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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyva vlivem kliceni na obsah aminokyselin ve vybranych druzich fa-
zoli. Teoreticka Cast diplomové prace charakterizuje fazole, jejich chemické slozeni, morfo-
logii a nutri¢ni vyznam. Dale popisuje proces kliceni, zabyva se jednotlivymi druhy analyzo-
vanych fazoli a procesem analyzy obsahu aminokyselin. Prakticka ¢ast je zamétena na Sta-
noveni hrubé bilkoviny a obsahu aminokyselin v syrovych fazolich a fazolich po 48 hodino-
vém kliceni, statistické vyhodnoceni vysledki a sledovani zmén zptsobenych klicenim. Déle
byly vzorky fazoli hodnoceny z nutriéniho hlediska a byl stanoven index esencialnich amino-
kyselin. Chemické analyzy byly provedeny na vzorcich fazole strakaté velké, pinto, Cervené

ledvin€, mungo, adzuki, ¢erné oko a navy bio. Nejvyssi obsah hrubé bilkoviny 1 nejvyssi

v

vwr

Kli¢enim doslo jak ke snizeni obsahu hrubé bilkoviny, tak i celkového obsahu aminokyselin.
Limitujicimi aminokyselinami byly cystein a metionin. Z nutri¢niho hlediska se jako nejvy-

hodnéjsi jevi fazole Cervena ledvina, a to jak v syrovém stavu, tak i po nakli¢eni.

Klicova slova: fazole, kli¢eni, hruba bilkovina, aminokyseliny, index esencialnich aminoky-

selin



ABSTRACT

This thesis examines the influence of germination on the amino acid content in selected spe-
cies of beans. The theoretical part of the thesis describes the beans, their chemical composi-
tion, morphology and nutritional significance. The thesis describes the process of germina-
tion beans, it also deals with various kinds of beans and analysis of amino acids. The practi-
cal part is focused on the determination of crude protein and amino acid content in the raw
beans and beans after 48 hours of germination, statistical evaluation of the results and moni-
toring of changes caused by germination. Furthermore, the samples were evaluated from the
nutritional point of view and the essential amino acids index was calculated. Chemical ana-
lyzes were performed on samples of large mottled beans, pinto, red kidney, mungo, adzuki,
black eye and navy bio. The highest amount of crude protein and total amino acid content
were determined at red kidney bean, the lowest amount of crude protein at large mottled
beans and the lowest total amino acid content at adzuki bean. Germination resulted in low-
ering both crude protein and total amino acid content. Cysteine and methionine were exam-
ined as limiting amino acids. Red kidney bean seemed to be the most appropriate from the

nutritional point of view.

Keywords: beans, germination, crude protein, amino acids, essential amino acid index
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UvVOD

Fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.) patii do ¢eledi Bobovitych (Fabaceae). Péstuje se
vyhradné ke konzumnim G¢elim. Je velmi vhodnou potravinou pro lidsky organizmus. Fa-
zole predstavuji jeden z nejbohatsich zdroji bilkovin a aminokyselin. Kromé vysokého podi-
lu bilkovin obsahuji vysoky podil sacharidl, zejména skrobu, vlakninu a malé¢ mnozstvi tu-
k. Fazole obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny, ale v nedostatecném mnozstvi. Limi-
tujicim aminokyselinami jsou metionin a tryptofan, pokud se ale fazole doplni potravinami
jako je napiiklad pSenice, sezamové seminka nebo drozdi, miZzeme kombinaci neplnohod-

notnych proteinti dodat télu proteiny plnohodnotné.

-----

mutagenni nebo antikarcinogenni. Fazole patii mezi potraviny s nizkym glykemickym in-
dexem a jsou tak vhodné pro osoby s diabetem nebo obezitou, mizou se podilet na snizeni
rizika srde¢nich a cévnich chorob i nékterych nadorovych onemocnéni. Pravidelnou konzu-
maci lze udrZet hladinu cholesterolu v pfijatelné normé. Diky vysokému obsahu vldkniny

jsou ucinné pii zdcp€ a dobrym nastrojem pii prevenci rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku.

Naklicené fazole a klicky patii mezi potraviny s vysokym koncentrovanym obsahem vsech
zivin. Pt kli¢eni dochézi k fadé biochemickych pfemén. Proces zahrnuje komplexni enzyma-
tické reakce, pii kterych se rozkladaji makromolekuly jako Skrob, bilkoviny, komplexni lipi-
dy a podobn¢ na mensi celky. Tento proces Cini fazole 1épe stravitelnymi. Nakli¢ené fazole
jsou lépe stravitelné i proto, ze dochazi k vyraznému snizeni obsahu antinutricnich latek

(lektiny, saponiny, aj.).

Konzumace pokrmt z luSténin je ve spolecnosti s vyssi konzumaci masa méne vyznamna,
vétSinou je zafazovana do jidelnicku nepravidelng. Vétsi mnozstvi luSténin se konzumuje
predevsim v rozvojovych zemich. Dnes$ni moderni trendy zdravého stravovani, ale nasvéd-

¢uji v moznou zménu a narast konzumace lusténin.
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l. TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA FAZOLI

Fazol se péstuje vyhradné ke konzumnim ucelim bud’ jako usuSend semena urcena

k dal$imu zpracovani nebo jako zelenina pro nedozralé lusky [1].

Fazol obecny pochazi, stejné jako vSechny druhy rodu Phaseolus, z tropickych a subtropic-
kych oblasti Jizni a Stfedni Ameriky [2]. Pfirozené se vyskytuje od Mexika po Argentinu. K
domestikaci fazolu obecného doslo pravdépodobné jak v Andach, tak v Mexiku nezavisle.
Na vzniku domestikovanych forem se mohla podilet 1 hybridizace se sttedoamerickym fazo-
lem Sarlatovym (Phaseolus coccineus). V andské ¢asti Jizni Ameriky jsou archeologicky
dolozena semena kulturnich forem fazolu obecného jiz z obdobi pied 8 000 lety z jeskyné
Guitarrero v severnim Peru. Nejstarsi archeologické nalezy domestikovanych forem fazolu
obecného v oblasti stfedni Ameriky, u¢inéné v jeskyni Coxcatlan udoli Tehuacan v Mexiku,
jsou mladsi. Jejich stafi je datovano do doby pied 5 500 — 7 000 lety. Pro jihoamerické a
sttedoamerické piredkolumbovské civilizace Ameriky piedstavovaly fazole jeden ze zaklad-
nich zdroji bilkovin. Aztékové a Inkové pouzivali semena fazoli také jako platidlo. Do Ev-
ropy byl fazol dovezen jako okrasny druh jiz kratce po objeveni Ameriky v roce 1506,
vlastni Phaseolus vulgaris se do Evropy dostal 0 néco pozd¢ji, a to v roce 1532. Jiz v roce
1543 jej ve svém Herbarum vivae icones popisuje némecky botanik Otto Brunfels. Dnes se
fazol obecny péstuje v Jizni a Severni Americe, Asii a nékterych ¢astech Afriky v mnozstvi
kultivaru liSicich se hlavné barvou semen. Nejvétsimi svétovymi producenty fazolu jsou v

Barma), Uganda a Spojené staty americké [2,3].

Rod Phaseolus zahrnuje asi 36 druht a je velmi blizky s rodem Vigna. Jako zelenina jsou
konzumovany mladé lusky odrtd, které nemaji u chlopni pergamenovou blanu. Barva semen
muze byt rizna: bila, skvrnita, Cervend, ¢erna. Rod Vigna lIze konzumovat jako nezrala na-
klicend semena, nebo jako sucha zrald semena upravovana klasicky vafenim. Patii sem na-
ptiklad fazole mungo nebo adzuki [4,5,6]. Fazole jsou nezbytnou soucasti strav na vSech
péti kontinentech, a to zejména ve stiedni a jizni Americe. Fazol se péstuje v nékolika odrii-
dach na polich i na zahradach vSude v Evropé&. Pro 1é€ivé ucely se dava prednost velkose-

mennym luskdim s masitymi semeny [7].

Fazole je stejné jako hrach, ¢ocka, cizrna, sdja a bob obecny fazena do skupiny lusténiny.

Séja vSak byva fazena Casto také mezi olejniny a rizné publikace se v tomto zatfazeni liSi.
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Spotieba lusténin je celosvétove asi 55 — 59 miliont tun/rok. V potravinafstvi je z tohoto
mnozstvi vyuzito asi 65 %, na krmné uziti asi 25 %, z toho vétsi mnozstvi lusténin se v po-
travinafstvi vyuziva pfedevsim v rozvojovych zemich, naopak v rozvinutych zemich je ¢as-
t&jSi pouziti pro krmné tcely. Zbylych 10 % je vyuzito na 0Sivo a pro ostatni ucely [8,9,
10].

Spotieba lusténin se v rtiznych ¢astech svéta lisi. Ro¢ni spotteba lusténin se tak pohybuje
v rozmezi od 2 do 20 kg/osobu/rok. Pokud bereme v tivahu primérnou ro¢ni spotiebu lus-
ténin, tak ta se pohybuje celosvétoveé kolem 6,3 kg/osobu/rok. Roc¢ni spotieba v Evropé se
pohybuje od 1 do 2 kg. Vyjimkou je ptedevsim jizni ¢ast Evropy, kde se zkonzumuje témet
6 kg na obyvatele a rok [8,9,11,12]. Roéni spotieba lusténin v Ceské republice se v roce
2011 oproti pfedchozimu roku zvysila asi o 0,1 kg na 2,5 kg. Z toho spotieba fazoli pied-
stavovala 0,9 kg (viz Tabulka 1). Z Tabulky 1 vyplyva mirné zvyseni spotfeby lusténin za
poslednich 9 let, a to o 0,4 kg/osobu/rok [13].

Lusténiny jsou schopny pokryt 3,5 % denniho piijmu bilkovin, pfitom v oblastech jako jsou
Afrika, Asie, Jizni Amerika a Stfedni vychod to miize byt vice nez 50 % piijmu bilkovin.
Konzumace pokrmli z luSténin je ve spolecnosti s vyssi konzumaci masa mén¢ vyznamna,
vétsSinou je zatazovana do jidelniCku nepravidelné€, ale dnesni moderni trendy zdravého stra-

vovani nasvédéuji v moznou zménu a narust konzumace lusténin [8,9,11,12].

Tabulka 1 Spotieba lusténin v kg na obyvatele za rok v Ceské republice [13].

Potravina | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011

Lusténiny | 2,1 21 | 22 | 21 | 21 24 | 24 | 24 | 25

Fazole 05 06 | 0505 ]05|09 07|08 09

Hrach 1 1 1,1 1 1 1,1 1,1 | 1,2 | 09

Cocka o6 | 05 | 06 | O6 | O6 | O5 | 06 | O6 | 05

Fazol se péstuje predevsim pro konzum. Je velmi vhodnou potravinou pro lidsky organi-
zmus. Konzumuji se zelené lusky nebo vyzrala semena k vateni nebo konzervovani. Pouze
odpady pfi Cisténi a semena podfadné jakosti, pilend, poskozend, nedozrala se zkrmuji, a to

bud’ Srotovana, nebo vafena [7].
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V Iécitelstvi se pouziva oplodi zralych plodu pii zadrzovani vody v téle a pii nemocech led-
vin a mocovych cest. Droga puasobi diureticky a mirn¢ snizuje krevni tlak, je obsazena v
Cajovém priipravku Diabetan. Jako pomocny 1€k se fazolové lusky pouzivaji k 16¢bé lehkych

forem cukrovky — obsahuji fazeolin (s u¢inkem podobnym inzulinu) [7].

1.1 Morfologie

Fazol obecny (Phaseolus vulgaris L., viz Obrazek 1) patti do ¢eledi Bobovitych (Fabace-
ae). Jedna se o jednoletou bylinu s pfimou nebo oplétavou levotocivou lodyhou. Podle
vzrustu a postaveni lodyhy se déli fazol obecny do dvou variant: ketickovy (var. nanus) ma
piimou nepoléhavou lodyhu, odspodu bohaté rozvétvenou s ukonéenym ristem ve vysce asi
45 cm nebo s vybihajicimi, slabymi ovijivymi uponky; tyckovy (var. vulgaris) ma lodyhu

tenkou, levotocivou, popinavé se pnouci, dlouhou az 4 m [2,7,14].

