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1. UVOD

Mnozstvi tukdl pfijimanych potravou se v soucasné dobé vlivem zivotniho stylu
dlouhodobé zvysuje. Tuky vSak tvoii nedilnou soucast potravy. Maji pro organismus rizny
vyznam, ne vSechny jsou pfi¢inou kardiovaskuldrnich onemocnéni. Dilezité neni pouze
snizit jejich obsah, ale také sledovat zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin (MK) v
potraveé. Mezi ty s negativnim pisobenim na organismus patii nasycené MK, jejich piijem
je tfeba omezit. Vyznam nenasycenych MK -3 a w-6 je pfedevsim ucinek vazodilatacni,
protizanétlivy a dale také snizuji cholesterol.

V ptipad€ potieby si je lidské télo schopno vétSinu MK syntetizovat. To vSak
neplati pro MK ®-3 a -6, které jsou esencialni a télo je musi pfijimat v dieté. Dulezity je
predevsim optimalni piijem MK ®-3, které by mély byt v dostate¢né miie obsazeny jiz
V prvni pfijimané potrave, tj. v matefském mléce, nebot’ jsou vyznamné pro spravny vyvoj
ditéte. Klicové jsou zejména kyselina eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA),
které predstavuji nutné komponenty pro normalni vyvoj mozku. V ptipad¢ nedostatecného
piijmu téchto MK potravou, dojde velmi rychle k vy€erpani jejich zasob. Deficit EPA a
DHA pak mtiZe vést k nedostate¢nému zasobeni détského organismu.

Predkladanad prace se zabyva zastoupenim mastnych kyselin v matetském mléce
matek z Ceské republiky. Piedevsim je pak fesena otizka hladin EPA a DHA, které jsou
pro zdravy vyvoj ditéte nezbytné. Zastoupeni téchto MK se vyrazné li§i v jednotlivych
zemich dle dietnich navykd, pfedevs$im v zavislosti na konzumaci ryb.

Celkové MK, vcetné téch esterifikovanych, lze stanovit metodou plynové
chromatografie s plamenov¢ ioniza¢ni detekci. Vzorek matetského mléka se pied vlastni
analyzou derivatizuje transmethylaci katalyzovanou acetylchloridem a nasledné extrahuje

do toluenu.

Prace byla podpofena vyzkumnym zadmérem MZO 00179906 Fakultni

nemocnice Hradec Kralové.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou organické slouc¢eniny obsahujici jednu karboxylovou
skupinu, jejich skelet je tvotfen uhlikovym fetézcem o délce 2 az 36 atomtl.

MK piedstavuji podstatnou slozku lipidii, které spolu s bilkovinami a sacharidy
predstavuji zakladni stavebni kameny zivé hmoty. Dale se vyskytuji v podobé vyssich
organizovanych struktur, jako jsou napiiklad plazmatické membrany ¢i lipoproteiny.
V malém mnozstvi se MK vyskytuji 1 v neesterifikované formé jako tzv. volné MK,
predevim v krevni plazmé& vazané na albumin (TVRZICKA a kol. 2009).

U vyssich zivocicht a rostlin dominuji prevazné MK se 16 a 18 uhlikovymi atomy,
pfedevsim se jednd o kyselinu palmitovou, stearovou, olejovou a linolovou. Kyseliny, které
maji fetézec krat$i nez 14 a delsi nez 22 uhlikovych atomi piedstavuji jen minoritni ¢ast.
Vétsina MK obsahuje sudy pocet atomti uhliku, coz je zplisobeno syntézou
z dvouuhlikatych jednotek. Pfiblizné polovina MK je nenasycenych, télo si je neumi
syntetizovat samo a je nutné je dodavat ve stravé (TVRZICKA a kol. 2009).

Krom¢ trividlnich nazvl se v ndzvoslovi MK uziva i oznaceni ¢islicemi a feckymi
pismeny, tzn. X: y, kdy x udava pocet uhlikd a y pocet dvojnych vazeb. U nenasycenych
MK se vyznacuje i poloha dvojnych vazeb. Polohu dvojné vazby lze oznacit bud’ od uhliku
karboxylové skupiny, kdy pouZijeme fecké pismeno A (delta), za kterym nasleduje Cislice
oznacujici uhlik, ze kterého dvojna vazba vychazi, nebo lze vychéazet z druhého konce, od
krajni methylové skupiny, a pouZijeme fecké pismeno ® (omega). Podle oznaceni polohy
prvni dvojné vazby rozeznavame MK tfidy ®-3, »-6 a -9 (KRAML 2008).

Velmi casto diskutovanou oblasti v rdmci vyZivy je stala vysoka spotieba tukd, ale

zaroven nedostateény piijem nenasycenych MK, ptedevsim -3 (MOUREK a kol. 2009).



2.1.1. Klasifikace mastnych Kyselin

MK se déli dle struktury na nasycené, které neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu, a
nenasycené, které ve své molekule dvojnou vazbu obsahuji. Ty se dale déli na
mononenasycené, které obsahuji jednu dvojnou vazbu a polynenasycené, které dvojnych
vazeb obsahuji vice. Dale se d€li do né€kolika skupin podle jejich biologickych ucinka a

fyziologické ulohy v organizmu.

2.1.1.1. Nasycené mastné Kyseliny

Nasycené MK délime do nékolika podskupin na zakladé€ délky uhlikového fetézce.

a) Mezi MK s krdatkym retézcem (SCFA, short-chain fatty acids) fadime kyseliny
s délkou fetézce do 6 uhlikovych atomd. Hlavnimi zéstupci jsou kyselina octova
(2:0), propionova (3:0) a maselna (4:0). Tyto kyseliny vznikaji v proximalni ¢asti
tlustého stieva béhem fermentace vlakniny. Jsou rychle absorbovany, kyselina
octova a castecné 1 propionova jsou navic resorbovany portalni cirkulaci,
transportovany do jater a tam metabolizovany na MK a glukézu (TVRZICKA a kol.
2009).

b) MK se stiednim retézcem (MCFA, medium-chain fatty acids) jsou kyselina
kapronova (6:0), kaprylova (8:0) a kaprinova (10:0). Tyto MK jsou piimo
resorbovany a transportovany portalni Zilou. K intramitochondridlnimu ptenosu
téchto MK neni potfeba pfitomnost karnitinu ani Kkarnitin-palmitoyl transferazy
(TVRZICKA a kol. 2009).

