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Chemické laboratorni metody v analyze potravin HICL

Studijni podklady

Téma: Principy enzymovych metod v analyze potravin Zivoc¢iSného piivodu

Vypracovala Prof. MVDr. Lenka Vorlova, Ph.D.

Uvod:
Enzymové metody, které pouzivaji enzymy jako reagencie jsou dnes jiz v analyze potravin
etablovany. V fad¢ ptipadi jsou narodnimi nebo mezinarodnimi normami. Pfesto nejsou

v soucasné dob¢ tak Casto pouzivany.

Piednosti:
Enzymové metody maji mnoho pfednosti, mezi které zejména patfi:
1. specifita reakci
2. spravnost vysledka
3. jednoduché zachazeni
4. cCasova nenarocnost
5. cenova dostupnost

6. nenarocna instrumentace.

Ad 1) Enzymy jsou biologické katalyzatory. Jsou izolovany z zijicich organismi (organy
zvitat, Casti rostlin nebo mikroorganismy. Enzymy urychluji nejen in vivo, ale i in
vitro velmi specificky rovnovahu chemickych reakei, bez vlivu na sloZeni reaktanti.
Avsak enzymova katalyza je odliSna od chemické katalyzy. Enzymova reakce je
selektivné specificka jak pro substrat, tak i pro mechanismus reakce. Reak¢ni

mechanismus enzymovych reakci je stejny, jak v organické, tak v anorganické chemii.
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Dutlezity rozdil vzhledem k chemickym reakcim je ten, ze enzymové reakce probihaji

prakticky bez vedlejsich reakci. Tyto vlastnosti enzymovych reakci vedou k tomu, ze
probihaji vyrazné rychleji nez mozné vedlejsi chemické reakce. Naproti tomu u
chemickych reakci, kde hlavni reakce probihd velkou rychlosti, souc¢asn¢ probihd i

fada vedlejsich reakci.

Spravnost vysledki je pti peclivém dodrzovani SOP (navodi=standardnich operacnich

postuptt) velmi dobra.

Jednoduchost zachazeni pfi provadéni analyz pomoci enzymatickych metod spociva
v principu, na kterém jsou tyto metody zalozeny. V podstaté jde o to, Ze jednotlivé
komponenty testu (soupravy) jsou pipetovany rovnou do specialnich plastovych kyvet
v presné uréeném poradi. Pouze startovaci enzym se v této fazi nepouZzije.

Po peclivém promichani se vSechny kyvety (obvykle vzorek 3x a slepy roztok) zméti
na spektrofotometru a ziska se absorbance pozadi (A;), do téchze kyvet se napipetuje
ur¢ené mnozstvi startovaciho enzymu a po zamichani se necha reakce probihat po
stanoveny Cas. Poté se kyvety znovu zméfi (A;) na spektrofotometru. Rozdil hodnot
AA naméfenych absorbanci (A, — A;) je hledanou spravnou absorbanci, kterd se
pouZije k vypoctu. Rozdil absorbanci se vypocita u slepé zkousky(A, — A, iu

vzorku (A, — A, 2!

Ad= (A, — Ay —(4; -4

Nejnérocnéjsim krokem vlastniho stanoveni daného parametru potravin je piiprava
vlastniho vzorku potraviny, ktery musi byt ve vysledku ¢irym filtratem s hodnotou pH,
ktera bude vyhovovat dané enzymatické reakci. Obvyklymi kroky pfi ptipravé vzorka
potravin jsou:

Homogenizace
Ptesna navazka

Deproteinace
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e Uprava pH

e Filtrace.

Ad 6) Konecné analytické stanoveni daného parametru vyzaduje pouze UV/VIS
spektrofotometr. U vétSiny setli jsou roztoky pfipravené v plastovych kyvetach
k méfeni bezbarvé. Je to proto, ze pifi reakci vnikd z pfidaného
nikotinamidadenindinukleotidu ~ (NAD) redukci, za vzniku redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). A pravé mnozstvi redukovaného koenzymu
NADH je ekvivalentni koncentraci stanovovaného substratu. NADH je sloucenina

absorbujici zafeni v UV oblasti spektra (pfi 340 nm).

Vypocet:
Koneény vypocet koncentrace stanovovan¢ho analytu se provadi na principu Lambert-
Beerova zakona, bez pouziti kalibracni pfimky.

Obecny vzorec pro vypocet je nasledujici:

. V-Mé 4 T
€= -Td o 1000 44 L/l

V konecny objem roztoku v kyveté [ml]

v objem pouzitého filtratu vzorku [ml]

MG  molekulova hmotnost stanovovaného substratu [g]

d Sirka kyvety [em]

& extinkcni molarni koeficient NADH p#i 340 nm [6,3 I/mmol/cm]

Prepocitanim vysledku fedénim vzorku se stanovi konec¢nd koncentrace analytu v piivodnim

vzorku (g/kg a umol/g).
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Piiklady reakénich mechanismii, pii stanoveni nékterych analytl potravin:

e Stanoveni D-a L-Kkyseliny mlé¢né v mléénych vyrobceich

Princip metody:

D-kyselina mlécnd je pomoci enzymu D-laktatdehydrogenasy (D-LDH) a nikotin
amidadenindinukleotidu (NAD) oxidovana na kyselinu pyrohroznovou. K oxidaci L-kyseliny
mlécné je nutny enzym L-laktatdehrogenasa (L-LDH). Tyto reakce jsou popsany v reakcich

D, ().