Obrazek 1 Phaseolus vulgaris L. [7]

Ma kratky ktlovy kofen, ktery se mélce rozvétvuje pod plidnim povrchem, na postrannich
kotenech se tvofi nadorky — hlizky. Bakterie rodu Rhizobium, zijici na kofenovém systému
lusténin, potiebuji pro syntézu svych bilkovin vzdudny dusik, ktery fixuji z ptidy. Po odum-

feni téchto jednobunéénych organizmi se v pude¢ rozlozi aZz na amoniak. Ten zpracuje jina
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skupina bakterii az na dusi¢nany a dusitany, a proto bobovité rostliny obsahuji v pidé kolem
kotenového systému mnoho latek bohatych na dusik. To je divod, pro¢ jsou lusténiny tak

bohaté na bilkoviny [2,7,14,15].

Listy jsou stfidavé, troj¢etné, dlouze tapikaté, Siroce vejCité, s kopinatymi palisty. Velikost

listkt, intenzita zeleného zbarveni a ochlupeni jsou charakteristické pro genotypy [7].

Kvéty jsou az 2 centimetry velké, rizn¢ zbarvené, oboupohlavné, s péticetnym, hluboce
rozeklanym kalichem a korunou sloZzenou z péti korunnich listkti. Nejvrchnéjsi korunni lis-
tek, zvany pavéza, byva obzvlasté velky. Prostfedni dva listy se nazyvaji kiidla a dva nejdo-
lejsi tvofi ¢lunek, v némz jsou uloZeny pohlavni organy [14,15]. Barva pavézy a kiidel je

bila, nazelenala, rizova, nafialovéla. Kvete od ¢ervna do srpna [2].

Plody (lusky) maji stény tlustoblanné nebo tenkoblanné, zelené nebo zluté. Jeho tvar je nej-
Cast&ji rovny, ale také prohnuty, mecovity, zobakovité ukonceny [7]. Lusk obsahuje ledvi-
novita az okrouhld semena v po¢tu 2 — 10. Lisi se podle odrid barvou, velikosti i tvarem.

Byvaji zluta, ¢ervena, fialova, Cerna nebo strakata [2].

1.2 Chemické slozeni

Fazole patiici do skupiny lusténin jsou dilezitym potravinovym zdrojem a hraji vyznamnou
roli v tradi¢nim jidelnicku lidi po celém svété. LusSténiny piedstavuji jeden z nejbohatSich
zdroju bilkovin a aminokyselin v lidské vyzivé a vyzivé zvitat. Krom¢ vysokého podilu bil-
kovin (20 — 25 % v susin€) obsahuji semena fazolu sacharidy (pfedevsim $krob), vlakninu
(rezervni celulozy), malé mnozstvi tuka (0,8 — 2,6 %), stopové prvky, provitamin vitaminu
A a komplex vitamini B. Rostlina obsahuje allantoin a neproteinovou aminokyselinu kana-
vanin, jedovaty kyanogenni glykosid linamarin a fadu dalSich dulezitych obsahovych latek

[16]. Chemické slozeni jednotlivych druhti fazoli viz Tabulka 2.
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Tabulka 2 Chemické slozeni fazoli (na 100 g) analyzovanych v diplomové praci

[upraveno podle 17]

Druh fazole
Strakata Cervena Cerné | Navy
Jednotka | velka | Pinto | ledvina | Mungo | Adzuki oko Bio
Voda g 12,39 11,33 | 11,75 9,05 13,44 11,95 |121
Energeticka
hodnota kcal 335 347 333 347 329 336 |337
Bilkoviny g 23,03 | 21,42 | 2358 | 2386 | 19,87 | 2352 |22,33
Tuky g 123 | 1,23 | 083 1,15 0,53 1,26 |15
Sacharidy g 60,05 | 62,55 | 60,01 | 62,62 62,9 60,3 | 60,75
Vldknina g 24,7 15,5 24,9 16,3 12,7 10,6 24,4
Cukry g / 2,11 2,23 6,6 / 6,9 3,88
Vépnik mg 127 113 143 132 66 110 147
Zelezo mg 5 5,07 8,2 6,74 4,98 8,27 5,49
Hoicik mg 156 176 140 189 127 184 175
Fosfor mg 372 411 407 367 381 424 407
Draslik mg 1332 1393 1406 1246 1254 1112 | 1185
Sodik mg 6 12 24 15 5 16 5
Zinek mg 3,63 2,28 2,79 2,68 5,04 3,37 3,65
Kyselina
askorbova mg / 6,3 4,5 4,8 / 1,5 /
Tiamin ug 747 713 529 621 455 853 775
Riboflavin ug 213 212 219 233 220 226 164
Niacin mg 1,445 | 1,174 2,06 2,251 2,63 2,075 |2,188
Pyridoxin ug 308 474 397 382 351 357 428
Kyselina
listova ug 604 525 394 625 622 633 364
Vitamin A ng 0 0 0 6 1 3 0
Vitamin E ug 0 0,21 0,22 0,51 0 0,39 0
Vitamin K ng 0 5,6 19 9 / 5 2,5

* / ...neuvedeno
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1.2.1 Bilkoviny

Proteiny semen rostlin, které predstavuji hlavni zdroj rostlinnych proteinii v potravé, maji
specifické slozeni, nebot’ slouzi jako materidl pro stavbu kli¢ici rostlinky. Slozeni bilkovin
byva proto dosti jednoduché. Bilkoviny semen obsahuji znacné procento glutamové a aspa-

ragové kyseliny a amidického dusiku [1,16].

Procentudlni podil proteind, ktery se pohybuje podle druhu fazole, je stejny, ¢i dokonce
vyS$$i nez v potravindch Zivocisného pivodu, napiiklad v rybim, hovézim a kufecim mase.
Bilkoviny fazoli nejsou z biologického hlediska plnohodnotné. Chybi v nich pfedevsim sirné
aminokyseliny a tryptofan, ale obsahuji dostatek lyzinu, kterého je malo v obilovinach. Limi-
tujicim faktorem u fazole je hlavn€ nedostatek metioninu, pokud se ale fazole doplni potra-
vinami jako je napiiklad pSenice, sezamové seminka nebo drozdi, miZzeme kombinaci nepl-
nohodnotnych proteinti télu dodat plnohodnotné proteiny. Z aminokyselinového zastoupeni
vyplyva, ze fazole sice obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny, ale v nedostate¢ném

mnozstvi [16,18,19]. V tabulce 3 je popsano zastoupeni aminokyselin ve fazolich.

V syrovych semenech fazolu obecného mizeme najit kolem 20 — 25 % proteinti, pievazuje
zasobni protein fazeolin, ktery je hlavnim determinantem kvantity a nutri¢ni kvality proteint
v semenech fazoli. Z dalSich proteini se ve fazolich nachazi napiiklad legumin, vivinin nebo

konglutin [1,16,19].

Vétsinu proteintt v semenech fazoli tvofi globuliny a zasobni proteiny. Tyto proteiny jsou
syntetizovany jiz béhem vyvoje semene a nasledn¢ skladovany. Poté jsou vyuzity pii kli¢eni
K zajisténi nutnych zasob pro stavbu uhlikové kostry. Obsazeny jsou vSak také metabolické

a strukturni proteiny. Globuliny obsahuji 18 — 40 % kyseliny glutamové a glutaminu

[1,16,18,19,20].
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Tabulka 3 Obsah aminokyselin ve fazolich podle Dolezala [21] (1) a Stephen
Mbithi-Mwikya a kol. [22] (2) v g.16g N*

Aminokyseliny (1) (2
Esencialni aminokyseliny
Treonin 4 4,74
Valin 4,6 5,04
Cystein 0,8 0,66
Metionin 1,1 1,22
Izoleucin 4,2 4,35
Leucin 7,6 8,48
Fenylalanin 5,2 5,84
Lyzin 7,2 7,18
Tryptofan 1,4 1,06

Neesencialni aminokyseliny
Kyselina asparagova

a asparagin 12 12,7

Serin 5,6 6,58

Kyselina glutamova a glutamin | 14,8 16,5
Prolin 3,6 3,86

Glycin 3,8 4,07

Alanin 4,2 4,45

Histidin 2,8 2,94

Tyrozin 2,5 3,57

Arginin 5,7 6,77

1.2.2 Sacharidy

Fazole patii mezi potraviny, které jsou bohaté na sacharidy. Vysoky je i obsah neskrobo-
vych polysacharidi, a to zejména vlakniny. Sacharidy nachazejici se v lusténinach jsou z
nejveétsi ¢asti tvofeny Skrobem. Obsah ostatnich sacharidti v syrovych semenech se pohybuje
mezi 6 — 12 % [1,20,23,24]. Obsah skrobu se v ruznych publikacich lisi. Velisek [25] uvadi
obsah Skrobu v rozmezi 30 — 70 %, Benda [8] 46 — 54 %.

Mezi oligosacharidy obsazené ve fazolich patii naptiklad rafindza, stachydza, verbazkoza
nebo ajugdza. Zazivaci trakt ¢lovéka neni schopen produkovat enzymy S$tépici tyto oligosa-
charidy. Jsou tedy St€pené aZz bakteriemi v tlustém stievé, coZz zplsobuje nadymani. Jejich
obsah se da snizit n€kolikahodinovym macenim pied dalsi upravou, jelikoZ jsou rozpustné

ve vode¢, nebo klicenim [20,23,24].
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Fazole jsou vyznamnym zdrojem vlakniny. Mezi fazole s vysokym obsahem vlakniny jsou
fazeny napiiklad fazole Pinto nebo Navy. Fazol je znamou potravinou s nizkym glykemic-
kym indexem, vysokym obsahem vlakniny a tudiz zasyti na dlouhou dobu. Je tedy vhodny i
pti redukénich dietach [1,20,23,24].

1.2.3 Lipidy

Lusténiny jsou obecné, s vyjimkou so6ji, na lipidy velmi chudé. Z lipidt nachazejicich se
Vv lusténinach mizeme jmenovat naptiklad triacylglyceroly, di- a monoacylglyceroly. Nejniz-
§i hodnoty byly zjistény u téchto druhii: fazole adzuki (0,1 g.100 g™), fazole mési¢ni a fazole
mungo (0,4 g.100 g™ [1,9,24].

Tuk luSténin ma piiznivé slozeni mastnych kyselin. VéEtsi podil ptipadd u vétSiny druht na
polynenasycené mastné kyseliny, z toho nejvice obsaZenou je kyselina linolova. Tmava
barva a nahotkla chut’ fazoli je z Casti zpisobena hydrolytickym a oxidac¢nim $tépenim fos-
folipidti. Mnozstvi lipidi obsazenych v semenech fazoli zavisi nejen na druhu, ale také na

puvodu, mistu rastu, klimatu, obdobi, environmentalnich faktorech a typu pudy [1,24].

1.2.4 Mineralni latky

Fazole jsou bohaté piedevsim na draslik, vapnik, fosfor, hoi¢ik a zelezo. Naopak velmi chu-

dé jsou na sodik [17].

Draslik zajiStuje prakticky veskeré funkce v lidském organizmu: podili se na spravné funk-
ci kardiovaskularniho systému, snizuje krevni tlak (pii poruchach v zasobovani téla drasli-
kem mutize dojit az k porucham srde¢niho rytmu), zajist'uje svalovy tonus, napomaha celko-
vé stabilité vnitiniho prostiedi a v neposledni fadé ovliviiuje nervovy systém [1,17,26].

vvvvvv

jsou kosti pevné a tvrdé, nepodléhaji osteopordze a spravné se vyvijeji. Krom kosti ovliviiu-
je 1 ¢innosti veskerych svalli, podporuje ¢innost nervil, zmiriiuje poruchy traveni a uplatiiuje
se 1 pfi srazeni krve a regulaci srdecniho rytmu. Dostupnost vapniku z luSténin je pomerné
dobra (asi 20 %), je v8ak niz§i neZ u mlé¢nych vyrobki a nékterych druhil listové zeleniny

[1,17,26].

Fosfor je nesmirn¢ diilezity, nebot’ se jedna o zakladni stavebni jednotku molekuly prenase-

¢e energie — molekuly ATP (adenosintrifosfat). Krom ATP je fosfor soucasti nukleovych
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kyselin, ucastni se metabolizmu cukrt, tuki a bilkovin a v neposledni fad¢ je slozkou meék-
kych tkani a bunéénych membran. Fosfor se vyskytuje v nékolika formach, jako anorganic-

ky, jako soucast fytatu, fosfatidl a dalSich slouc¢enin [1,17,26].