Jejich zdrojem v potravé je olej z kokosového ofechu a palmového jadra.
Tukové emulze obsahujici MCFA a triacylglyceroly se vyuZivaji jako nutriéni
podpora. Duvodem je vysoka stabilita viuéi lipoperoxidaci a jejich kratky polocas
rozpadu (TVRZICKA a kol. 2009).



c) Mezi MK s dlouhym retézcem (LCFA, long-chain fatty acids) patfi kyselina laurova
(12:0), myristova (14:0), palmitova (16:0) a stearova (18:0). Predstavuji 80-90%
vSech nasycenych MK pfijimanych potravou. Tyto kyseliny maji vysoky aterogenni
a trombogenni u¢inek (GERMAN & DILLARD 2010, TVRZICKA a kol. 2009).

Jejich zdrojem v potravé je predevsim veptfové sadlo, maslo a hovézi 14j.
Pravidelnd konzumace LCFA zvySuje hladinu cholesterolu a tim zvySuje riziko
kardiovaskularnich chorob, pfedev§im ischemické choroby srde¢ni (GERMAN &
DILLARD 2010, TVRZICKA a kol. 2009).

d) MK svelmi dlouhym retezcem (VLCFA, very long-chain fatty acids) zahrnuji
kyselinu arachovou (20:0), behenovou (22:0), lignocerovou (24:0), cerotovou
(26:0), metanovou (28:0) a melissovou (30:0). Jsou obsazeny Vv krevnim séru osob
S vrozenymi metabolickymi poruchami, mezi které patii napt. Refsumova choroba,
Menkesova choroba ¢i Zellwegertiv syndrom. K 1é¢bé téchto poruch mohou byt

vyuzity mononenasycené MK (napf. Lorenziv olej), (TVRZICKA a kol. 2009).

2.1.1.2. Mononenasycené mastné kyseliny

Mononenasycené MK rozliujeme podle konfigurace dvojné vazby na cis a trans.

a) Hlavnimi zastupci MK v cis konfiguraci jsou kyselina olejova (18:1 ®-9) a
palmitolejova (16:1 ®-7). Dal$imi zastupci MK endogenniho plvodu jsou
V minoritnim mnozstvi i kyselina myristolejova (14:1 ®-5), gondoova (20:1 ®-9),
erukovd (22:1 ®-9) a nervonova (24:1 ®-9c). Zastupci mononenasycenych MK
exogenniho piivodu jsou kyseliny gadolova (20:1 ®-11), erukova a cetolova (22:1
o-11), (TVRZICKA a kol. 2009).

Kyselina olejova ze stravy ma antiaterogenni i antitrombotické ucinky, tzn.,
ze zvysuje pomeér HDL-C/LDL-C (cholesterol v lipoproteinu o vysoké hustoté/
cholesterol v lipoproteinu o nizké hustot€) a snizuje agregabilitu desticek.
Zabudovani kyseliny olejové do plazmatickych lipidi zvysSuje jejich odolnost vici

lipoperoxidaci. Kyselina olejova je nejhojnéji zastoupenou kyselinou olivového



oleje, kultivovaného fepkového oleje, oleje z liskovych ofecht a sladkych mandli.
Kyselina erukova je povazovana za kardiotoxickou, najdeme ji v oleji nekultivované
fepky olejné (TVRZICKA a kol. 2009).

b) Hlavnimi zastupci MK v trans konfiguraci jsou kyseliny elaidova (18:1 ®-9) a
trans-vakcenova (18:1 ®-7). Pro lidsky organismus jsou trans-MK exogennimi
kyselinami s vy$$im aterogennim uG¢inkem nez je u nasycenych MK. Zaroven jsou
asi dvakrat ucinnéjsi pro vzrist LDL-C a snizeni HDL-C neZz nasycené MK
(TVRZICKA a kol. 2009).

Exogennim zdrojem kyseliny elaidové jsou pfevazné margariny a ztuzené
pokrmové tuky. Kyselina trans-vakcenova je obsazena v mlécnych vyrobcich

(TVRZICKA a kol. 2009).

2.1.1.3. Polynenasycené mastné kyseliny

Polynenasycené MK (PUFA, polyunsaturated fatty acids) obsahuji v molekule 2 a
vice dvojnych vazeb. PUFA exogenniho pivodu délime do dvou skupin: -3 a ®-6. Maji
vyrazny antitromboticky a antiaterogenni ucinek, ktery je zplisoben jejich souhrnnym
pusobenim na fluiditu membréan, koncentrace lipoproteinli, funkci enzymii membran a
receptort, metabolismus minerald a regulaci krevniho tlaku. Negativni strankou vyssiho
poétu dvojnych vazeb v molekule je zvysujici se moznost lipoperoxidace (TVRZICKA a
kol. 2009).

Endogenni PUFA jsou fady ®-9 a jsou syntetizovany pii nedostatku esencidlnich

PUFA (0-3 a ©-6), (TVRZICKA a kol. 2009).

a) Polynenasycené MK iady -6
Zakladni kyselinou je kyselina linolovd (LA; 18:2 ®-6), jejimi hlavnimi
metabolickymi produkty jsou kyselina vy-linolenova (18:3 ®-6), dihomo-y-
linolenova (20:3 ®-6) a arachidonova (AA; 20:4 ®-6). V minoritnim mnozstvi jsou
zde zastoupeny i kyselina adrenova (22:4 ®-6) a dokosapentaenova (22:5 ®-6).
Vysoky obsah PUFA ®-6 (> 60%) nalezneme v sojovém a slunec¢nicovém oleji, dale

v oleji z hroznovych jadérek, maku setého a ¢erného rybizu. O néco nizsi obsah (40-



50%) se nachazi v oleji z vlasskych ofecht, pSeni¢nych klickt, kukufice a semen
sezamu (TVRZICKA a kol. 2009).

