnit senzorické, hydratacni, povrchové a texturni vlastnosti potravin
(Stefanovic¢ et al. 2017; Gharibzahedi & Smith 2020).

Vzhledem k tomu, ze potraviny a krmiva jsou velmi slozité strukturované materialy, které
zahrnuji bilkoviny, sacharidy, tuky a vlakninu, ovliviiuje pfitomnost a mnozstvi téchto slozek
chovani bilkovin (Ahmed et al. 2017). Kromé slozeni jsou jeste dalsi vlivy, které ovliviiuji
reologické chovani struktury potravin (gel, emulze, péna), pH, teplota, iontova sila a podminky
zpracovani a skladovani (Goff & Guo 2019).

Pti zpracovani jsou reologické vlastnosti velmi dulezité, abychom presné poznali jejich
chovani (Jambrak et al. 2009). V ruznych produktech jsou pfitomny bilkoviny, které mohou
diky svym zeliryjicim, zahuStujicim a povrchové aktivnim vlastnostem ovlivnit texturu,
strukturu, trvanlivost a stabilitu potraviny (Xiong et al. 2016). V souladu se svou povahou jsou
tyto polymery §iroce vyuzivany ve stale vétsim poc¢tu primyslovych a vyzkumnych aplikaci
(Migliozzi et al., 2019). Znalost struktury proteina je dulezita pro pochopeni jejich vlastnosti,



jako je viskozita, ktera hraje dulezitou roli pfi nasledném zpracovani, trvanlivosti, textury
a chuti. Viskozita roztokli izolati bilkovin souvisi s jejich funkénimi skupinami, formou
a pomérem, v jakém jsou tyto skupiny usporadany, molekulovou hmotnosti, tvarem, velikosti,
nabojem a pruznosti molekuly, jakoZz i se propletenim mezi fetézci a interakci s rozpoustédly
(Vargas et al. 2021).

Strukturni modifikace zivociSnych a rostlinnych bilkovin by proto mohla vést k lep§im
funkénim vlastnostem diky odhaleni skrytych hydrofobnich a hydrofilnich skupin, a tim
k modifikaci reologickych vlastnosti bilkovin (2022).

3.5.1 Emulgace

Bilkoviny diky své amfifilni vlastnosti (obsahuji hydrofilni a hydrofobni molekuly), ktera
jim umoznuje snizovat povrchové napéti na rozhrani oleje a vody (Lam & Nickerson 2013).

Emulgacni vlastnosti se hodnoti pomoci indexu emulgacni aktivity (EAI) a indexu
emulgacni stability (ESI). Index emulgacni aktivity je mira mnozstvi oleje, které Ize emulgovat
na jednotku bilkoviny, a ESI méfi odolnost emulze po urcitou dobu (Nishinari at al. 2018).

Emulze je definovana jako disperze dvou nebo vice nemisitelnych kapalin, v niz je jedna
z kapalin rozptylena v druhé v podobé malych kapicek (0,1-100 um) (Bos & van Vliet 2001).
Je termodynamicky nestabilni systém, ktery muze byt v prabéhu Casu destabilizovan fyzikalné-
chemickymi mechanismy vcetné gravitacni separace, flokulace, koalescence, Ostwaldova zrani
a separace fazi. Pro vznik a stabilizaci emulze jsou dulezitymi faktory adsorpce proteint
a snizeni povrchového napéti. Na tomto procesu se podileji molekularni vlastnosti proteind,
veetné struktury, povrchové hydrofobicity a molekularni hmotnosti, které umoziuji tvorbu
malych kapicek. Velikost kapek pfimo souvisi se stabilitou emulze a také s optickymi,
reologickymi a senzorickymi vlastnostmi (McClements & Jafari 2018).

Bilkoviny mohou pisobit jako emulgator, ktery ma fadu funkci. Jako napfiklad
stabilizator tuku, povrchové aktivni latka, zvlhéovadlo a zmeékCovadlo v riznych
potravinarskych vyrobcich, jako jsou napoje, cukrovinky, ptisady do peciva a mlécné vyrobky
(Kim at al. 2020).