Hotc¢ik mé vliv na mnoho dulezitych funkei v lidském téle, energetickym metabolizmem
pocinaje a prevenci nemoci kardiovaskularniho systému konce. Zajistuje snizeni krevniho
tlaku, omezuje srde¢ni arytmii a rozsifuje tepny. V minulych letech byl zkouman i jeho pozi-
tivni vliv na diabetes II. typu, ktery dokaze uspokojivé zmirniovat. Hoicik také uvolnuje
svaly pfi dlouhodobém zatizeni, ¢ehoz vyuzivaji nejCastéji vrcholovi sportovci. Déle zlepsuje
pamét’ a mysleni, zmirfiuje menstruaéni potize pii menopauze — zejména kiece [1,17,26].

vvvvvv

krvinkach dokaze na sviij povrch vazat kyslik a dopravovat ho tak do celého téla. Diky pre-
nosu kysliku pomaha zelezo zasobovat energii vSechny svalové soustavy a je zapojeno 1 do
spravné funkce imunitniho systému a energetického metabolizmu. Nicméné dostupnost ze-
leza z lusténin je Spatna, a tedy jejich hodnota jako zdroje Zeleza je velmi snizena. Predpo-

klada se, Ze absorpci zvysuje vitamin C [1,17,26].

1.2.5 Vitaminy

Lusténiny patii mezi potraviny S nizkym obsahem vitaminti rozpustnych v tucich, coz souvi-
si s celkovym nizkym obsahem lipidt. Jsou vSak velmi dobrym zdrojem vitamint skupiny B.
Lusténiny obsahuji témét cely komplex, s vyjimkou kobalaminu. Vyznamny je obsah kyseli-
ny listové a pyridoxinu. AZ k 50% ztratdm ve vodé rozpustnych vitamint dochazi pfi mace-
ni.

Niacin a kyselina pantotenova se nachdzeji pfedevsim v obalovych vrstvach a loupanim je
jejich obsah snizen. Kyselina pantotenova se podili na bunééném metabolizmu a jeji nedosta-
tek zpisobuje problémy s pokozkou a lamavost nehtti. Fazole ji obsahuje asi dvakrat vic nez
maso [1,27,28,29]. Niacin se aktivné podili na mnoha chemickych reakcich v burikach. Jeho
nedostatek zplsobuje kozni chorobu pelagra. I mensi deficit mize zpiisobit popraskani po-
kozky nebo jeji Supinaténi. Niacin souvisi také s esencialni aminokyselinou tryptofan, kterou

si je schopen organizmus pfemeénit na niacin [1].
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Obsah vitaminu C se Vv lusténinach pohybuje vétsinou v niz§ich hodnotach, navic dochazi
K jeho ztratam béhem vateni a to az ze 70 — 100 %. Opakem jsou vSak nezrala a kli¢ici se-

mena lusténin, které obsahuji vysoké hladiny tohoto vitaminu [27,30,31].

1.2.6 Antinutri¢ni latky

V lusténinach se nachazeji také antinutricni latky jako tfisloviny, inhibitory proteaz, lektiny,
antigenni bilkoviny, saponiny. Antinutricni latky ovliviuji aktivitu nékterych enzym, vita-
minti a mineralnich latek, stravitelnost a vyuZitelnost zakladnich Zivin, a tim také vyzivovou

hodnotu potravin [32].

Ttisloviny jsou derivaty n€kolikafunk¢nich fenolli, ¢asto vazané a cukry na slozité estery.
Jejich biologicky ucinek je dan schopnosti reagovat s bilkovinami a zhorsovat jejich vstieba-
vani. Nejvyraznéji se snizeni absorpce projevuje u esencidlnich aminokyselin metioninu a
lyzinu. Kromé bilkovin potravy reaguji také s travicimi enzymy. To vede ke zhorSeni stravi-
telnosti 1 u dalSich sloZek traveniny. Ttisloviny se za b&znych podminek v travicim traktu
nestépi a neprochdzeji sténou strevni. Pii pfijmu vysokych davek ale mize dojit k podrazdé-
ni vystelky stiev, protoze reaguji 1 s bilkovinami stény stievni. Za téchto okolnosti se jiz

mohou tiisloviny vstfebavat [33].

Inhibitory proteaz jsou polypeptidy a bilkoviny vytvarejici stabilni komplexy s proteolytic-
kymi enzymy. Tyto komplexy uz maji omezenou enzymovou aktivitu. Inhibitory proteaz
jsou vétsinou termolabilni, proto je lze inaktivovat teplem. V semenech luskovin se vyskytu-
ji zejména inhibitory Kunitzova typu, které vykazuji specifitu vici trypsinu a inhibitory

Bowman-Birkova typu, které vykazuji specifitu vaci trypsinu i chymotrypsinu [33, 34].

Lektiny jsou bilkoviny nebo glykoproteiny se schopnosti vazby na sacharidy. Navazani na
bunky stfevnich klkii zptisobuje zrychleni obnovy téchto bunck. Drazdéni sliznice stieva
muze vést k jeho hypertrofii. Lektiny také snizuji aktivitu fady travicich enzymu, v disledku
jejich zvyseného vyluovani pak mize dojit k hypertrofii slinivky. Lektiny jsou termostabil-
n&jsi nez inhibitory proteaz, proto je k jejich inaktivaci potieba pouzit vyssi teploty (var)
obecného PHA (fytohemaglutinin). Pti vysoké konzumaci mtize zptsobit zavazné zdravotni
problémy. Toxick4 davka lektinti pro ¢lovéka je 150 — 200 mg, smrtelnd davka pak 20 g
[31,33,34].
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Antigenni bilkoviny jsou odolné proti Stépeni travicimi enzymy. Mohou piekonavat stfevni
barieru nerozstépené a vyvolat imunitni odpovéd’. Jejich vyskyt v krmivu pak u senzibilizo-
vanych jedinci zptsobi poskozeni stievni mukozy. To vede ke zhorSeni travici a absorpéni
funkce stieva. Mize také dojit ke zrychleni pohybu traveniny a prijmim. Bilkoviny jsou
termostabilni [32,33,34].

Saponiny jsou glykosidy, které dostaly ndzev podle schopnosti vytvaiet pénu a podle sma-
¢ecich u¢inkli. Maji hotkou nebo sviravou chut’ a jejich u¢inek spociva ve schopnosti tvofit
komplexy se steroly nachazejicimi se v membranach, ¢imz zvySuji jejich propustnost. Takto
mohou posSkozovat buniky mukézy tenkého stieva, které se ale pravdépodobné odstrani pii
normalni obméné stfevniho epitelu. Neptiznivy ufinek spociva v tom, ze pies poskozené
membrany mohou ptejit nékteré nezadouci slozky traveniny. Saponiny mohou piisobit také
ptiznivé, protoze reaguji se steroly v trdvenin€, zejména cholesterolem, za vzniku neroz-

pustnych komplexti, ¢imZ brani jejich vstiebavani [31,33,34].

Kyselina fytova je dalSi z antinutricnich latek obsazenych ve fazolich. Jednd se o zasobni
formu fosforu obsazenou Vrostlinach. Z chemického hlediska se jednd o myo-
inozitolhexafosfat. Latky na bazi kyseliny fytové mizeme najit pfedev§im v obalovych vrst-
vach semen. Obsah kyseliny fytové a fytati v luSténindch se pohybuje kolem 1 — 2 %
[4,35,36,37].

Fytaty maji vysokou schopnost chelatovat multivalentni kovové ionty a dalsi prvky (zinek,
zelezo, vapnik a hoic¢ik). Dochazi ke vzniku komplexi, které jsou nerozpustné ve stieveé pii
fyziologickém pH, ¢imz se sniZzuje absorpce mineralnich latek. Nejvyznamnéji je ovlivnéna
absorpce Zeleza a zinku, kterd se ukdzala byt nizka pii stravé zalozené na lusténinach. Jiné
zdroje vSak uvadéji, Ze dostupnost zinku (a vapniku) neni ovlivnéna. Soucasné se tyto latky
mohou podilet na inhibici nékterych dilezitych travicich enzymi (pepsin, trypsin, o-
amylaza) [36,35]. Snizovani obsahu fytatl a kyseliny fytové nemusi byt nezbytné pro zlep-
Seni utilizace vSech zivin, nicméné jejich pfitomnost mize skute¢né snizovat vyuziti nékte-
rych mikronutrientli. Mira absorpce mineralnich latek je vSak zavisla na skladbg celé stravy.
Ve vyvazené stravé obsahujici Zivo¢isné proteiny neznamena vysoky piijem lusténin riziko

neadekvatniho zasobeni mineralnimi latkami [4,39,40].
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1.3  Nutri¢ni vyznam a zdravotni G¢inky

Sucha semena lusténin fadime mezi potraviny, které jsou dobrym zdrojem bilkovin, sachari-
du, ¢i polyfenolt, tj. latek s antioxida¢nimi u¢inky vyznamnymi pro vyzivu ¢loveka. Latky

tagenni nebo antikarcinogenni [1,6,7,18].

Bilkoviny fazoli nejsou z biologického hlediska zcela plnohodnotné. Limitujicimi aminoky-
selinami jsou predevSim sirné aminokyseliny a tryptofan, daji se ale vhodné kombinovat na-
piiklad s obilovinami, riznymi semeny nebo kvasnicemi a tak télu dodat plnohodnotné pro-

teiny. Toto je vhodné pfedevSim u veganské stravy [1,18,19].

Fazole patii mezi potraviny, které jsou bohatym zdrojem bilkovin a rozpustné vlakniny. Je-
asi 25 (100 % bily chléb GI). S6jové vyrobky, napt. sdjova mouka, sdjové mléko a tofu,
mohou piiznivé ovlivnit hladinu krevniho cukru. Glykemicky index vafenych fazoli je asi 47
(100 % bily chléb GI). Znaény vyznam maji niz$i hodnoty GI pro osoby s rizikem diabetu a
obezity. Potraviny s nizkym GI maji dalezité zastoupeni ve stravé, ktera se mize podilet na

sniZeni rizika srde¢nich a cévnich chorob i nékterych nadorovych onemocnéni [18,19,20].

Pravidelnou konzumaci fazoli lze udrzet hladinu cholesterolu v pfijatelné normé. Experi-
ment, ktery se provadél ve Spojenych statech, ukazal, ze konzumaci 120 g fazoli denné po
dobu tfi tydnt klesne hladina cholesterolu a triacylglycerolti v krvi o 10 %. Tento G¢inek je
dan vysokym obsahem vlakniny, kterd stfeva zbavuje cholesterolu a jeho prekurzora (zlu-

¢ovych soli) a pomaha pii jejich vylucovani sliznici [6,7].

Diky vysokému obsahu celulézové vlakniny jsou fazole G¢inné pii zacpé. Jsou 1 dobrym
nastrojem prevence divertikulozy (vyskyt Cetnych vychlipenin stievni stény) a karcinomu
tlustého stieva a kone¢niku. Fazole jsou idealni potravina pro lidi s vysokym krevnim tla-
kem (hypertenzi) protoZe obsahuje minimalni mnozstvi sodiku a velké mnozstvi drasliku.
Tato lusténina obsahuje vysoké mnozstvi zeleza. Diky rovnovaze lé¢ivych a nutrinich

vlastnosti je velmi vhodna pro lidi s anémii a lidi trpici podvyzivou [1,6,7].

Fazole chrani pokoZku a sliznici, protoZe obsahuji niacin a kyselinu pantotenovou, které
jsou pro zdravi klize nezbytné. Jedna porce varené fazole piiblizn€ pokryje doporu¢enou

denni davku kyseliny listové pro dospé€lého cloveka. V piipadé téhotenstvi a u lidi s vySSim
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rizikem ischemické choroby srde¢ni je doporucena denni davka kyseliny listové dvojnasobné

vy$si [7,18].

Droga ve fazolovych luscich ptisobi diureticky a mirné snizuje krevni tlak, obsahuje antidia-
betické glukokininy a arginin. Pije se odvar pied jidlem pfi zadrzovani vody v téle nebo pii
nemocech ledvin a mocovych cest. Jako pomocny 1€k se fazolové lusky pouzivaji pii lécbe

lehkych forem cukrovky. Droga je obsazena v ¢ajovém piipravku Diabetan [6,7].