Metabolicky u¢inek PUFA ®-6 se vyznacuje piedevSim zvySenou syntézou
cholesterolu, vyssi aktivitou LDL-receptori a snizenou preménou VLDL na LDL
(TVRZICKA a kol. 2009).

Kyselina arachidonové je hlavnim prekurzorem eikosanoidi, coz jsou uc¢inné
signalni molekuly. Radime mezi né prostaglandiny a leukotrieny (TVRZICKA a
kol. 2009).

b) Polynenasycené MK rFady ®-3
Matetskou kyselinou je kyselina o-linolenova (ALA; 18:3 ®-3). Jeji hlavni
metabolické produkty jsou kyselina eikosapentaenova (timnodonova, EPA, 20:5 o-
3) a dokosahexaenova (klupadonova, DHA, 22:6 ®-3), V minoritnim mnozstvi pak
kyselina dokosapentaenova (22:5 ®-3). Kyselinu a-linolenovou nalezneme v
sojovych bobech, Inéném semenu, ¢erném rybizu a brutnaku (TVRZICKA a kol.
2009).

MK -3, ptedevsim DHA, jsou ve vysokém podilu soucasti nervové tkané a
sitnice, kde zajiStuji spravnou funkci téchto organti. Dale maji podstatny vyznam
v signalové  transdukci, pravdépodobné¢ reguluji  signalizaci  G-proteinu
(TVRZICKA a kol. 2009).

2.1.1.4. Konjugované mastné kyseliny

MK’ s konjugovanym systémem dvojnych vazeb jsou v nejvétsi mife zastoupeny
izomery LA. Konjugované MK jsou obsazeny pievazné v Cerveném mase a mléénych
produktech. Nejéastéji se vyskytujicim izomerem je kyselina rumenova, izomer cis 9, trans
11 CLA (RA), ktery vznika desaturaci kyseliny trans-vakcenové (18:1 trans 11). Ostatni
izomery se vyskytuji jen v minoritnim mnozstvi. Vyssi hladiny CLA mohou redukovat
lipogenezi a zvysit lipolyzu v tukové tkani (TVRZICKA a kol. 2009).



2.1.2. Biologicky vyznam mastnych Kyselin

Mastné kyseliny piedstavuji podstatnou slozku lipidi, déale jsou soucasti
plazmatickych membran a lipoproteinti. Jednoduché lipidy jsou tvoieny estery MK a

alkohold, patii mezi n& nap. cholesterol, glycerol a sfingosin (TVRZICKA a kol. 2009).

Lipidy se v krvi transportuji v podobé lipoproteinii, tedy navazané na piislu$ny
apoprotein. Lipoproteiny se skladaji z nepolarniho jadra (estery cholesterolu a
triacylglyceroly) a polarniho obalu (fosfatidylcholin, sfingomyelin a volny cholesterol).
Ptitomnost MK v lipoproteinech zajistuje moznost atero- ¢i antiaterogenniho ptisobeni
(TVRZICKA a kol. 2009).

Estery cholesterolu (CE) pfedstavuji v organismu zésobni a transportni formu
cholesterolu. Nejvice zastoupenou kyselinou v transportnich CE je kyselina linolova (cca
50%), ktera je nasledovana kyselinou olejovou (18%), palmitovou (15%) a arachidonovou
(7%), (TVRZICKA a kol. 2009).

Triacylglyceroly (TAG) jsou majoritni slozkou jader chylomikront a lipoproteint o
velmi nizké hustoté (VLDL). Nejhojnéji zastoupenou MK v TAG je kyselina olejova
(40%), palmitova (22%) a linolova (20%). MK slouzi v TAG tukové tkan¢ jako zdroj
energie a izolator (TVRZICKA a kol. 2009).

wevr

hlavni fosfolipidy plazmatickych membran patii fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin a
sfingomyelin.  Minoritni ~ ¢ast pak  tvofi  fosfatidylserin, fosfatidylinostitol,
lyzofosfatidylcholin ~ a lyzofosfatidylethanolamin. Zastoupeni MK v jednotlivych
lipidovych tfiddich ma vyrazny vliv na fluiditu membrin. Vyznamnou sloZkou
membranovych lipidi jsou i kyselina palmitova a vysoky obsah PUFA. PUFA odstépené
z fosfolipidt jsou zdrojem pro syntézu eikosanoidt, dale jsou dulezitymi ligandy receptort,
ucastni se transkripce genl a hraji roli v pfenosu signall. Zastoupeni fosfolipidli a jejich
MK je charakteristické pro kazdy Zivo&isny druh i pro jednotlivé tkané (TVRZICKA a kol.
2009).



Neesterifikované MK (NEFA) neboli tzv. volné MK jsou vazany na plazmaticky
albumin. Tyto MK vznikaji jako produkty lipolyzy a zaroven slouzi jako zdroj pro syntézu
lipidt. V plazmé jsou piitomny pouze ve velmi nizkych koncentracich. NEFA mohou byt
oxidovany, reesterifikovany, nebo mohou podléhat elongaci ¢i desaturaci. ZvysSené hladiny
NEFA maji toxicky ucinek na plazmatické membrany, coz miize vyvolavat arytmie,

protrombogenni u¢inky a jiné (TVRZICKA a kol. 2009).

2.1.3. Mastné kyseliny omega-3 a omega-6

Polynenasycené MK ®-3 a ®-6 jsou esencialni kyseliny. Lidé ani ostatni savci je
neumi syntetizovat v t€le a musi je ziskavat z potravy. MK ®-6 jsou zastoupeny LA, MK
®-3 ALA. Obé¢ tyto esencialni MK jsou metabolizovany na MK s dlouhym fetézcem o 20 a
22 uhlicich. LA je metabolizovana na AA, ALA na EPA a DHA (SIMOPOULOS 2002).