3.5.2 Pénéni

Pénivost je jednou z klicovych vlastnosti pfi zpracovani potravin a obvykle se pouziva v.
potravinach pénového typu (Li at al. 2022). Pénu lze definovat jako dvoufazovy systém
sestavajici ze vzduchovych komdarek, oddélenych tenkou souvislou vrstvou kapaliny
nazyvanou lamelarni faze (Zayas 1997). Potravinarské pény jsou obvykle velmi slozité systémy
zahrnujici smés plyni, kapalin, pevnych latek a povrchové aktivnich latek.

Tvorba a stabilizace pény se obvykle dosahuje pomoci povrchové aktivnich molekul
bilkovin (Amagliani at al. 2021). Pfestoze vétSina z nich obsahuje podobné poméry polarnich
a nepolarnich aminokyselin, jejich povrchova aktivita se mize znacné lisit. To je zpusobeno
rozdily v jejich aminokyselinovém slozeni a sekvenci, velikosti, tvaru a rozlozeni naboje.
Krome toho hraji neméné dilezitou roli vn€jsi parametry, jako je pH, iontova sila a teplota,
a také interakce mezi proteiny a dalsimi slozkami potravin (Patino & Pilosof 2011).
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3.5.3 Gelovani (Zelirovani)

Zelirovani bilkovin je jednim z hlavnich zptisob®, jak dodat krmiviim pozadovanou
texturu. Gelovani jednotlivych bilkovin ve vodném roztoku bylo v minulosti intenzivné
zkoumano, ale ve vétSin€ potravinaiskych vyrobkd obsahuje systém smési rdznych typa
bilkovin. Proto je tieba vzit v uvahu interakce mezi riznymi bilkovinami, jak pfed zelirovanim,
tak béhem né&j (Nicolai 2019).

Gely se vyznacuji vysokou viskozitou, plasticitou a elasticitou. Jedna se o viceslozkovy
systém tvoreny strukturotvornou slozkou a absorbovanou kapalinou, obvykle rozpoustédlem
s nizkou viskozitou. Konkrétné hydrogely 1ze definovat jako vysoce hydrofilni trojrozmérné
(3 D) sité slozené ze zesitovanych fetézct, bud ptirodnich nebo syntetickych polymerut, které
jsou schopny pojmout obrovské mnozstvi vody (> 90 %) (Gopalakrishnan at al. 2019).

3.5.4 Denaturace

Denaturace je proces ménici molekularni strukturu bilkovin. Zahrnuje pferuSeni mnoha
slabych vazeb nebo napt. vodikovych vazeb v molekule bilkovin, které jsou zodpovédné
za vysoce usporadanou strukturu v jejim pfirozeném (nativnim) stavu. VétSina denaturovanych
bilkovin je nerozpustna. Denaturace je nevratny proces pro vétsinu bilkovin (Britannica 2024).

Podle pri¢iny mohou byt rozliSeny dva typy denaturace: vyvolané biologicky nebo
nebiologicky.

¢ Biologicky vyvolana denaturace probiha v biologickych systémech organismu.
Mezi tento typ denaturace patii dilezité biologické procesy DNA, jako je
replikace nebo transkripce, likvidace patogenti v organismu a také denaturace
bilkovin v potravinach pisobenim travicich enzymu.

e Nebiologicky vyvolana denaturace neni biologické povahy, ale je vyvolana
vnéj§imi vlivy, které jsou fyzikalni nebo chemické. Mezi fyzikalni vlivy se fadi
napf. tepelna uprava, pH, mezi chemickeé kyseliny a zasady (zména pH) (Tutorials
& Dictionary Online 2019). Vyznam ma tedy napiiklad tepelna uprava krmiv
(tzv. tepelna denaturace), ktera muze zvysit dostupnost by-pass proteind
(nedegradovatelné dusikaté latky, které nejsou rozlozeny v bachoru) pro skot
(Singh at al. 2019). Napriklad tepelné upraveny s6jovy extrahovany Srot zvlhéeny
roztokem xylozy pouzivany pii vyrobé krmnych dopliikii (Harstad & Prestlokken
2000) nebo tepelne upravené fepkové pokrutiny (Tiefenthaller 2008).