Zelené fazolové lusky mohou u nachylnych lidi vyvolat kozni onemocnéni zpisobené toxal-
buminem fasinem, kterému se v konzervarenstvi fika fazolovy svrab. U n€koho se objevi 1

daveni a prijmy, zanéty stfev a podobné [7,18].
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2 KLICENI FAZOLI

Kli¢eni fazoli probiha jako epigeické. Nejdiive vyroste kofinek (radikula), jeho vrchol se
nasledné zakftivi a vnikd do ptdy, prodluzuje se epikotyl. Pozdé&ji vyrasta hypokotyl, coz je
poddélozni ¢lanek na pomezi stonku a kofene, ktery vynese dé€lohy nad povrch zemé (viz
Obrazek 2). Nasledn¢ délohy v dusledku asimilace zezelenaji. Plumula zaéina rasit v pryt,

ktery po vyraSeni asimila¢nich listti zasycha [38]. Kli¢eni a rist fazoli viz Obrazek 3.

epykotyl

hypokotyl

rasici sty

osemeni

Obrazek 2 Priifez semenem fazolu [41]

asimilacni
listy
osemeni

i

Obrazek 3 Kli¢eni fazolu [41]
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Naklicené fazole a klicky patii mezi potraviny s vysokym koncentrovanym obsahem vSech
zivin. Pfi kliCeni dochazi k fadé¢ biochemickych pfemén. Tyto pfemény jsou z velké Casti
katalyzovany enzymy. Klicenim dochazi piedev§sim k vyznamnému zvySeni vlhkosti a
ztratam suSiny. Ztraty suSiny jsou zptusobené piedevsim z diivodu zvySené metabolické akti-
vity a tim potfebné energie pro tyto procesy. Proto dochazi k ¢aste¢nému rozkladu a oxida-

ci skrobu [41,43,44].

Dochazi k pfeméné sacharidii na jednoduché cukry. Oligosacharidy zptisobujici nadymani
nejsou traveny v tenkém stievé, jelikoz se v tenkém stteveé nenachazi a-galaktosiddza Stépici
tyto sacharidy (ke $té€peni a-1,6 vazeb galaktozy). Beze zmény tak prochazi az do tlustého
stieva kde jsou podrobeny bakterialni fermentaci. Tato fermentace je doprovazena tvorbou
plynu (oxid uhli¢ity, vodik, pfipadné metan), coz zptisobuje nadymavost, nékdy také osmo-
ticky prijem a abdomindlni bolesti. Jsou termostabilni a nejsou odstranény zahiivanim, jsou
vSak vysoce rozpustné ve vodném roztoku. Kli¢enim, pii kterém dochazi k absorpci vody,

se tak da snizit nadymavost lusténin [23,335,38].

Kli¢eni zahrnuje komplexni enzymatické reakce, pii kterych se rozkladaji makromolekuly
jako $krob, bilkoviny, komplexni lipidy a podobné na mensi celky. Tento proces ¢ini fazole
Iépe stravitelnymi. Naklicené fazole jsou Iépe stravitelné i1 proto, Zze dochazi k vyraznému

sniZzeni obsahu antinutri¢nich latek (lektiny, saponiny, aj.) [41,44].

Obsah hrubého proteinu po vykli¢eni ve srovnani se syrovymi fazolemi je niz$i. Podle Mbi-
thi-Mwikya a kol. [22] je tato ztrata pfipisovana vyluhovani rozpustnych dusikatych latek a
dalsich zivin pi1 kliceni. Obsah jednotlivych aminokyselin se pfi kliceni zvySuje 1 snizuje,
v dasledku pasobeni proteolytickych enzymi. Celkové ale dochazi k poklesu obsahu ami-
nokyselin zptisobeného jejich degradaci v prubéhu kliceni [41,43,44].

Kli¢enim se zvySuje obsah vitamintl, zejména vitaminu C, kyseliny listové a vitaminu E, jez
svymi antioxida¢nimi G¢inky dale zvySuji zdravotni ptinos lusténin. Dobrym zdrojem drasli-

ku a zeleza jsou predevsim klicky mungo a adzuki fazole. [20,35,47].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

3 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH DRUHU FAZOLI

V dalsich podkapitolach jsou blize popsany druhy fazoli pouzité pro analyzy v této diplo-

mové praci.

3.1 Fazole strakata velka

Peruansti indiani je znali a péstovali uz pred vice nez 10 000 lety, k nam se fazole dostaly az
néjakou dobu po objeveni Ameriky. Od té doby se staly dilezitou soucasti jidelnicku pro
svlj obsah rostlinnych bilkovin, vldkniny, vitaminti a mineralnich latek. Navic je kazda z vice
nez 500 péstovanych odrud prirozené bezlepkova. Strakaté velké fazole (viz Obrazek 4) se

pro svou mekéi konzistenci vytecné hodi do salatu i jako ptiloha [47].

Obrazek 4 Fazole strakata velka [48]

3.2 Fazole pinto

Fazole pinto (viz Obrazek 5) patii mezi stiedné velké strakaté fazole. Jejich chut’ je pikantni
a ma moucnou konzistenci. Je vhodna pro Siroké pouZiti. Fazole pinto je popularni zejména
ve Spojenych statech americkych a Mexiku, kde patfi mezi zdkladni potraviny zdejSich oby-

vatel [1,49].
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Obrazek 5 Fazole pinto [50]

3.3 Fazole cervena ledvina

Fazole ¢ervena ledvina (viz Obrazek 6) patii mezi oblibené hlavné v oblastech jizni Ameri-
ky. Je bohata na bilkoviny, mineralni latky a vitaminy. Z vitamint je to pfedevsim skupina B
komplexu, zejména kyselina listova. Dulezitou roli v organizmu ma i vlaknina regulujici

hladinu cholesterolu v krvi a podporujici peristaltiku stiev. Vyznamny je obsah Zeleza [51].

Obrazek 6 Fazole ¢ervena ledvina [52]

3.4 Fazole mungo

Mungo (viz Obrazek 7) jsou malé, olivové zelené fazole. Z Indie se rozsitily na vychod a do
stfedni Asie, pozdgji i do Evropy. Mungo zraji velmi rychle, maji specifické a zajimavé aro-

ma. Z nutriéniho hlediska jsou vyznamné pro vysoky podil vitaminti a proteinti (az 25 %).
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V Indii stoji v poptedi jednoznaéné vyuziti suchych Mungo fazoli, které jsou vatreny na tzv.
dhal, coZ je kofenéna kase, nebo orestovany s trochou tuku a nabizeny k ¢aji. V Cing jsou
zase zpracovavany klicky z mungo jako ,,fen-tiao* nudle, coz je pokrm pfipravovany z nudli
a klickd mungo fazole.

Mungo je idedlni plodinou k nakli¢ovani. Naklicena semena obsahuji mimofadné¢ mnoho
bilkovin, Zeleza a témét vSechny hlavni vitaminy skupiny B. K zachovani nutri¢ni hodnoty je
vhodné nakli¢ené mungo konzumovat syrové nebo se doporucuje po nakliceni kratce blanzi-

rovat. Chuti pfipomina zeleny hrasek [53].

% 2804

MUNGO

fazole barevnd
: Zend e e

Hrotmstal odchyke %
Swladufte s suchy @ chiodaém miste Lafskoing
Metndtl et &: 3?H‘zo:z

Koo s dadr,

5, 2%

Obrazek 7 Fazole mungo [54]

3.5 Fazole adzuki

Fazole adzuki je drobnosemennad ¢ervenohnéda fazole. Svoji oblibu ma hlavné v japonské
kuchyni. Je bohatym zdrojem vlakniny, ktera pomaha snizovat obsah cholesterolu. Je zdro-
jem mnoha mineral jako hot¢iku, drasliku, vapniku, fosforu, Zeleza, zinku a médi. Ma vel-
mi nizké procento tukli. Obsahuje také inhibitory proteaz, které potlacuji rist nadorovych
bunék. Fazole adzuki (viz Obrazek 8) jsou velice dobfe stravitelné a maji blahodarny vliv na

¢innost ledvin [49,55,56].
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Obrazek 8 Fazole adzuki [57]

3.6 Fazole ¢erné oko

Pro fazoli ¢erné oko (viz Obrazek 9) je charakteristickd skvrna zluté nebo ¢erné barvy na
krémovém podkladu. Je typicka jemnou chuti. Cim je vSak tmavsi, tim méa vyrazngjsi chut’.
Je bohatym zdrojem kyseliny listové. U nas neni jesté Gpln¢ rozsifena. Pochazi z jizni Afri-

ky, odkud byla dovezena s otroky az do Ameriky [1,49].

Obrazek 9 Fazole ¢erné oko [58]
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3.7 Fazole navy bio

Fazole navy (viz Obrazek 10) vynika jemnou chuti. Je skvélym zdrojem bilkovin. Zaroven
obsahuje hodné¢ vlakniny a je tak vhodnou potravinou pro diabetiky, kterym vyrovnava hla-
dinu krevniho cukru. Fazole navy je také velmi dobrym zdrojem manganu, kyseliny listové a
hot¢iku. Diky vyhodnému poméru obsahu drasliku a sodiku pfispiva k prevenci vysokého
krevniho tlaku a ateroskler6zy. Popularni je zejména v USA, ve Velké Britanii a ve Francii
(kde je znama pod nazvem Haricot). Za sviij nazev vdééi tomu, Ze byla jednou ze zaklad-

nich potravin amerického namofnictva na zacatku dvacatého stoleti [59].

Obrazek 10 Fazole Navy Bio [59]
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4 ANALYZA OBSAHU AMINOKYSELIN

Nejvhodnéjsimi metodami pro déleni smési aminokyselin jsou rizné typy chromatografie.
Hlavni rozdily mezi aminokyselinami jsou v naboji a polarité. Tyto diference lze vyuzit pti
papirové, tenkovrstvé, iontoméniCové, plynové a vysokotlaké kapalinové chromatografii.
Aminokyseliny lIze stanovit i spektrofotometricky. Vlastnimu stanoveni aminokyselin pied-
chazi hydrolyza bilkovin a to bud’ kysela, alkalicka, enzymaticka nebo pisobenim mikrovin-
ného ohtevu [60,61,62].

4.1 Tenkovrstevna chromatografie TLC a papirova chromatografie PC

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC, thin layer chromatography) miize byt typu kapalina-
kapalina nebo kapalina-tuha latka. V obou piipadech je mobilni fazi kapalina. Stacionarni
fazi je v ptipadé¢ TLC chromatografie bud’ kapalina zakotvena v tenké vrstvé na podloZznim
materialu, nebo pevna latka (adsorbent) v podob¢ tenké vrstvy. Pouzivanymi mobilnimi
fazemi jsou napiiklad: cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen apod. Staciondrnimi
fazemi mohou byt: silikagel, oxid hlinity, iontoménice apod. Jako podlozni material se pro

stacionarni faze pouzivaji sklenéné desky nebo hlinikové folie [61].

Na tenkou vrstvu nebo chromatograficky papir se na startovni misto nanese kapka analyzo-
vané smési. Tenka vrstva se jednim koncem ponoii do mobilni faze, tak, aby startovni pozi-
ce kapek analytu ztstaly nad hladinou mobilni faize. Mobilni faze vzlind tenkou vrstvou,
pricemz dochdzi k transportu a déleni analyzované smési. Analyza se ukoncuje, kdyz Celo
mobilni faze dorazi do blizkosti protilehlého konce tenké vrstvy. Celo mobilni fize se ozna&i
a tenka vrstva se vysu$i. VysuSena vrstva, na které jsou patrné skvrny jednotlivych slozek
smési v ruzné vzdalenosti od startu, piedstavuje chromatogram. Detekce se provadi rozto-
kem ninhydrinu, aminokyseliny s nim reaguji za vzniku modrych az modrofialovych skvrn.
Oxidaéné-redukéni reakei ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indandion) s volnymi amino- a
imino- skupinami vznikaji barevné produkty. Reakci s primarnimi aminoskupinami modrofi-
alovy, ktery se nazyva Ruhemanova violet (Amax = 570 nm). Reakci s iminoskupinami,
napf. u prolinu a jeho derivati, zluty (Amax = 440 nm). V peptidech a proteinech, kde jsou
aminokyseliny vazany peptidovou vazbou, reaguje pouze volnd e—aminoskupina lyzinu. Pro
zvyseni citlivosti reakce se pridava do reakéni smési ¢asteCné redukovany ninhydrin zvany
hydrindantin, ktery reaguje s uvolnénym amoniakem za vyrazného prohloubeni zbarveni

(schéma reakce viz Obrazek 11) [61,64].
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Papirovéa chromatografie (PC) se provadi stejnym zptisobem s tim rozdilem, Ze misto tenké

vrstvy je pouzivan chromatograficky papir [61].
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Obrazek 11 Princip ninhydrinové reakce [61]

4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC

HPLC je jednoduchd a rychld metoda pro analyzu aminokyselin, je velmi dilezita
Vv biologickém a biomedicinském vyzkumu. Zkratka je odvozena od dvou ptipustnych nazvi
této techniky a to ,high performance liquid chromatography“ (vysokoucinnd kapalinova
chromatografie) nebo ,high pressure liquid chromatography* (vysokotlakd kapalinova
chromatografie). Je zaloZena na klasické iontovyménné chromatografii. Dnes je tato meto-
da nezbytna pro stanoveni volnych aminokyselin. Vyhodou tohoto stanoveni je jeho repro-

duktovatelnost, pfesnost, rychlost a nizké provozni naklady [63].
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Mobilni fazi je v tomto piipadé kapalina (eluent). Stacionarni fazi je film pfislusné latky za-
kotveny na povrchu nosice nebo pevny adsorbent. Na horni vrstvu naplné se davkuje vzo-
rek, ktery je unasen mobilni fazi, ktera postupuje kolonou, slozky se od sebe separuji a v
riznych Casech opousti kolonu. Zrnicka sorbentu kladou kapaliné odpor, proto se pracuje
za vysokého tlaku. Vzhledem k rozdilnym chemickym vlastnostem aminokyselin se k jejich
separaci pouziva vyhradné gradientova eluce o rizném slozeni mobilnich fazi. K detekci se
pouzivaji fluorescen¢ni nebo UV detektory (338 nm a 266 nm). Mezi derivatiza¢ni ¢inidla
pii stanoveni aminokyselin lze zatadit ninhydrin, fenylizotiokyanat, naftylizotiokyanat, ben-
zoylchlorid, 2,4-dinitro-1-fluorbenzen. Piistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se na-

zyva kapalinovy chromatograf [61,62].