Lidé a ostatni savci s vyjimkou masozravcu jako jsou lvi, mohou pieménovat LA na
AA a ALA na EPA a DHA, ale tento proces je pomaly. Nastava soutéz mezi MK »-6 a ©-3
o desaturacni enzymy. Nicméné desaturasy A-4 a A-6 upiednostiiuji MK -3 pied m-6. Ale
vysoky piijem LA ztézuje desaturaci a elongaci ALA. Trans MK zasahuji do desaturace a

elongace obou, LA i ALA (SIMOPOULOQOS 2002).
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Obr. 1. Kyselina dokosahexaenova

Prevzato z: web National center for biotechnology information



LA, ALA a jejich derivaty s dlouhym fetézcem jsou dilezité slozky bunécnych
membran zvifat 1 rostlin. ALA se nachazi v TAG, esterech cholesterolu a ve velmi malém
mnozstvi i ve fosfolipidech. EPA se vyskytuje v esterech cholesterolu, TAG a
fosfolipidech. DHA muzeme nalézt predevsim ve fosfolipidech. U savcii véetné ¢lovéka
jsou na DHA bohaté zejména mozkova kira, sitnice, varlata a spermie. DHA je jedna
z nejhojnéjsich komponent strukturalnich lipidi mozku (SIMOPOULQS 2002).

Buiikky savcii nemohou pieménovat MK ®-6 na -3, protoze maji nedostatek
konvertujiciho enzymu ®-3 desaturasy. MK ®-3 a ®-6 jsou metabolicky a funk¢éné rozdilné
a jejich dulezité fyziologické funkce jsou casto protichidné. Slozeni MK v bunéénych
membranach je do zna¢né miry zavislé na pfijmu potravou. AA a EPA jsou zékladni
slouceniny pro produkci eikosanoidt (SIMOPOULQOS 2002).

V sedé hmoté CNS je vysoké zastoupeni PUFA. Dieta chuda na MK ®-3 vede
pomérné rychle k depleci téchto kyselin v mozkové kife. Crawford spolu s Harbigem
(1988) vyslovili jasnou piedstavu o tom, Ze MK ®-3 a ®-6 o dlouhém fetézci, predevsim
EPA a DHA, piedstavuji nutné komponenty pro normalni vyvoj mozku. Nedostatek
esencialnich MK ptedev§im béhem maturace CNS vede nepochybné k retardaci tohoto
procesu. Vzajemny pomér v membranach obou fad nenasycenych MK (w-6 i ®-3) a
pravdépodobné i jednotlivych MK (AA, EPA, DHA) je zfejm¢ dulezity pro spravnou
funkéni aktivitu nervovych elementl. Absence nebo i pouhd deplece téchto kyselin
predstavuje riziko poSkozeni danych orgdnii a struktur s moznymi naslednymi vaZznymi

dopady na kvalitu zivota (MOUREK 2009).

2.1.4. Metabolismus mastnych kyselin

2.1.4.1. Syntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin probihd v jatrech, tukové tkani, laktujici mlécné Zlaze
a v mensi mife i v ledvinach, mozku a plicich. Na trovni buniky probihé syntéza MK pouze
Vv cytosolu. Biosyntéza MK je sérii probihajicich reakci, pii kterych se uhlikova kostra MK
prodlouzi vzdy o 2 uhliky, které pochazeji z acetyl-CoA. Acetyl-CoA je zaroven i molekula

stojici na pocatku syntézy MK, vznikd prevazné v cytoplazmé jako produkt glykolyzy,



substratem této reakce je glukoza. Dalsi zptisoby tvorby acetyl-CoA jsou degradace MK,
ketolatek ¢i uhlikatych zbytkii aminokyselin (KRAML 2008).

Uvodnim a zaroven regulaénim krokem syntézy MK je karboxylace acetyl-COA na
malonyl-CoA, pii reakci je spotifebovana jedna molekula ATP a katalyzatorem je enzym
acetyl-CoA-karboxylasa. Poté se ucastni reakce multienzymovy komplex synthasy MK,
tzv. FAS (fatty acid synthasa), ktery se skladd ze dvou podjednotek. Aktivni je pouze
dimer. Kazda podjednotka je tvofena sedmi riznymi enzymy, které katalyzuji jednotlivé
kroky syntézy, a acyl carrier proteinem (ACP). ACP je protein o 77 aminokyselinach,
dilezity pro ptenos acylovych zbytkti. ACP obsahuje dualezité thiolové (-SH) skupiny, na
které jsou vazany intermediaty syntézy MK. Vlastni syntéza MK probiha v sedmi cyklech
za vzniku palmitatu, ze kterého pak dale vznikaji ostatni MK. Syntéza probiha v téchto

krocich:

1. Vazba acetyl-CoA a malonyl-CoA na FAS. Prvnim krokem je navazani
iniciaéni  molekuly acetyl-CoOA na ACP-SH, reakci katalyzuje
acetyltransacylasa.

2. Kondenzace acetyl-CoA a malonyl-CoA za vzniku acetacetyl-ACP, reakci
katalyzuje -ketoacylsynthasa.

3. Redukce ketoacylové skupiny na B-uhliku pomoci B-ketoacylreduktasy,
nasledna dehydratace enzymem B-hydroxyacyldehydratasou a opét redukce,
tentokrat katalyzovand enoylreduktasou. Koenzymem v obou redukcich je
NADPH, ktery je produktem pentosafosfatové cesty.

4. Presun acylového zbytku na vedlejsi —SH skupinu cysteinu kondenza¢niho

enzymu B-ketoacylsynthasy.

5. Vazba nového malonyl-CoA.

Opakovanim krokti 2-5, celkem v sedmi cyklech, postupné dochazi k prodluzovani
acylového tetézce vzdy o dva uhliky az do vzniku kyseliny palmitové, ktera je kone¢nym
produktem sledu téchto reakci (KRAML 2008).

K tvorb¢ dalsich MK s vy$§im poctem uhlikl je potieba tzv. mikrosomalni systém

neboli elongasa, ktery se nachdzi v endoplazmatickém retikulu. Ma podobnou funkci jako
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FAS, prodluzuje acyl-CoA o dva uhliky pomoci malonyl-CoA. Dal§im moznym mistem,
kde dochazi k prodluzovani MK, jsou mitochondrie. Zde reakce probihaji v podstaté
obracenym sledem nez B-oxidace. Substratem je acetyl-CoA (KRAML 2008, LEDVINA a
kol. 2009).