3.5.5 Rozpustnost a degradovatelnost bilkovin

Rozpustnost je zakladnim pojmem, ktery mé zasadni vyznam pro védu o proteinech.
(Kramer at al. 2012; Navarro & Ventura 2019). Pro rozpustnost je rozhodujici naboj a polarita
aminokyselin a jejich schopnost reagovat s okolnimi molekulami vody (Liljas at al. 2016).

V krmivafstvi jsou rozpustnost bilkovin (protein solubility) a index dispergovatelnosti
bilkovin? (protein dispersity index-PDI) parametry, které obvliviiuji vyuzitelnost a dostupnost
Zivin pro zvifata.

2 Dispergovatelnost = schopnost piechodu do vodného roztoku



Index dispergovatelnosti bilkovin (PDI) je zptsob porovnani rozpustnosti bilkovin
ve vodé (Dudley-Cash 1999). Jde v podstaté o protein, ktery je skute¢né stravitelny v tenkém
stievé. V Ceské republice se tento systém pouziva pro hodnoceni dusikatych latek v krmivu pro
prezvykavce (Rysova 2018).

K odhadu rozpustnosti bilkovin v bachoru se pouzivaji techniky in vivo, in vitro a in situ
v krmivech. Nejvice vyuzivanou metodou pro stanoveni degradace bilkovin u prezvykavcu je
metoda in situ. Zde je sledovana inkubace specialnich sacku se vzorky krmiv v bachoru
prezvykavcl. Jsou k tomu potieba zakanylovana zvifata. Vysledky jsou vSak ovlivnény mnoha
faktory jako je naptiklad postup vkladani sacku, vyjimani a oplachovani, velikost vzorku, doba
inkubace, pocet a fyziologicky stav zvifat, frekvence krmeni, mikrobialni kontaminace
(Tunkala at al. 2023). Obsah PDI v krmivu mizeme také stanovit s pomoci regresnich rovnic
(Rysova 2018):

PDIN = PDIA + PDIMN
PDIE = PDIA + PDIME

Kde: PDIMN = mnozstvi mikrobialniho proteinu, které muize byt syntetizovano v bachoru
z degradovatelného proteinu, jestlize energie neni limitujici (dostatek energie)

PDIME = mnozstvi mikrobialniho proteinu, které mize byt syntetizovano v bachoru
z vyuzitelné energie v bachoru, jestlize degradovatelny dusik neni limitujici
(dostatek dusiku)

PDIA = nedegrovatelné dusikaté latky, které jsou pfimym zdrojem aminokyselin
prozvife, nejsou odbourdvany mirkobialni €innosti v bachoru a prechazeji dale do slezu
a tenkého stieva)

PDIM = mikrobialni protein skute¢né straveny v tenkém streveé

Interpretace a vyhodnoceni vysledki:
PDIN = PDIE tj. vyvazeny pomeér zivin
PDIN vys$si tj. nutné doplnit energii
PDIE vyssi tj. nutné doplnit do krmiva dusikaté latky

3.5.6 Cornellsky systém

Jak uvadi Ttinacty et al. (2013), praxe, spolu s novymi systémy hodnoceni krmiv,
vyzaduji pokroc€ilé metody hodnoceni krmiv. Metoda in situ pro stanoveni degradovatelnosti
umoziuje rozdélit dusikaté latky do tii zakladnich frakei: frakce A (ve vodé rozpustna), frakce
B (nerozpustna, potencialné degradovatelna v bachoru), frakce C (nedegradovatelna v bachoru)
(Ttinacty at al. 2016). Dle Sniffena et al. (1992) je frakce C povazovana v tenkém stieve za
nestravitelnou.