4.3 Plynova chromatografie GC

Plynovéa chromatografie pouZiva jako mobilni fazi plyn a jako stacionarni fazi kapalinu za-
kotvenou na povrchu pevné latky (GLC) nebo pevnou latku (GSC). Piistroj pouZivany pro
plynovou chromatografii se nazyva plynovy chromatograf [61].

Nosny plyn slouzi v GLC chromatografii jako transportni médium pro plynnou smes, ktera
je analyzovana. Nosny plyn neinteraguje se stacionarni fazi ani se slozkami analyzované
smési na rozdil od kapalinové chromatografie, kde dochazi k vyznamné interakci mezi mo-
bilni fazi a analyzovanou smési. Jako nosny plyn se pouzivaji plyny He, Ar, N, H,, CO..
Jako stacionarni faze byvaji zpravidla pouzivany polyetylenglykoly, polypropylenglykoly,
polyetylenglykoladipaty, metylpolysiloxany a dalsi [61,63].

Separacni kolona uvnitt termostatu je ohfana na urcitou teplotu, vhodnou pro danou analy-
zu, kterou udrzuje nebo programovatelné méni termostat. Do kolony vchéazi nosny plyn o
konstantni pritokové rychlosti. Vystup z kolony je zaveden do pfislusného detektoru. Do
proudu nosného plynu je pies nastiikovy port nastiiknut vzorek analyzované smési (kapal-
ny, plynny). Nosny plyn unasi plynnou smés analyzované latky a nosného plynu skrze kolo-
nu kde nastava jeji déleni na jednotlivé slozky. Principem déleni smési na sloZky je v piipadé
GC rozdilna rozpustnost t&chto slozek ve stacionarni fizi. Cim je dana slozka smési roz-
pustngjsi ve stacionarni fazi, tim vice je kolonou jeji prichod zpomalovan. Jednotlivé slozky
smési pak vchazi do piislusného detektoru, jehoZ signal je zaznamendvan a tisknut v podobé

chromatogramu.
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Aminokyseliny Ize stanovovat plynovou chromatografii ve formé¢ esterd. Obvykle se proto
pii stanoveni provadi dvoustupiiova derivatizace. V prvnim kroku se provede esterifikace
aminokyseliny alkoholem napf. metanolem, propanolem, butanolem v prostiedi kyseliny
chlorovodikové 0 koncentraci 3 mol.dm®. Nasleduje acylace aminoskupiny esteru anhydri-
dem kyseliny (napf. octové, trifluoroctové, pentafluorpropanové, heptafluorbutanové).

[61,63].

4.4 lontové-vyménna chromatografie IEC

Iontové-vyménna chromatografie je metoda zalozena na vratné vyméné iontd mezi mobilni a
stacionarni fazi. Jednotlivé latky se vazi na ionex pouze tehdy, jestlize nesou naboj opacny
nez je naboj ionexu. Mohou byt pouzity oba druhy iontoméni¢t: anexy, které jsou kladné
nabité, a tedy vazou anionty, nebo katexy, které jsou nabité zaporn¢ a vazou kationty. K
separaci latek ze smési dochazi proto, Ze jednotlivé latky maji riznou afinitu k ionexu, zpu-
sobenou rozdily v nabojich. Sila vazby zavisi na velikosti rozdilu v nabojich mezi ionexem a

danou latkou [61,63].

V pripad¢ analyzy aminokyselin je kolona naplnénd iontoméni¢em s negativnim nabojem
(katexem). Na zacatek kolony jsou pii nizkém pH piivedeny aminokyseliny, které maji
kladny naboj. Aby doslo k chromatografickému d¢leni, je potieba kolonu promyvat mobilni
fazi (citratové pufry). Pufry umoziuji zvySeni pH a iontové sily, ¢imzZ je aminokyselina pre-
vedena do izoelektrického bodu, jeji ionty ztraci ptitazlivost k iontoménic¢i a opousti kolonu.

Izoelektrické body jsou dosazeny v riznych ¢asech, diky ¢emuz dojde k déleni aminokyselin

[61,64].

Na principu stfednétlaké kapalinové chromatografie s ionexovou kolonou, postkolonovou
ninhydrinovou derivatizaci a spektrofotometrickou detekci pracuje Automaticky analyzator
aminokyselin AAA 400. Tento piistroj je vhodny pro analyzu aminokyselin v hydrolyzatech
bilkovin, peptidd, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologickych roztocich a extrak-

tech a pro stanoveni biogennich amint [63,64].

4.5 Hydrolyza bilkovin

Cilem hydrolyzy je rozstépeni makromolekul bilkovin na jednotlivé jednotky — aminokyseli-

ny. Hydrolyza se provadi v kyselém ¢i alkalickém prostiedi, pisobenim enzymt nebo mik-
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rovinného ohtevu. Kazda z metod ma své urcité vyhody i nevyhody. Po hydrolyze nasleduje

vlastni stanoveni aminokyselin nékterou z vySe uvedenych metod [60].

4.5.1 Kysela hydrolyza

Kysela hydrolyza bilkovin byva nejcastéji provadéna pomoci kyseliny chlorovodikové. Pou-
7iva se 6 mol.I" HCI, hydrolyza pak probiha pti 110 °C, 20 az 24 hodin. Pii kyselé hydroly-
ze vSak dochazi k totalni destrukei tryptofanu, ¢astecné oxidaci cysteinu na cystin a hydro-
lyze amidovych vazeb glutaminu a asparaginu na kyselinu glutamovou a asparagovou. Serin
a treonin jsou ¢aste¢né hydrolyzovany, obvykle asi z 10 a 5 %. Byly zjistény ztraty i u tyro-
zinu, které jsou zavislé na obsahu necistot [60,65,66]. Jako ochranna ¢inidla, majici sniZzit
ztraty aminokyselin béhem hydrolyzy, byvaji vyuzivany napt. fenol, tioglykolova kyselina,
merkaptoetanol, indol a tryptamin, které se ptidavaji ve velmi malém mnozstvi k analyzova-

nému vzorku bezprostiedné pied hydrolyzou [60,65].

4.5.2 Alkalicka hydrolyza

Alkalicka hydrolyza je vyhradné pouzivana pro stanoveni tryptofanu, ktery je v alkalickych
podminkach pomérné stabilni, ale pii kyselé hydrolyze dochazi k jeho degradaci. Hlavni
nevyhodou této metody je to, ze serin, treonin, arginin a cystein jsou pii hydrolyze zniceny a
dalsi aminokyseliny racemizovany. Pro alkalickou hydrolyzu se vyuziva nejcastéji NaOH,

KOH, LiOH nebo Ba(OH), [60,67].

4.5.3 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza je pouzivana piedevSim pro stanoveni asparaginu a glutaminu. Ne-
dochazi pfi ni k tak velikym ztratam. Je Setrnéjs$i nez kysela a zasadita hydrolyza a nedocha-
zi k tak velkym ztratam. Nebyva moc Casto uplatiovana v praxi, predev§im kvuli specifité

proteaz a délce enzymatickych reakcei, které délaji stanoveni obtiznéjsim [60].

4.5.4 Stanoveni cysteinu, metioninu a tryptofanu

Cystein a metionin nemize byt stanoven s uplnou piesnosti v disledku jejich vedlejsich re-
akci pii hydrolyze bilkovin a nasledném nedostate¢ném stanoveni na analyzatoru aminoky-
selin. Proto se obvykle stanovuje po pfedbézné oxidaci vzorku kyselinou permravenci (smés

kyseliny mravenci a peroxidu vodiku v poméru 1:9), ¢imz dochazi ke konverzi sirnych ami-
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nokyselin. Cystein se oxiduje na cysteovou kyselinu a metionin na metioninsulfon. Pti na-
sledné kyselé hydrolyze jsou pak tyto derivaty mnohem stabilngjsi. Jedna se o oxidativné-

kyselou hydrolyzu [60,67].

Pti stanoveni tryptofanu je jednim z problémil jeho nizka stabilita, predev§im v piitomnosti
nebilkovinnych slozek (cukry). U bilkovin neobsahujicich cukry lze tomuto problému pied-
chazet pridavkem merkaptosloucenin nebo aryl- a alkylsulfonovych kyselin
K hydrolyza¢nimu ¢inidlu [60]. Dal$i moznosti stanoveni tryptofanu je jiz zminéna alkalicka

hydrolyza.

45.5 Mikrovinny ohiev

Mikrovinny ohtev je pouzivan pfedevsim pro zkraceni doby hydrolyzy a jako nahrada kla-
sického ohtevu. Pro kapalnou fazi je to obvykle 1 — 30 minut a pro plynnou 20 — 45 minut.
Vysledky jsou obdobné jako u bézné hydrolyzy. Substraty at’ uz v plynné ¢i kapalné fazi
mohou byt hydrolyzovany HCI nebo jakymkoliv jinym ¢inidlem [60].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit aminokyselinové slozeni vybranych druha fazoli
V syrovém stavu a po 48 hodinovém kliceni. Po dosazeni tohoto hlavniho cile byly stanove-
ny nasledujici dil¢i cile:
e zpracovat literarni reSerzi zabyvajici se obecné¢ fazolemi, jejich chemickym slozenim,
morfologii, nutri¢nim vyznamem, charakteristikou vybranych druhti fazoli, popisem

Kli¢eni fazoli a analyzou obsahu aminokyselin

e u vybranych druhi fazoli v syrovém stavu a po 48 hodinovém kli¢eni stanovit celko-

vy obsah dusikatych latek a aminokyselin

e statisticky zhodnotit ziskané vysledky a diskutovat je s dostupnou odbornou literatu-

rou
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6 METODIKA

6.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pomucky

6.1.1 Chemikalie

e Kyselina chlorovodikova, Ing. Petr Lukes

e Kyselina mravenci, Ing. Petr Lukes

e Peroxid vodiku, Ing. Petr Lukes

e Kyselina sirova, Lach-Ner s.r.o., Neratovice
e smésny katalyzator Na,SO4+ CuSO, (pomér 10:1), Ing. Petr Lukes
e PufrpH 2,2

e Kyselina citronovd, LACHNER

e Chlorid sodny, Ing. Petr Lukes

e Thiodiglykol, ZMBD Chemik s.r.o.

e Azid sodny, ZMBD Chemik s.r.0.

e (Citronan sodny, LACHNER

e Hydroxid sodny, PENTA

e Kyselina boritd, ZMBD Chemik s.r.0.

e Ninhydrin, ZMBD Chemik s.r.o.

e Methylcellosolv, ZMBD Chemik s.r.o

e Hydrintantin, ZMBD Chemik s.r.o

e Acetatovy pufr, ZMBD Chemik s.r.o

e Tashirtv indikator

e Standardy aminokyselin

6.1.2 Pristroje a pomiicky

e b&zné laboratorni pomticky a sklo
e analytické vahy (OHAUS)
e mineralizitor Bloc Digest 12 (J.P.Selecta)

e mineraliza¢ni zkumavky
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Parnas-Wagnerova a aparatura

e tyCovy mixér MR 6560 MCA (BRAUN)

o clektricky mlynek COMBI STAR (Waldner Biotech, GmbH)

e susarna Venticell (BMT Medical Technology s.r.0.)

e vakuova rota¢ni odparka LABOROTA 4010 DIGITAL (Heidolph)

e automaticky aminokyselinovy analyzator AAA 400 (INGOS)

e termoblok

e olejova lazen

e automaticky titrator

6.2 Analyzované vzorky

Analyzy byly provedeny na vybranych sedmi vzorcich fazoli, zakoupenych v prodejné se

zdravou vyzivou ve Zliné, viz Tabulka 4.