Tvorba nenasycenych MK probiha v jatrech v hladkém endoplazmatickém retikulu
pomoci enzymu desaturas. Jde o fetéz enzymatickych reakci, ktery umoziuje transport paru
elektronti. RozliSujeme nékolik desaturas, které se 1i$i polohou vytvarené dvojné vazby. U
savcl muze byt dvojnad vazba vlozena pomoci desaturas na uhlik A4, AS, A6 a A9. Lidsky
organismus neni schopny vytvofit osmnactiuhlikaté polynenasycené MK, protoze tvorba
dvojné vazby konc¢i u devatého uhliku. Takovéto MK musi byt dodavany ve stravé. Mezi
polynenasycené MK nezbytné pro organismus, které musime piijimat v dieté, patii kyselina

linolova a a-linolenova (KRAML 2008, LEDVINA a kol. 2009).

2.1.4.2. p-oxidace mastnych kyselin

B-oxidace je proces degradace MK. Jedna se o opakujici se sled reakei, jehoZz
nasledkem je zkracovani uhlikového fetézce pokazdé o dva uhliky. Uhliky se odstépuji
v podob¢ acetyl-CoA. B-oxidace se tento katabolicky biochemicky proces nazyva proto, ze
k oxidaci dochazi vzdy na B-uhliku (C3) acylu MK. B-oxidace MK je podobna jejich
syntéze, jen probihd v obraceném potadi (LEDVINA a kol. 2009).

Predtim, nez jsou MK katabolizovany, musi byt nejdiive aktivovany acyl-CoA-
synthetasou, ktera je pfitomna v endoplazmatickém retikulu a ve vnéjS$i mitochondrialni
membran¢. Aktivace MK je dvoufazovy d¢j. Prvni reakce probiha za ptitomnosti ATP a
produktem je acyladenylat. Druhym krokem aktivace je vyména AMP za koenzym A, a tim
dochazi k tvorb& kone¢ného produktu aktivace MK, kterym je makroergni sloucenina acyl-
S-CoA (KRAML 2008, LEDVINA a kol. 2009).

Po aktivaci MK, ktera probihd v cytosolu, nasleduje transport do matrix
mitochondrie, kde probiha vlastni B-oxidace. Pro MK s krat§im acylovym fetézcem (do 12
C) je membrana mitochondrie propustnd piimo. To vSak neplati pro MK s dlouhym
fetézcem, pro které je membrana nepropustnd. Je nutné nejdiive MK pievést na derivaty

karnitinu, tzv. acylkarnitiny. Po prichodu membranou se karnitin, ktery v reakci plisobi
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pouze jako specificky pfenasec, odstépi a MK se vrati do piivodni podoby, kterou méla
pted transportem (KRAML 2008, LEDVINA a kol. 2009).

Oxidace nasycenych MK se sudym poctem uhlikli za¢ind dehydrogenaci a tvorbou
dvojné vazby mezi a a § uhlikem na acyl-CoA, enzymem katalyzujicim tuto reakci je acyl-
CoA-dehydrogenasa. Naslednym krokem je hydratace pomoci enoyl-CoA-hydratasy, pii
které dochazi k adici molekuly vody na vzniklou dvojnou vazbu za tvorby produktu B-
hydroxyacyl-CoA. Ten podléha dalsi oxidaci, kterou katalyzuje B-hydroxyacyl-CoA-
dehydrogenasa. Pii této reakci se hydroxylova skupina na -uhliku pfeméni na ketoskupinu
a vznikne piislusny B-ketoacyl-CoA. Koneénym krokem je rozstépeni B-ketoacyl-CoA
ucinkem thiolasy na acetyl-CoA a acyl-CoA, ktery bude krat$i o 2 atomy uhliku. Takto
vznikly acyl-CoA opét vstupuje do B-oxidace a cely proces se opakuje az do té¢ doby, dokud
neni MK kompletné oxidovana na posledni 2 molekuly acetyl-CoA (KRAML 2008).

Oxidace MK s lichym po¢tem uhlikti probiha totozné¢ jako v piipadé MK se sudym
poctem uhlikt, ale s tim rozdilem, ze pfi zavére¢ném cyklu vznika 1 molekula acetyl-CoA
a 1 propionyl-CoA, misto 2 molekul acetyl-CoA. Tato B-oxidace ma pro ¢lovéka jen maly
vyznam (KRAML 2008).

Oxidace nenasycenych MK je o néco slozitéjsi. Témét vSechny nenasycené MK
obsahuji dvojné vazby cis, které jsou prekazkou v dal§im zpracovani. Dilezitym krokem je
zde tedy izomerace, pievod dvojnych vazeb v cis konfiguraci na trans, pomoci specifické
isomerasy a nasledna redukce. Dale uz reakce probiha stejné jako u nasycenych fetézcd, a
to az do doby, nez dorazi k mistu dal$i dvojné vazby (LEDVINA a kol. 2009).

B-oxidace MK, které jsou del$i nez 18 uhliku, probihd v peroxisomu. Dlouhé acyly
se zde zkrati a nasledné presunou do mitochondrie, kde pokracuje katabolismus jiz

klasickym zplisobem (LEDVINA a kol. 2009).

Energeticky vytézek B-oxidace MK je velmi vysoky. Prvni redoxni reakce
produkuje FADH,, ktery nam nasledné poskytne 2ATP, druh4 reakce vytvaii NADH+H",
ten poskytne dokonce 3ATP. Zisk na jednu otocku B-oxidace je tedy S5ATP. Ale ve
skutecnosti je celkovy zisk z vyssich MK jest€ vyssi, nez je nasobek péti ATP ptipadajici
na jednu otocku. Zftetézce MK totiz vznikaji 1 molekuly acetyl-CoA, které oxidaci

v citratovém cyklu produkuji 10 ATP (LEDVINA a kol. 2009).
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2.2. Materské mléko

Matetské mléko (MM) je nejhodnotnéjsi vyzivou pro novorozence a kojence
Vplném rozsahu. Piedstavuje jeden znejdokonalejSich zdroji bioaktivnich a
imunoaktivnich latek pfirodniho ptivodu. Podili se na spravné funkci, vystavbé a posileni
imunitniho systému, tim snizuje riziko vzniku vir6z, bakterialnich infekci a alergii. Tvorba
MM zacina v poslednich tydnech pfed porodem a v prvnich dnech po ném, je ovliviiovana
hormonem prolaktinem, jeho uvoliiovani z prsni zlazy pak ovliviiuje oxytocin. Pro spravny
vyvoj ditéte je doporucovano kojeni po dobu minimalné ptl roku od narozeni, Zadna umela
vyziva nemiize pln¢ nahradit kvalitu MM a jeji proménlivost zavislou na potfebach ditéte.
Pro novorozence je také velmi dobfe stravitelné, diky enzymu lipaze, ktery je v ném
obsazen (DOCKALOVA 2005: web ordinace; MYSLIVECEK a TROJAN 2004).