D-LDH
(1) D-kyselina mlééna + NAD" — kyselina pyrohroznovdi + NADH + H'
L-LDH
(2) L-kyselina mléénd + NAD" — kyselina pyrohroznova + NADH + H'

Rovnovéha této reakce lezi vEétsi mérou na strané kyseliny mlécné. Je proto nutné dalsi
Sptazenou reakec, kdy je kyselina pyrohroznova pomoci enzymu
glutamatpyruvattransaminasou (GPT) a kyseliny glutamové pfevadéna na L-alanin a kyselinu
oxoglutarovou posunuta kvantitativn€ na pravou stranu (3).

GPT
(3) Kyselina pyrohroznova + L-kyselina glutamova —  L-Alanin + 2- kyselina
oxoglutarova

Mnozstvi NADH, vznikajici v pribéhu reakci (1) a (2), které je ekvivalentni mnozstvi
puvodné pfitomné D- a L-kyseliny mlécné, se zjisti na zaklad€ jeho absorpce pii 340 nm.

e Stanoveni laktulosy v mléce a mlé¢nych vyrobcich

Obsah laktulosy slouzi k charakteristice tepelného oSetfeni mléka a k odliSeni pasterované¢ho

mléka od UHT a sterilovaného mléka.
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Princip metody:

Extrakt vzorku, zbaveny tuku a bilkovin, je podroben §tépeni laktosy a laktulosy pomoci beta-
D-galaktosidasy na monosacharidy glukosu a galaktosu, resp. glukosu a fruktosu.

Mnozstvi uvolnéné fruktosy je ekvivalentni mnozstvi ptivodné ptitpmné laktulosy.

Jestlize je laktosy vyznamné vys§i mnozstvi v mléce nez laktulosy, rusila by pii jejim Stépeni
vznikla glukosa stanoveni fruktosy. Proto je tfeba glukosu pfevést pomoci enzymu
glukosooxidasy (GOD) ptevést na kyselinu glukonovou. Pak je mozno stanovit malé
mnozstvi laktosy vedle piebytku laktosy. Vznikajici peroxid vodiku v této reakci je odstranén
pomoci katalasy. Zaroven tato reakci je zdrojem kysliku pro pfedchazejici oxidaci glukosy.
Zbytkova, nezoxidovana glukosa a pifi Stépeni laktulosy vznikld fruktosa je pomoci
hexokinasy a ATP fosforylovana . Pfi reakci vznikly glukosa-6-fosfat je pomoci glukosa-6-
fosfat dehydrogenasy a NADP oxidovan na 6-fosfoglukonat a NADPH. MnoZzstvi NADPH je
zméteno pii 340 nm. Poté je pfidan enzym fosfoglukoisomerasa (PGI) a frukroso-6-fosfat je
tim pfeveden na glukosa-6-fosfat. Poté je glukosa-6-fosfat zoxidovan a stanoven pii NADPH

340 nm.

e Stanoveni Skrobu v masnych vyrobcich
Princip metody:
Skrob je §t&pen pomoci enzymu amyloglukosidasy (AMG) pii pH 4,6 na glukosové jednotky
(1):

AMG
(1) Skrob + (n-1) H,O — n D-glukéza

Vznikld D-glukéza je pti pH 7,6 pomoci enzymu hexokinasy (HK) a glukoso-6-
phosphat-dehydrogenasy (G6P-DH) v nasledujicich dvou reakcich (2,3) postupné zoxidovana
na kyselinu D-glukonovou. Mnozstvi vreakci (3) vznikléeho NADPH je stanoveno
spektrofotometricky pfi 340 nm a je ekvivalentni mnozstvi pfitomného Skrobu. Vysledky se

vyjadiuji jako obsah skrobu v g/100 g.
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HK
(2) D-glukéza + ATP — G-6-P + ADP
G6P-DH
(3) G-6-P + NADP" — D-gluconat-6-P + NADPH + H"

e Stanoveni kyseliny citronové v syrech
Princip metody:
Kyselina citronova je konvertovana na kyselinu oxaloctovou a octovou v rekcei katalyzované

enzymenm citratlyasou (CL) (1).

CL

() Citrdt —  oxalacetat + acetat

V dalsim sledu reakci je pomoci enzymu L-maldtdehydrogenasy (L-MDH) a L-
laktatdehydrogenasy (L-LDH) redukovana kyselina oxaloctova a jeji dakarboxylacni produkt
kyselina pyrohroznovd na kyselinu L-jablenou a kyselinu L-mlé¢nou pomoci
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), ktery je vtéchto reakcich redukovan na

nikotinamidadenindinukleotid (NADH) (2)
L-MDH
(2) Oxalacetat+ NADH+H™ — L -malat + NAD"
L-LDH

(3) Pyruvat + + NADH + H' — L -laktat + NAD"

Mnozstvi NADH, které se spotfebuje pii reakci (2,3) je ekvivalentni mnozstvi pivodné

pritomné kyseliny cittonové. MNozstvi NADH je stanoveno spektrofotometricky.