Tabulka 4 Charakteristika analyzovanych vzorku fazoli

Oznaceni Zemé Obsah
vzorku Druh fazole Prodejce puvodu baleni Obal
Zdravi z
1. strakata velka prirody Cina 500 g PVC
Zdravi z
2. pinto ptirody Kanada 500 g PVC
cervena Zdraviz
3. ledvina ptirody Kanada 500 g PVC
Zdravi z
4, mungo prirody Cina 500 g PVC
Country L.ife,
5. adzuki S.I.0. Cina 500 g PVC
Country L.ife,
6. cerné oko S.I.0. USA 500 g PVC
Country Life,
7. navy bio S.I.0. Cina 500 g PVC

Vsechny vzorky fazoli byly analyzovany jednak v syrovém stavu, a jednak po 48 hodinovém

nakli¢eni. Fotografie fazoli po 48 hodinovém kliceni jsou pfilozeny v Pfiloze P 1. Syrové

fazole byly pred vlastni analyzou rozemlety pomoci elektrického mlynku a dale uchovavany
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Vv uzavienych nddobach v suchu a temnu. Kli¢eni probihalo 48 hodin na navlhcené vaté€, pti
pokojové teploté a vzorky byly podle potieby pravideln¢ oplachovany vodou. Pied analyzou
byly délohy i s klicky rozmixovany ty¢ovym mixérem.

6.3 Principy pouzitych analyz

6.3.1 Stanoveni celkového obsahu dusikatych liatek dle Kjeldahla
Princip:
Ke stanoveni celkového obsahu dusikatych latek (hrubych bilkovin) v potravinach a potra-

vinarskych surovinach se nejcastéji pouziva metoda zaloZena na stanoveni mnozstvi pritom-

ného dusiku podle Kjeldahla.

Dusikaté latky organicky vazané se mineralizuji mokrou cestou pisobenim kyseliny sirové a

pievedou se na (NH,), SO, . Rozklad se urychluje zvysenim teploty varu (napi. K,SO,) a

vhodnym katalyzatorem, napf. siranem draselnym, siranem méd’natym a ptfidavkem selenu,
titanu nebo médi. Dusik, ktery byl v bilkovinach nebo aminokyselinach ve formé aminosku-

piny nebo iminoskupiny se mineralizaci pfevede na siran amonny:

bilkovina + H,SO, —————> aNH, +b SO, +¢ CO, +d H,0

var, katalyzator

2NH, +H,S0, —— (NH,),SO,

Ze siranu amonného se potom uvolni amoniak koncentrovanym roztokem hydroxidu sodné-

ho a piehani se vodni parou v Parnas-Wagnerové destilacni aparatuie (viz Obrazek 12):
(NH,),SO, + 2NaOH —— 2NH, + Na,SO, + 2H,0

Vydestilovany amoniak kondenzuje s vodni parou a jima se v piedloze se znamym nadby-

te¢nym mnozstvim odmérného roztoku kyseliny sirové:
2NH, + H,SO, — (NH,),SO,

Nespotiebované mnozstvi kyseliny sirové se stanovi titraéné odmérnym roztokem hydroxi-

du sodného na vhodny indikator (TashirGv indikator nebo metylCerven):

H,SO, +2NaOH ——> Na,SO, + 2H,0
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V piipadé stanoveni hrubych bilkovin Kjeldahlovou metodou v Gpravé podle Winklera se
uvolnény amoniak jima do piedlohy s 2% kyselinou boritou a vznikly boritan amonny se

titruje roztokem kyseliny sirové na Tashirtv indikator ¢i metyl¢erven:

6NH, + 2H,BO, —2(NH,)BO,
2(NH,),BO, +3H,50, —»3(NH,),SO, +2H,BO,

Obsah dusiku se vypocita z mnozstvi spotiebovaného hydroxidu ¢i kyseliny. Vysledek je
nutno prepocitat na navazku a vynasobenim faktorem 6,25 ziskdme % hrubé bilkoviny

Vv analyzovaném vzorku [60,68].

Obrazek 12 Nakres Parnas-Wagnerovy aparatury [68]

1 — vyvije€ pary 6 — chladic¢

2 — ptestupnik s odkalovacim prostorem 7 — ptedloha

3 — ptivod vzorku 8, 9, 12 — sklenéné kohouty
4 — destila¢ni banka 10 — kahan (topné hnizdo)

5 — odlucovac kapek 11 — prestupnik
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Pracovni postup:

Vzorek byl navazen s piesnosti na ¢tyfi desetinna mista do suché mineralizaéni zkumavky
(0,5 g). Poté bylo ke vzorku ptidano 10 ml koncentrované kyseliny sirové, par kapek pero-
xidu vodiku a 1zitka smésného katalyzatoru (Na,SO,+ CuSO,V poméru 10:1). Zkumavka
byla vlozena do mineralizatoru a bylo nasazeno zafizeni na jimani par. Byl zapnut vyhiivaci
blok a pracka plynt. Teplota temobloku byla 400 °C a mineralizace probihala 1 hodinu,
poté byl pfistroj vypnut a zkumavky byly ponechdny vychladnout ve stojanu se zapnutou
prackou par. Vznikl Ciry roztok svétle zelené barvy. Nasledné byl vzorek kvantitativné pie-

veden do 50 ml odmérné banky a doplnén po rysku destilovanou vodou.

Destilace probihala v Parnas-Wagnerovée aparatuie. Pod Usti chladi¢e byla umisténa titracni
banka s 50 ml 2% kyseliny borité a do destila¢ni baniky bylo odpipetovano 10 ml vzorku
a 20 ml 30% roztoku hydroxidu sodného. Destilace trvala od po¢atku varu 15 minut. Poté
bylo usti chladi¢e oplachnuto vodou. Do titra¢ni banky bylo pfidano n€kolik kapek indikato-
ru Tashiro a ihned titrovano 0,025 mol.I"* roztokem kyseliny sirové do stalého rtizovofialo-

vého zabarveni.
Kazdy vzorek byl 2x mineralizovan a kazdy mineralizat pak 2x destilovan (n = 4)
Obsah hrubé¢ bilkoviny byl vypoc¢itan pomoci vzorce:

V, Ch o -M.T.F,.f ..100

HB = H,S0, " ¥ H,S0, t 'zl pr
n

HB — mnozZstvi hrubé bilkoviny (%)

V4150, — spotfeba odmérného roztoku (1)

Ch,s0, — koncentrace odmérného roztoku (0,0252 mol.I™)
M — molarni hmotnost dusiku (14,01 g.mol™)

f, — titracni faktor (2)

f, — zfedovaci faktor (50/10 = 5)

f . — prepocitavaci faktor (primérny obsah dusiku v proteinech: 16 % = % =6,25)

n — navazka vzorku (Q)
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6.3.2 Stanoveni obsahu aminokyselin
Princip:

Pro zjisténi celkového obsahu aminokyselin se vazané aminokyseliny ze vzorkt uvoliuji
kyselou hydrolyzou. Sirné aminokyseliny (cystein a metionin) se pied kyselou hydrolyzou
oxiduji na kyselinu cysteovou a metioninsulfon, protoze pii kyselé hydrolyze by dochazelo
k jejich rozkladu. Uvolnéné aminokyseliny se analyzuji pomoci iontové vyménné kapalinové
chromatografie na Automatickém analyzatoru aminokyselin AAA 400 (viz Obrazek 13)
s vyuzitim postkolonové ninhydrinové derivatizace a spektrofotometrické detekce (440 nm

pro prolin a 570 nm pro ostatni aminokyseliny) [64,68].
Pracovni postup:

0,1 g vzorku bylo s pfesnosti na 4 desetinna mista navazeno do vialek, do kterych bylo pfi-
dano 15 ml 6 mol.I* HCL Po odstranéni vzduchu argonem byly vialky dobfe uzavieny a
vloZeny do termobloku. Hydrolyza probihala 23 hodin pti 115 °C. Po ukonéeni hydrolyzy
byla ze vzorkiu odpatena HCI, sirupovity odparek byl rozpustén v sodno-citratovém pufiru 0
pH 2,2 a nakonec byl vzorek prefiltrovan pies 0,45um filtr. Takto pfipraveny vzorek byl
aplikovan na kolonu. Pro analyzu cysteinu a metioninu byly vzorky pied vlastni kyselou
hydrolyzou oxidovany smési HCOOH a H,;0, (9:1). Oxidace probihala cca 16 hodin
Vv lednici, dalsi postup byl stejny jako u kyselé hydrolyzy.

Kazdy vzorek byl analyzovan 3x (n = 3 pro kyselou hydrolyzu), resp. 2x (n = 2 pro oxida-
tivné-kyselou hydrolyzu).

Obrazek 13 Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 [68]
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6.3.3 Vypocet aminokyselinového skore a indexu esencidalnich aminokyselin

K hodnoceni nutri¢ni hodnoty proteint je tfeba stanovit jejich aminokyselinové slozeni. Po-

uzivaji se dv¢ kritéria, aminokyselinové skore a index esencialnich aminokyselin.

Aminokyselinové skore (ASS) se pocita pro kazdou esencialni aminokyselinu. Aminokyseli-

v v

lina [25].

Vzorec pro vypocet AAS (%) [25]:

Ans =2 100
A

Ay — obsah aminokyseliny v testovaném proteinu,
A — obsah aminokyseliny v referen¢nim proteinu

Organizacemi FAO/WHO (Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi/Svétova zdravotnicka or-
ganizace) byl jako referenéni protein urCen protein, ktery ma optimalni sloZeni esencialnich
aminokyselin a hodnota AAS pro kazdou z nich je 100 % [25,21]. Tabulka 5 uvadi slozeni

tohoto standardniho proteinu a doporu¢enou denni potfebu esencialnich aminokyselin.

Tabulka 5 Obsah esencialnich aminokyselin ve standardnim proteinu (v g.16g N*) a denni

potieba téchto aminokyselin (v g) [25]

Aminokyselina | Protein FAO/WHO | Denni potieba
Valin 5,0 11-14
Leucin 7,0 11-14

Izoleucin 4,0 10-11
Metionin a cystein 3,5 11-14
Treonin 4,0 67
Lyzin 5,4 9-12
Fenylalanin
a tyrozin 6,1 13-14
Tryptofan 1,0 3-35
Celkem 36,0

Index esencialnich aminokyselin (EAAI) vypocitava geometricky primér relativniho zastou-

peni vSech esencialnich aminokyselin (tedy AAS) [25].
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Vzorec pro vypocet EAAI [25]:

EAA — Q/lOOxAd | leOxAAZ [100xA,,
A, A,

1

n —pocet EAA (obvykle 8), vyznam ostatnich symbolt je stejny jako u AAS

6.3.4 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky stanoveni obsahu hrubé bilkoviny a aminokyselin byly podrobeny statistickému
hodnoceni s pouzitim parametrického testu srovnavajiciho sttedni hodnoty dvou nezavislych
vybéra (Studentiiv t-test). Statisticka analyza byla provedena pomoci programu StatkK25 na

hladiné vyznamnosti 5 %.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni celkového obsahu dusikatych latek

U vzorki bylo provedeno stanoveni celkového obsahu dusikatych latek (obsah hrubé bilko-
viny) metodou podle Kjeldahla (viz Kapitola 6.3.1). V Tabulce ¢. 6 jsou zaznamenany vy-
sledky tohoto stanoveni, a to jak v syrovych fazolich, tak ve fazolich po 48h kli¢eni. Dale

jsou zmény v obsahu hrubé bilkoviny, v zavislosti na kli¢eni, znazornény na Obrazku 14.

Tabulka 6 Obsah hrubé bilkoviny v syrovych fazolich a fazolich po 48h kli¢eni

vV % (wiw)
Syrové Nakli¢ené fazo-
Druh fazole fazole le
strakata
velka 18,60 + 0,590*° 17,76 £ 2,815%
pinto 18,93 +0,522* | 12,77 +1,069"
¢ervena

ledvina 21,56 +£0,109°% | 11,65+ 1,686"

mungo 21,41 +2,385*° | 10,44 + 2,29

adzuki 18,95 +0,268*° | 8,88 +0,528°
Zerné oko | 20,44 +0,526°° | 7,30 +0,479"
navy bio 21,53 +£0,526" | 11,75+ 0,058"

~N (o (O [ B (W

Pozn. Obsah hrubé bilkoviny je uveden jako pramér = SD (n = 4), primérné hodnoty

ve sloupcich s alesponi jednim stejnym hornim indexem se statisticky nelisi (P > 0,05).