Velky vyznam ma MM piedev§im brzy po porodu, kdy byva oznaCovano jako
mlezivo neboli kolostrum, jednad se o husty zluty sekret mléénych zlaz, ktery predchazi
tvorbé MM. Kolostrum se od zralého mléka odliSuje sloZzenim, obsahuje vice bilkovin a
soli, zato mén¢ tukii a sacharidii. Celou ctvrtinu bilkovin kolostra tvoti obranné latky, jako
jsou sekreéni imunoglobulin A, lysozym nebo laktoferin (DOCKALOVA 2005: web
ordinace; ZADNIKOVA 1997: web ptirodovédecky ¢asopis vesmir).

Slozeni mléka se méni a piizpusobuje v zavislosti na frekvenci a délce kojeni (Tab.
1.). Syrovatkova bilkovina tvoii 60-80% zralého MM, zbyvajici proteinovou ¢ast tvori
kasein, ktery ma schopnost transportovat vapnik (BUKACKOVA: web agape).

Lakt6za v MM muzZe za sladkou chut’, je ji zde obsaZeno dvakrat tolik nez v mléce
kravském. Dalsi cukernou slozkou jsou oligosacharidy, které maji pfiznivy vliv na
zamezeni infekénich onemocnéni a zaroven ovliviluji sloZeni stfevni mikroflory
(BUKACKOVA: web agape).

Tuky tvofi v MM slozku proménlivou, jsou zavislé na stravovacich navycich matky
polynenasycenymi mastnymi kyselinami, které jsou diillezitymi faktory pro spravny rozvoj
mozku a zraku. NedostateCny pfijem PUFA v raném stddiu Zivota muze v dospélosti

zpiisobit kardiovaskuldrni onemocnéni nebo onemocnéni CNS. Kromé PUFA je dalsi
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lipidovou slozkou cholesterol, nemusi tedy dochazet k syntéze cholesterolu organismem
novorozence a tim jsou Setiena jeho jatra. Za energetickou slozku lze povazovat predevsim
triacylglyceroly a saturované MK o kratSim ¢i stiednim fetézci (web AskDrSears;
BUKACKOVA: web agape; MOUREK a kol. 2009).

Dalsi slozkou jsou vitaminy a stopové prvky, dit€ je schopno zcela je vyuzit.
Jedinymi vitaminy, které nejsou v MM obsazeny, jsou vitamin D a vitamin K

(BUKACKOVA: web agape; DOCKALOVA 2005: web ordinace).

Tab. 1. Slozeni matefského mléka v riznych fazich kojeni.

Primér 15. den - 15. mésic | 6. den - 10. den |do 5. dne (Kolostrum)| Jednotky
Energie 747 735 671 kcal/L
pH 7,01 7,29
\Voda 897 g/L
Sucha hmota 129 133 128 g/L
Popel 2,02 2,67 3,08 g/L
Proteiny 10,6 15,9 22,9 g/L
Aminokyseliny 12,8 9,4 12 g/L
Laktoza 71 64 57 g/L
Tuky 45,4 35,2 29,5 g/L
Cholesterol 139 241 280 mg/L

Pievzato z: LENTER, 1984

Tabulka ilustruje zastoupeni jednotlivych slozek matetského mléka a charakterizuje jeho

vlastnosti v riiznych fazich laktace.
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2.3. Plynova chromatografie

Chromatografické metody jsou jedny z nejvyznamnéjsich analytickych separacnich
metod. Charakteristickym jevem chromatografickych metod je postupné, mnohonasobné
opakované vytvareni rovnovaznych stavll délenych latek mezi dvéma fazemi. Jednou fazi je
faze stacionarni, kterd je nepohybliva a je tvorena CasteCkami tuhé latky umisténymi
V kolon¢ nebo je zakotvena na vnitinim povrchu kapildry. Druhd faze je pohybliva,
nazyvame ji mobilni. Tato faze unasi separované latky vrstvou stacionarni faze. Pti styku
mobilni i stacionarni faze se separovanymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim.
Doba, po kterou separovana latka setrvava v koloné, zavisi na velikosti interakci a urcuje
pofadi, vjakém jednotlivé slozky smési vychédzi z kolony ven. Mezi nejcastéji uzivané
chromatografické metody patii chromatografie plynova a kapalinova (HOLZBECHER a
kol. 1987).

Pti plynové chromatografii (GC, Gas Chromatography) jsou separované slozky a
mobilni faze v plynném stavu. Stacionarni fazi mize byt bud’ tuha latka (GSC, Gas-Solid
Chromatography) nebo kapalina zakotvena na nosi¢i (GLC, Gas-Liquid Chromatography).
Plynova chromatografie umoziuje identifikaci a stanoveni nejen plynt, ale i latek
kapalnych nebo tuhych, které 1ze bez rozkladu pievést do plynného stavu pfi teploté do 400
C°. Aby mohly byt latky separovany pomoci GC, je podminkou jejich t&kavost a tepelna
stabilita. Pro latky, které jsou malo tékavé, se vyuziva derivatizace, kdy se analyzované
slozky pfevedou na t€kaveé derivaty, které jiz je mozné stanovovat pomoci GC. Hlavnimi
vyhodami této metody je vysoka citlivost, jednoduchost, velmi vysoka separa¢ni u¢innost a

rozsahlé aplikaéni moznosti (HOLZBECHER a kol. 1987, SMOLKOVA a FELTL 1991).
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Obr. 2. Plynovy chromatograf Vyzkumné laboratote kliniky gerontologické a metabolické,

Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

2.3.1. Instrumentace v plynové chromatografii

Mezi nejpodstatnéjsi ¢asti pristroje plynového chromatografu patii:
e zdroj a regulace mobilni faze,
e davkovaci zafizeni,
e Kkolona,
e detekeni zafizeni,
e termostat,

e registracni a vyhodnocovaci systém.