Cornellsky systém piedstavuje Cisté laboratorni metodu, ktera, ve srovnani s metodou in
situ nevyzaduje pouziti kanylovanych zvifat. Pro intestinalni stravitelnosti podilt jednotlivych
proteinovych frakci uniklych degradaci v bachoru pouzivé pausalni hodnoty: intest. strav. RUP-
A =100 %, intest. strav. RUP-B1 = 100 %, intest. strav. RUP-B2 = 100 %, intest. strav. RUP-
B3 =80 % (Ttinacty at al. 2016).
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3.6 Index esencidlnich aminokyselin (EAAI)

Pomoci indexu esencidlnich aminokyselin (EAAI - Essential amino acid index) lze
stanovit slozeni aminokyselin v potravinach nebo krmivech (FAO/WHO 1985).

Starsi a klasicka metoda méfeni potfeby esencialnich aminokyselin na zakladé odhadu
bilance potieby dusiku (Rose 1957) byla chybna z divodu nadmérného piijmu energie, protoze
energie snizuje potiebu bilkovin (Machado at al. 2020).

Jak uvadi Kacerovsky at al. (1990), obsah esencialnich kyselin testované bilkoviny
se porovnava s obsahem tychz aminokyselin standardni bilkoviny, jejiz biologicka hodnota se
povazuje za 100, a vyjadiuje se v procentech obsahu aminokyselin ve standardni bilkoviné.
EAALI je geometricky prumeér takto vypoctenych poméra vSech esencialnich kyselin. Vypocita
se podle vzorce:

_ofA A Ay
EAAI = i 7 100
Kde: Aj, A2 A, je obsah jednotlivych esencialnich aminokyselin v testované bilkoving
Vi, V2. . Vu  je obsah tychz aminokyselin ve standardni bilkoviné
3.7 Stravitelné aminokyseliny a jejich poméry

vvvvvv

esencialnich aminokyselin vstupujicich do tenkého stfeva. Za predpokladu konstantniho
idealniho aminokyselinového profilu vstiebavanych bilkovin lze vypocitat potfebu vSech
aminokyselin, kdyz byla stanovena potfeba jedné konkrétni aminokyseliny (Boisen at al. 2000).

Studie in vitro a na zvitatech ukazuji, ze glykace, znama také jako Maillardova reakce,
coz je reakce mezi redukujicimi cukry a primarnimi aminy (NH3), bilkovin snizuje stravitelnost
bilkovin a zhorSuje dostupnost aminokyselin, zejména lysinu (van Lieshout 2020).

Maillardova reakce na jedné strané muaze pfinaset pozitivni zmény (napft. lepsi chutové
vlastnosti a tim lepsi pfijem krmiva), na druhé strané, vysoké teploty ¢asto vedou k jiz vyse
zminiované nutriCni ztraté predevsim u lysinu a sirnych aminokyselin, jako je methionin
a cystein (Tfinacty at al. 2016).

3.8 Reaktivni lysin

Stanoveni reaktivniho lysinu je dalsim dilezitym ukazatel, ktery se pouziva pii hodnoceni
kvality bilkovin.

Jak jiz bylo uvedeno, pii zpracovani krmiv pro domaci zvifata muze dochazet
k Maillardové reakci. Pii této reakci reaguje e-aminoskupina lysinu s redukujicimi cukry a stava
se pro metabolismus nedostupnou (van Rooijen 2014). Jak uvadi Ttinacty at al. (2016), pro
stanoveni stravitelného (reaktivniho) lysinu, se pouzivaji specialni metody. Jedna z nich je
fluorodinitrobenzenova metoda dle Carpentera (1960) se spektrofotometrickou koncovkou.
Dale je mozné vyuziti guanidizacni reakce, pii které se reaktivni lysin pfeméni na homoarginin,
ktery se nasledné stanovi chromatograficky (Pahm et al. 2008).



4 Zavér

Predlozena bakalarska prace "Metody laboratorniho stanoveni kvality bilkovin" zahruje
teoreticky prehled a analyzu metod stanoveni kvality bilkovin v kontextu krmivafstvi v chovu
hospodarskych zvifat. Hlavnim cilem prace bylo zhodnotit rizné metody laboratorniho
testovani pouzivané k posouzeni kvality bilkovin.

Laboratorni metody stanoveni kvality bilkovin hraji kli€¢ovou ulohu v mnoha oblastech.
Predevsim jde o zajisténi kvality krmiva, optiomalizace vyzivy, prevence onemocnni a zajisténi
bezpecnsoti potravin.