Obsah bilkovin ve fazolich se pohybuje v rozmezi 20 — 25 % Vv susiné [1]. Primérny obsah
hrubé bilkoviny stanoveny u analyzovanych vzorki byl kolem 20,6 % a spadal tak do toho-
to rozmezi. VétSina zjiSténych hodnot byla o 1 — 3 % niZsi neZ idaje udavané v databazi
USDA [17] (viz Tabulka 2), pouze u vzorku strakaté fazole byla stanovena hodnota pod-
statné niz8i nez udavana databaze USDA a to 18,60 %, pfestoze v databazi je uveden ob-
vykly obsah bilkovin u tohoto druhu kolem 23 %. Obsah bilkovin ve fazolich je vSak zavisly

na druhu, odriid¢ a podminkach rustu, a proto je toto odchyleni mozné.
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Nejvyssi obsah hrubych bilkovin byl stanoven u vzorku ¢ervené ledviny, a to 21,56 %. Sta-
tisticky vyznamné se obsah hrubé bilkoviny v tomto vzorku nelisil od fazoli navy bio (21,53
%) a mungo (21,41 %) (P > 0,05). Nejnizsi obsah hrubé bilkoviny byl zjistén u fazole stra-
katé velké (18,60), pinto (18,93 %) a adzuki (18,95%), které se obsahem pfili§ nelisily (P >
0,05). Z nakli¢enych fazoli obsahovala nejvice dusikatych latek fazole strakata velka (17,76
%) (P < 0,05) nasledovana fazoli pinto (12,77 %) a navy bio (11,75 %). Nejniz§i mnozstvi
hrubych bilkovin bylo analyzovano u naklicené fazole ¢erné oko (7,30 %) a adzuki (8,88
%).

@ Syrové fazole

25
B Naklicené fazole
% 20 - - ]
2
=
=
o
e
@]
5 10
E
=
X 54
0 N T T T T T T T T T T T T T T |
strakata ~ pinto  Cervena mungo  adzuki  Cerné navy
velka ledvina oko bio

Druh fazole

Obrazek 14 Srovnani obsahu hrubého proteinu v syrovych fazolich a fazolich po
48h kli¢eni v % (w/w)

Obsah hrubé bilkoviny po vykli¢eni ve srovnani se syrovymi fazolemi byl u vétSiny vzorkl

statisticky vyznamné nizsi (P < 0,05), coz je patrné z Obrazku 14. Nejvétsi zmény v obsahu
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hrubé bilkoviny byly zaznamenany u fazole ¢erné oko (pokles o 64,3 %). Vyjimkou byla
fazole strakatd velka, kde nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v ubytku hrubé
pouze 4,5 %. U ostatnich vzorkt doslo po 48 hodinach kli¢eni k poklesu hrubé bilkoviny o
cca 50 %. Podle Mbithi-Mwikya a kol. [22] je tato ztrata pfipisovana vyluhovani rozpust-
nych dusikatych latek a dalSich zivin pfi klieni. V souvislosti s klicenim dochazi také
k enzymatickému rozkladu bilkovin a dal$ich makromolekul jako Skrob, komplexni lipidy
apod., z davodu zvysené metabolické aktivity a tim potiebné energie pro tyto procesy. Cast

bilkovin tak mtize byt spotiebovana pii tomto procesu [22,43,44].

7.2 Stanoveni obsahu aminokyselin

Obsah aminokyselin byl stanoven pomoci iontové vyménné chromatografie (viz Kapitola
6.3.2). Vysledky stanoveni v g.kg™ jsou uvedeny v Tabulce 7 (syrové fazole) a 8 (nakli¢ené
fazole). Udaje o obsahu aminokyselin v g.16 g N™ jsou uvedeny v piiloze P Il (syrové fazo-
le) a P III (nakli¢ené fazole). Obsah aminokyselin v .16 g N byl vypogitan vydé&lenim ob-
sahu aminokyselin (g.100 g™) obsahem hrubé bilkoviny (%) a vynasobenim 100.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

50

-1
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(vg.kg?)
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Tabulka 7 Obsah aminokyselin (g.kg™) v syrovych fazolich
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Tabulka 8 Obsah aminokyselin (g.kg™) v nakli¢enych fazolich
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Pfi analyze aminokyselin bylo zji$téno, Ze nejbohatsi na obsah jednotlivych aminokyselin je
fazole Cervena ledvina, coz je patrné i z jejich celkového obsahu (viz Obrazek 15). Dale ji
nasleduje fazole mungo, navy bio, strakata velka, ¢erné oko a pinto. Nejmensi obsah celko-

vych aminokyselin byl zaznamenan u fazole adzuki.

Dale z analyzy vyplynulo, Ze ve vSech vzorcich fazoli byla nejvice zastoupenou aminokyse-
linou kyselina asparagova a glutamova. Obsah kyseliny asparagové (spole¢né s asparagi-
nem) se pohyboval v rozmezi 17,54 gkg™ (adzuki) — 25,89 g.kg™" (ervena ledvina) (P <
0,05). Obsah kyseliny glutamové (s glutaminem) byl v rozmezi od 24,27 g.kg™ (adzuki) —
31,42 g.kg™ (Cervena ledvina) (P < 0,05). Obsah dalsich nejvice zastoupenych aminokyselin
byl nasledujici: leucin, jehoZ obsah se pohyboval v rozmezi od 11,45 g.kg™ (adzuki) — 15,77
g.kg" (Eervena ledvina) (P < 0,05) a arginin, jehoZ obsah se pohyboval v rozmezi od 11,77
g.kg™ (adzuki) — 14,29 g.kg™ (ervena ledvina) (P < 0,05). Za zminku stoji i pom&rné vyso-
ky obsah lyzinu s obsahem v rozmezi od 11,08 g.kg" (adzuki) — 14,16 g.kg™ (Servena led-
vina) (P < 0,05). Lyzin je limitujici aminokyselinou zejména v obilovinach, které naopak
obsahuji dostatek metioninu, kterého je ve fazolich malo, a proto jejich vhodnou kombinaci
muzeme dodat télu plnohodnotné proteiny [18,19].

Limitujicimi aminokyselinami jsou v ptipadé fazoli, jak jiz bylo z ¢asti feCeno, sirné amino-
kyseliny metionin a cystein a tryptofan [21,22]. Nase vysledky toto tvrzeni z ¢asti potvrzuji.
Ob¢ sirné aminokyseliny byly obsaZeny V nejmenSim mnozstvi. Cystein byl zastoupen
v rozsahu 1,95 g.kg™ (mungo) — 3,70 g.kg™ (strakata velka) (P < 0,05) a metionin v rozsa-
hu 2,43 g.kg™" (strakata velka) — 3,27 g.kg™ (mungo) (P < 0,05). Tryptofan v ramei této
diplomové prace stanoven nebyl, jelikoz pii kyselé hydrolyze dochazi k jeho rozkladu
[60,67], a proto nelze potvrdit ani vyvratit tvrzeni, Ze je jednou z limitujicich aminokyselin.
Ziskané vysledky koresponduji s vysledky Dolezala [21] a Stephen Mbithi-Mwikya a kol.
[22] (viz Tabulka 3).

Pfi analyze bylo také zjiSténo, ze obsah jednotlivych aminokyselin se po 48 hodinovém
kli¢eni u vSech vzorku statisticky vyznamné snizil (P < 0,05), viz Tabulka 8. Nejvyssi
ubytek byl zpozorovan u kyseliny glutamové, u které ¢inil primérné 60 % a asparagové, cca
61 %. Z toho nejvétsi ztrata téchto kyselin byla zaznamenana u fazole pinto, kde se obsah
kyseliny asparagové snizil o 73,8 %, z ptivodni hodnoty 21,35 g.kg™ na 5,60 g.kg" (P <
0,05) a ¢erné oko, kde se obsah kyseliny glutamové snizil o 75 %, z 29,50 g.kg'l na 7,38
g.kg® (P < 0,05). U nakligenych fazoli doslo k pomérné velkému tbytku lyzinu a to
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pramérné asi 60,6 %. Nejmensi rozdily v obsahu aminokyselin byly zaznamenany u fazole
navy bio, prumérné se obsah aminokyselin snizil asi o 40,2 %, z toho ubytek u kyseliny
asparagové a glutamové ¢inil 38,6 % a 34,2 %. Obsah aminokyselin se v pribéhu kliceni
méni v disledku cCinnosti proteolytickych enzymi. Celkové dochéazi ke snizeni obsahu
aminokyselin zptisobeného jejich degradaci v pribéhu kliceni. Ziskané vysledky z vétsi casti
koresponduji s vysledky Stephen Mbithi-Mwikya a kol. [22]. Obsah aminokyselin se
v prub¢hu kli¢eni u vétSiny snizuje, pouze u prolinu, alaninu a serinu se podle Stephen
Mbithi-Mwikya a kol. [22] obsah zvySuje, na rozdil od nami zjisténych hodnot, ovSem toto
zvySeni neni statisticky vyznamné (P < 0,05). Tento rozdil mize byt zpusoben rozdilnymi
podminkami béhem kli¢eni a pouZitym druhem fazoli.

Na Obrazku 16 — 22 je graficky znazornéno srovnani obsahu aminokyselin ve vybranych

druzich fazoli v syrovém stavu a po 48 hodinovém kli¢eni.
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Obrazek 16 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli strakaté velké v syrovém stavu

a po 48h klic¢eni
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Obsah aminokyselin v g.Kt
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Obrazek 18 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli ¢ervena ledvina v syrovém

stavu a po 48h kliceni

35,00 ~

30,00

25,00

20,00

15,00 -

Obsah aminokyselin v g.kg

10,00 -

5,00 -

0,00 +

asp thr ser glu pro gly ala val ile leu tyr phe his lys arg cys met

Druh aminokyseliny

O Syrové fazole
B Nakli¢ené fazole

Obrazek 19 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli mungo v syrovém stavu a po
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Obsah aminokyselin v g.kg-1
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Obrazek 20 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli adzuki v syrovém stavu a po

48h kli¢eni
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Obrazek 21 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli ¢erné oko v syrovém stavu a
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Obsah aminokyselin v g.kg-.
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Obrazek 22 Srovnani obsahu aminokyselin ve fazoli navy bio v syrovém stavu a po

48h kli¢eni

Dale byly porovnavany jednotlivé druhy fazoli z hlediska jejich nutriéni hodnoty. Byly

vypocteny hodnoty AAS a EAAI (viz Tabulka 9 pro syrové fazole a Tabulka 10 pro

naklicené fazole).

Tabulka 9 Hodnoty AAS a EAAI v syrovych fazolich

strakata cervena cerné | navy
velka | pinto | ledvina | mungo | adzuki | oko bio

AMK AAS (%)
val 77,35 | 78,63 | 84,65 | 73,29 | 74,13 | 78,02 | 79,05
leu 96,25 | 96,57 | 104,48 | 90,25 | 86,31 | 88,21 | 93,02
ile 83,04 | 80,71 | 87,12 | 7255 | 76,56 | 80,31 | 86,99
met +cys| 94,18 | 80,07 | 72,11 | 69,62 | 92,81 | 78,47 | 75,80
thr 107,28 |101,82| 105,80 | 70,44 | 73,03 | 81,86 | 98,32
lys 119,92 | 113,52 | 121,66 | 108,91 | 108,26 | 101,63 | 99,70
phe + tyr| 134,34 |121,70| 133,89 | 121,09 | 118,70 | 115,30 | 128,05

EAAI

(%) 56,28 | 53,69 | 55,93 | 48,58 | 50,55 | 50,39 | 52,84
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Tabulka 10 Hodnoty AAS a EAAI ve fazolich po 48h kliceni

strakata cervena cerné | navy
velka | pinto | ledvina | mungo| adzuki | oko bio
AMK AAS (%)
val 45,79 | 33,41 | 76,19 | 67,98 | 55,64 | 56,93 |101,63

leu 49,02 | 40,16 | 86,75 | 77,11 | 60,61 | 69,81 [117,04

ile 48,61 | 38,52 | 8250 | 71,80 | 56,07 | 65,14 [110,36
met+cys| 37,50 |[4147 | 72,62 | 54,71 | 71,02 | 91,18 | 69,28
thr 46,80 | 40,87 | 80,31 | 56,10 | 52,55 | 54,90 [100,41
lys 52,36 [ 43,79 | 96,17 | 91,93 | 76,33 | 73,38 | 111,84
phe +tyr| 86,65 | 66,35 | 130,12 | 116,86| 89,82 | 114,67 148,01
EAAI
(%) 31,07 | 26,64 | 50,11 | 43,31 | 38,51 | 42,62 | 59,21

cvwr

v v

vwr

vys$i AAS bylo vypocitano u sumy aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrozinu a téz
u lyzinu. NaSe vysledky tedy znovu odpovidaji idajim uvedenym vyse v textu, ze fazole
jsou bohatym zdrojem lyzinu a doporucuje se kombinovat je spole¢né s obilovinami, které
jsou naopak na tuto aminokyselinu chudé [18,19].