Pted separaci a vlastnim stanovenim kazdé délené smési je nutnd optimalizace systému a
volba spravnych chromatografickych podminek. Pro uspé€Snou analyzu je rozhodujici
predeviim volba vhodné chromatografické kolony a detektoru (SMOLKOVA a FELTL
1991).
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2.3.1.1. Mobilni faze

Mobilni fazi v plynové chromatografii je nosny plyn. Mél by mit takové vlastnosti,
které se co nejvice blizi ideadlnimu plynu. Zdrojem nosného plynu jsou nejcastéji tlakové
lahve naplnéné dusikem, vodikem, argonem ¢i heliem. Je nutné udrzovat Cistotu téchto
plyni a zbavovat je vodnich par. Dal§im kriteriem pro sprdvnou analyzu je zajisténi
definovaného pratoku nosné¢ho plynu regulaci. Pritokovou rychlost nosného plynu lze
méfit bud’ na vstupu do kolony pfed déavkovacim zatizenim, nebo na vystupu kolony za
detektorem. Nejcastéji se mefi pomoci rotametrd nebo mydlovych pratokoméri

(SMOLKOVA a kol. 1983).

2.3.1.2. Davkovaci zarizeni

Volba déavkovaciho zafizeni je ddna jak typem pouzité kolony, tak vlastnostmi
analyzované latky a ucelem analyzy. V soucasné dob& se nejCastéji pouZzivaji injektory
nebo riizné typy davkovacich kohoutd. Pro sériové analyzy je vhodné pouzit automaticka
davkovaci zafizeni. V piipad¢ zavadéni kapalnych vzorkt do systému GC je tfeba dbat na
jeho okamzité zplynéni a rychlé zavedeni par do kolony. Proto je nutné, aby byl davkovac

vyhiivan (SMOLKOVA a kol. 1983).

2.3.1.3. Kolony

V plynové chromatografii rozliSujeme dva zakladni typy kolon, jsou jimi kolony
naplnové a kolony kapilarni. Tyto kolony se od sebe lisi pfedevsim jejich permeabilitou. U
napliovych kolon zavisi permeabilita na velikosti ¢astic naplng, zatimco u kapilarnich je

funkci vnitiniho priméru kapilary a fadové je 100 az 1000 krat vétsi.

e Napliové kolony tvoti trubice, které jsou nejcastéji sklenéné ¢i nerezové. Vlastni
naplni mize byt bud’ povrchové aktivni adsorbent (GSC) nebo nosi¢ pokryty
kapalnou stacionarni fazi (GLC). Jako adsorbent se nejcastéji pouziva aktivni
uhlik nebo silikagel. Délka kolon byva od desitek centimetrii az po nékolik

metrl, vnitini pramér je nejcastéji od 3 do 8§ mm.
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e Kapilarni kolony jsou kapilary tvofené z nerezové oceli nebo skla, v posledni
dob¢ nasly uplatnéni 1 kapilary kifemenné. Funkci nosice u tohoto typu kolon
zastava vnitini sténa kapilary, kterd je pokryta stacionarni fazi. Pozivaji se
kapilary o vnitinim praméru 0,16 az 0,26 mm a délce 20 az 200 m. Pfiprava
kapilarnich kolon je pomérné¢ slozitd, v dneSni dobé byvaji tyto kolony
dodavany komer¢né piimo od vyrobce (HOLZBECHER a kol. 1987,
SMOLKOVA a kol. 1983).

RozliSujeme tfi zakladni typy kapilarnich kolon, 1iSi se zpiisobem ulozeni
stacionarni faze. Nejrozsifenéjsi jsou kapilarni kolony WCOT (Wall Coated Open Tubular),
funkci nosice u nich zastavaji vnitini stény kapilary, na kterych je zakotvena stacionarni
faze v podobé tenkého filmu. Dal§im typem jsou kolony SCOT (Support Coated Open
Tubular), kdy je na vnitini sténé kapilary vrstvicka nosice, na kterém je zakotvena
stacionarni faze. Kolony typu SCOT maji vétsi povrch, a tim 1 vétsi kapacitu, nez kolony
WCOT. Ttetim typem jsou kolony PLOT (Porous Layer Open Tubular), u kterych je na
vnitini  sténé kapilary porovitd vrstva, kterou lze smocit kapalnou stacionarni fazi
(SMOLKOVA a FELTL 1991).

Pti vybéru vhodné staciondrni faze musime myslet na to, ze sorpce latek je
podminéna silami, kterymi na sebe vzajemné plisobi stacionarni faze a separovana latka.
Stacionarni zakotvenou fazi tedy vybirdme podle charakteru separovanych slozek. Polarni
latky délime na polarnich fazich a nepolarni na fazich nepolarnich (HOLZBECHER a kol.
1987).

2.3.1.4. Detek¢ni zarizeni

vvvvvv

vvvvvv

detektoru je linedrni zavislost odezvy detektoru na koncentraci analyzované latky. Funkci
detektoru je prevést analytické vlastnosti stanovované latky na hodnoty, které lze

registrovat. K detekci slozek pii plynové chromatografii se nejcastéji vyuziva ionizace
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plamenem, tepelné vodivosti, teploty, hustoty ¢i radioaktivniho zafeni apod.

(HOLZBECHER a kol. 1987, SMOLKOVA a FELTL 1991).