Laboratorni metody stanoveni kvality umoziuji sledovat a zlepSovat slozeni
a vyuzitelnost krmiva, coz ma vliv na zdravi a vykonnost zvarat. Optimalizace vyzivy pak
zajistuje naplnéni vyzivovych pozadavki zvirat pfi udrzitelnych ekonomickych nakladech.
Sledovani ucinnosti a stravitelnosti bilkovin mohou predchazet potencialnim onemocnénim
z nespravné stanovené krmné davky. V neposledni fadé jde o zajisténi bezpecnosti potravin
z pohledu eliminace nezadoucih latek v krmivech.

Ukazatell, které kvalitu bilkovin hodnoti, je cela fada. Mezi zakladni se fadi ukazatele
zalozené na na métreni hodnot dusiku, jehoz jsou bilkoviny hlavnim zdrojem. Jedna se napf.
o biologickou hodnotu (Biological Value — BV), ukazatel zadrzeného dusiku (Net Protein
Utilisation — NPU) ¢i dusikovou bilanci. Jako pfesnéjsi se postupem casu ukazaly kuptikladu
chemické skore (Amino Acid Score — AAS) a index esencidlnich aminokyselin (Essential
Amino Acid Index — EAAI), které nas informuji o zastoupeni jednotlivych aminokyselin.

Prehled o aktualnim stavu poznani v oblasti metod stanoveni kvality bilkovin
v krmivarstvi maze byt uziteCny pro odborniky v té€chto oblastech pii vybéru a aplikaci
vhodnych metod pro hodnoceni bilkovin v riznych druzich krmiv a potravin pro zvifata.
Protoze se technologie a poznatky v oblasti vyzivy hospodafskych zvifat neustale vyviji, je
tteba sledovat 1 v budoucnu vyzkum v této oblasti se zaméfenim na dalsi vyvoj stavajicich
metod stanoveni kvality bilkovin. Pouze prostfednictvim pokroku v této oblasti mizeme
dosahnout lepsiho chovu zvifat a zlepSeni vyzivovych standardt v krmivafstvi.

Zavérem lze konstatovat, ze laboratorni metody stanoveni bilkovin jsou dualezitym
nastrojem, diky némuz lze dosahnout zlepSeni vyzivovych standardd v krmivarstvi a lepsiho
chovu zvifat.
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6 Seznam pouzitych zkratech a symboli

AAS........... chemickeé skore

ATP............ adenosintrifosfat

BV............. biologicka hodnota

DIAAS......... hodnoceni stravitelnych nepostradatelnych aminokyselin
DNA........... deoxyribonukleova kyselina

EAAL.......... index esencialnich aminokyselin

EAL............ index emulgacni aktivity

ESL.............. index emulgacni stability

FAO............ Organizace pro vyzivu a zeme&délstvi

[ S gram

kg kilogram

mg............... miligram

NIR............. near-infrared spectroscopy

NPU............ ukazatel zadrzeného dusiku

PDCAAS...... hodnocenti stravitelnosti bilkovin korigované na aminokyseliny
PDI............ index dispergovatelnosti bilkovin

PDIA............ nedegrovatelné dusikaté latky, které jsou pfimym zdrojem aminokyselin pro

zvite, nejsou odbouravany mirkobialni €innosti v bachoru a prechéazeji dale do

slezu a tenkého stfeva)

PDIME......... mnozstvi mikrobialniho proteinu, které mize byt syntetizovano v bachoru z
vyuzitelné energie v bachoru, jestlize degradovatelny dusik neni limitujici
(dostatek dusiku)

PDIM.......... mikrobialni protein skute¢né straveny v tenkém stieveé

PDIMN......... mnozstvi mikrobialniho proteinu, které mize byt syntetizovano v bachoru z
degradovatelného proteinu, jestlize energie neni limitujici (dostatek energie)

PER............. pomeér ucinnosti bilkovin

RUP............ bilkoviny nerozlozitelné v bachoru

UNU............ United Nations University

WHO........... Svétova zdravotnicka organizace