Index esencialnich aminokyselin EAAI byl v piipad¢ syrovych fazoli nejvyssi u strakaté vel-

Vv

v v

le pinto (26,64 %).

Klicenim se hodnoty AAS i EAAI u vétSiny vzorkd snizovaly (pramérné o 20,9 %). Nej-
markantnéjsi snizeni EAAI bylo zjisténo u fazole pinto (50,4 %) a strakata velka (44,8 %)
Vyjimkou byla fazole navy bio, u které byl zpozorovan narist vSech AAS kromé metioninu

a cysteinu a s tim spojené zvyseni EAAI (z ptivodni hodnoty 52,84 % na 59,21 %).

Z nutri¢niho hlediska se tedy jako nejvhodnéjsi jevi fazole strakata velka, nasledovana cer-
venou ledvinou, pinto fazoli a fazoli navy bio. Naopak nejméné vhodna je fazole mungo.

Fazole byly ov§em analyzovany v syrovém stavu, po jejich uvareni lze oCekavat jisté zmeény
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v aminokyselinovém sloZeni a tedy 1 v hodnotdch AAS a EAAL. V ptipadé naklicenych fazo-
li byla nutri¢né nejvyhodnéjsi fazole navy bio a ervena ledvina, nejméné vyhodné pak fazole
pinto. Pomérné zajimavé je zjisténi, Ze mungo fazole nepatfila ani po nakliceni k fazolim
S nejvyssimi hodnotami AAS a EAAI, i kdyz je podle mnoha zdroju [1,38,54] k nakliCovani
velmi vhodna. Za dalsi zajimavy vysledek lze povazovat hodnoty EAAI u fazole strakaté
velké. Zatimco v syrovém stavu vykazovala tato fazole nejvyssi EAAI, po nakli¢eni jen dru-

Yw v

na rozdil od ostatnich druhti témét zadné klicky (viz fotografie v ptiloze P I).

Srovnani EAAI v syrovych a naklicenych fazolich je graficky zndzornéno na Obrazku 23.
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Obrazek 23 Hodnoty EAAI pro jednotlivé druhy fazoli v syrovém stavu a po 48h kli¢eni
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ZAVER

Fazole jsou dulezitym potravinovym zdrojem a hraji vyznamnou roli v tradi¢nim jidelni¢ku
lidi po celém svété. Fazole patii mezi potraviny, které predstavuji jeden z nejbohatsSich zdro-
ju bilkovin a aminokyselin v lidské vyzivé. Kromé vysokého podilu bilkovin obsahuji semena

fazolu vysoky podil skrobu, vlakniny a malé mnozstvi tukd, stopové prvky a vitaminy.

V ramci zpracovani této diplomové prace byly provadény analyzy na vzorcich fazole straka-
té velké, fazoli pinto, ¢ervené ledvin€é, mungo, adzuki, ¢erné oko a navy bio zakoupenych
Vv bézné obchodni siti. U vSech vzorkil byl stanoven obsah hrubé bilkoviny metodou dle
Kjeldahla s tipravou podle Winklera a obsah aminokyselin pomoci iontové vyménné chro-

matografie v syrovém stavu a po 48 hodinovém kli¢eni.

Priimérny obsah hrubé bilkoviny stanoveny u analyzovanych vzorka byl kolem 20,6 %, coz
odpovida skutecnému obsahu bilkovin ve fazolich, ktery se pohybuje v kolem 20 — 25 %.
Nejvyssi obsah hrubych bilkovin byl stanoven u vzorku ¢ervené ledviny, a to 21,56 %. Nej-
niz§i obsah hrubych bilkovin byl stanoven u fazole strakaté velké (18,60 %). Pti stanoveni
obsahu hrubé¢ bilkoviny u naklicenych fazoli bylo zjisténo, ze se klic¢enim se obsah snizuje, a
to pramérné o cca 50 %. K nejvétsim zménam po nakliceni doslo u fazole ¢erné oko (pokles
0o 64,3 %). U fazole strakaté velké byl stanoven primérny obsah hrubych bilkovin
vyznamnym zménam (pokles o 4,5 %). Jednim z divodd, pro¢ se obsah hrubého proteinu
statisticky vyznamné nezménil, mohlo byt, Ze po 48 hodinovém kli¢eni se u fazole neobjevi-
ly klicky ani dals$i zmény naznacujici kliceni a nedoslo u ni k vyznamnym ztratam zpiisobe-

nym vyluhovani dusikatych latek a dalSich zivin pii kliceni.

Pti stanoveni aminokyselin bylo zji§téno, Ze nejbohatsi na obsah aminokyselin je fazole cer-
vena ledvina, nasledovand fazoli mungo, navy bio, strakatou velkou, ¢ervenou ledvinou a
lo, Ze nejvice zastoupenou aminokyselinou ve fazolich je u vSech druhu kyselina asparagova
(a asparagin) a glutamova (a glutamin). Dalsi nejvice zastoupenou aminokyselinou byl leu-
cin, arginin a lyzin. Diky pomérné vysokému obsahu lyzinu jsou fazole vhodné ke kombino-
vani s obilovinami, které jsou na tuto aminokyselinu chudé, ale zaroven obsahuji dostatek
metioninu, ktery je nedostatkovy u fazoli. Vhodnou kombinaci tak mliZzeme ziskat pokrm

obsahujici plnohodnotné proteiny. Kromé metioninu jsou fazole chudé na tryptofan a cys-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

tein, coZ se v priab&hu stanoveni z¢asti potvrdilo. Metionin a cystein byl nejméné zastoupe-

nou aminokyselinou.

V dusledku kli¢eni doslo k poklesu obsahu jednotlivych aminokyselin, coz je zpisobeno
predevsim jejich degradaci vlivem proteolytickych enzymi v prubéhu kliceni. Nejvétsi pra-
mérny ubytek byl zaznamenan u kyseliny asparagové (asparaginu, pokles o 60 %) a gluta-
mové (glutaminu, pokles 0 61 %). Byl zaznamenan vysoky tbytek lyzinu (pokles o 60,6 %).

Vv

ledvina a navy bio) byla stanovena u metioninu a cysteinu. U zbyvajicich fazoli bylo nejnizsi
ASS vypoc€itano u aminokyseliny valin. Nejvy$si ASS bylo stanoveno u aromatickych
aminokyselin fenylalaninu, tyrozinu a lyzinu. Index esencialnich aminokyselin EAAI byl u
syrovych fazoli nejvyssi u strakaté velké a Cervené ledviny. PiestoZe fazole strakata velka
esencialni aminokyseliny a z nutri€niho hlediska se jevi jako nejvhodnéjsi. Klicenim se vSak
EAAI u fazole strakaté velké vyrazné snizilo. Z nutricniho hlediska se jevi jako dalsi nej-
vhodnéjsi fazole Cervend ledvina, u které bylo stanoveno jedno z nejvysSich EAAI jak
Vv syrovém stavu, tak po nakliceni. Celkové byl tento vzorek nejbohatsi jak na obsah hrubé

bilkoviny, tak na obsah jednotlivych aminokyselin.

Nasleduji je fazole pinto a navy bio, které byly v syrovém stavu nutri¢né nejbohatsi. Naopak
nejméné vhodna je fazole mungo. V piipad¢ naklicenych fazoli byla nutricné nejvyhodnéjsi
fazole navy bio a Cervena ledvina, nejméné vyhodna pak fazole pinto. Pfekvapivé je zjisténi,
ze fazole mungo nepatiila ani po nakliceni mezi fazole s vysokymi hodnotami ASS a EAAI,
piestoze jsou povazovany za druh vhodny k nakli¢ovani. Klicenim se hodnoty AAS i EAAI
u vetsiny vzorkl snizovaly (primérné o 20,9 %). Vyjimkou byla fazole navy bio, u které byl
zpozorovan nartst vSech AAS (krom¢& metioninu a cysteinu) a s tim spojené zvySeni EAAL
Je vSak nutné zvéazit hodnoceni v syrovém stavu, po uvareni lze o¢ekavat zmény jak v ASS

tak EAAI.
Zavérem lze doporucit, aby byly v pfistich vyzkumech zabyvajicich se klicenim lusténin ana-
lyzovany i samotné klicky a délohy. Proces kliceni by tak byl pravdépodobné 1épe monito-

rovan.
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Piiloha PII Obsah aminokyselin (v g.16 g N™%) v syrovych fazolich

Obsah aminokyselin v syrovych fazolich (v g/16g N)

strakata dervena cerné | navy

AMK | velka |pinto| ledvina | mungo |adzuki| oko bio
asp 11,14 |11,37| 12,01 | 10,21 | 9,25 | 10,15 | 10,33
thr 429 | 407 | 4,23 282 | 292 | 327 | 393
ser 585 |585]| 6,36 4,86 | 4,40 | 4,46 | 549
glu 13,81 [13,69| 14,58 | 14,59 | 12,80 | 14,44 | 12,29
pro 522 |506| 5,07 500 | 3,44 | 466 | 345
gly 366 |355| 383 3,23 | 3,15 | 3,34 | 332
ala 380 [370| 394 3,54 | 342 | 361 | 350
val 3,87 1393 | 4523 3,66 | 3,71 | 390 | 3,95
ile 332 323 | 348 290 | 3,06 | 3,21 | 3/48
leu 6,74 |6,76 | 7,31 6,32 | 6,04 | 617 | 6,51
tyr 305 | 241 | 264 213 | 264 | 230 | 2,83
phe 514 |502| 5,53 526 | 460 | 473 | 4,98
his 295 285 3,04 2,72 | 2,70 | 2,79 | 2,48
lys 6,48 |6,13 | 6,57 588 | 585 | 549 | 538
arg 756 |625| 6,63 6,57 | 6,21 | 6,66 | 556
cys 199 |145| 1,25 091 | 154 | 1,19 | 1,37
met 131 | 135 | 127 153 | 1,71 | 155 | 1,28
Celkem| 90,18 |86,67| 91,98 | 82,13 | 77,45 | 81,96 | 80,13




Piiloha PIII Obsah aminokyselin (v g.16 g N™) v nakli¢enych fazolich

Obsah aminokyselin ve fazolich po 48h kli¢eni (v g/16g N)

strakata dervena cerné | navy
AMK | velka |pinto| ledvina | mungo|adzuki| oko bio

asp 540 | 4,39 9,14 830 | 654 | 694 | 1161

thr 1,87 1,63 3,21 224 | 210 | 2,20 | 4,02

ser 2,69 2,31 4,68 3,75 | 313 | 3,01 | 577

glu 7,39 573 ] 11,35 | 1151 | 848 | 10,12 | 1481

pro 1,82 1,77 2,48 302 | 314 | 280 | 3,40

gly 1,59 1,38 3,00 255 | 223 | 211 | 355

ala 1,92 1,69 3,10 284 | 233 | 2,32 | 3,95

val 2,29 1,67 3,81 340 | 2,78 | 2,85 | 5,08

ile 1,94 1,54 3,30 287 | 224 | 261 | 441

leu 3,43 2,81 6,07 540 | 424 | 489 | 819

tyr 1,64 1,51 2,74 2,19 190 | 2,30 | 3,23

phe 3,64 2,54 5,20 493 | 357 | 469 | 580

his 1,43 1,17 2,53 2,15 | 1,82 196 | 2,71

lys 2,83 2,36 5,19 49 | 4,12 | 396 | 6,04

arg 2,54 2,47 4,44 462 | 456 | 4,40 | 4,40

cys 0,79 0,76 1,19 0,70 | 112 138 | 1,10

met 0,52 0,69 1,35 1,21 | 137 | 181 | 1,32

Celkem| 43,74 [36,43| 72,80 | 66,67 | 55,70 | 60,35 | 89,40