Mezi nejcastéji pouzivané detektory patii:
e Plamenovy ionizacni detektor
o Tepelné vodivostni detektor
o Detektor elektronového zachytu
e Heliovy ionizacni detektor
e Plamenovy fotometricky detektor

e  Hmotnostni spektrometr

Plamenovy ionizacni detektor (FID, Flame Ionization Detector) patii do skupiny
ionizaCnich detektord, které jsou dnes nejrozsifenéj$imi univerzalnimi i selektivnimi
detekénimi systémy. Princip ionizacnich detektorli je zaloZen na tom faktu, ze elektricka
vodivost Vv plynech je dana poctem nabitych Castic, tudiz je umérna celkovému mnozstvi
analyzované slozky, kterd pfichazi do detektoru. Zdrojem ionizovanych c¢astic u FID je
plamen. Nosny plyn se po vystupu z kolony vhani do plamene, ve kterém je ptfitomny
vodik, ktery po zapdleni hofi nesvitivym plamenem. lonty, radikaly a elektrony, které se
vytvoii spalenim slozek analytu, umozni prichod elektrického proudu mezi elektrodami.
Signalem detektoru je tedy intenzita proudu (HOLZBECHER a kol. 1987).

Vznik iontl probihd nésledovné: v redukéni zoné plaminku dochazi ke krakovani a
hydrogenaci uhlikatych latek za vzniku radikalti (CHs, CH;" a CH"), energeticky bohatych
iontt H" a fragmentdt OH a O,H. Mezi vzniklymi uhlikatymi radikdly a kyslikatymi
fragmenty dochazi béhem spalovani v oxida¢ni zéné plaminku k exotermické reakci za
vzniku dalSich radikald a energie. Uvolnéna energie zpusobuje ionizaci danych radikald za
vzniku kationtu a elektronu (HOLZBECHER a kol. 1987).

RozliSujeme nékolik konstrukénich typa FID detektort, které se vzajemné 1isi
pfedevSim tvarem a umisténim elektrod. FID je pouzitelny zejména k detekci organickych
latek, je vhodny 1 pro stopovou analyzu, protoze vynika vysokou citlivosti

(HOLZBECHER a kol. 1987).
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2.3.2. Vyhodnoceni chromatogramu

Chromatografickym zaznamem je piislusny chromatogram, ktery piedstavuje
zavislost odezvy detektoru na case. Jednotlivé slozky analytu jsou v ném v idedlnim
piipadé zobrazeny jako oddélené piky. Chromatogram slouzi jak pro kvalitativni, tak pro

kvantitativni vyhodnoceni analyzy (KARLICEK a kol. 2009).

2.3.2.1. Kvalitativni vyhodnoceni

Zakladnim pozadavkem pro uspéSnou kvalitativni analyzu je uplné separace vSech
slozek analytu. Umisténi maxima piku pfi identifikaci latek 1ze vyjadfit pomoci reten¢nich
dat, kterymi jsou reten¢ni €as (tr), coz je doba od nastiiku vzorku az po maximum jeho
elu¢niho piku, a retenéni objem (Vg). Hodnoty retenc¢nich dat zavisi na mnoha okolnostech,
proto nelze retencni ¢as (¢i objem) srovndvat s pevnymi tabulkovymi hodnotami.
Vyuzivame relativnich reten¢nich dat, kdy jsou retence jednotlivych latek srovnavany se
standardem, ktery je bud pfimo soucasti analyzovan¢ho vzorku, nebo je alesponl
analyzovan za stejnych chromatografickych podminek. Pouziti standardu a relativni
vyjadfeni retence nam eliminuje chyby vzniklé nepfesnym méfenim. Relativni retenci Ize
zjistit piimo z chromatogramu (SMOLKOVA a kol. 1976).

Identifikace pomoci retencnich dat v§ak neni vhodna pro sloZité viceslozkové smési
a nelze ji pouZit univerzaln€. Jednozna¢nou identifikaci sloZzek smési lze proveést
Vv zafizenich spojujicich plynovy chromatograf s infraervenym spektrofotometrem nebo
hmotnostnim spektrometrem (GC-MS), (KARLICEK a kol. 2009, SMOLKOVA a kol.
1976).

2.3.2.2. Kvantitativni vyhodnoceni

Kvantitativni vyhodnoceni chromatograml je zaloZeno na urceni plochy, popf.
vysky piku, a na zjiSténi vztahl téchto udaji k mnozstvi dané slozky v analyzovaném

vzorku. PocitaCové programy nebo digitalni integratory umoziuji automaticky zdznam
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reten¢nich dat pro piesnou kvantifikaci analyzy (KARLICEK a kol. 2009, SMOLKOVA a
kol. 1976).
Obsah latky ve vzorku stanovujeme relativn€ s pouzitim standardt, a to metodou

vné&jsiho standardu nebo vnitiniho standardu (KARLICEK a kol. 2009).

2.3.3. Derivatizace v plynové chromatografii

Derivatizace je proces, pii kterém se analyzované latky pievedou specifickou reakei
za pisobeni rGznych ¢inidel na piislusné derivaty, které budou mit odlisné fyzikalné —
chemické vlastnosti, vhodnéjsi pro analyzu.

V plynové chromatografii ma derivatizace velky vyznam, znacné totiz rozsifila jeji
aplika¢ni moZnosti. Uplatnéni ma zejména pii analyze netékavych latek, které by se
plynovou chromatografii bez pfevedeni na pfislusné derivaty stanovit nedaly. Derivatizace
se dale vyuziva i ke zvyseni tepelné stability latek, citlivosti detekce, zlepSeni t¢innosti
separace a tim i zvySeni presnosti celé¢ analyzy. Dal§im moznym vyuzitim derivatiza¢nich
reakci je zamezeni nezadouci sorpce latek na koloné a tim snizeni chvostovani piki u latek,
které ve své struktufe obsahuji karboxylové & hydroxylové skupiny (SMOLKOVA a kol.
1976).

Pro rizné typy latek byly navrZeny rizné derivaty. Nejcastéji se pouzivaji

silylderivaty, acylderivaty, methylderivaty, oximy, hydraziny a kovové chelaty.

o Silylderivaty
Trimethylsilylderivaty (TMS) se v chromatografii vyuzivaji velmi casto. Ve
srovnani S ostatnimi derivaty maji fadu vyhod, patii mezi né rychla pfiprava,
reprodukovatelnost, jednoduchost a neptitomnost nezadoucich vedlejsich reakci.
TMS derivaty mohou byt piipraveny z latek, které ve své molekule obsahuji
aktivni vodik, tj. tyto funkéni skupiny: -OH, -COOH, =NH, -NH,, -SH.
Néhradou aktivniho vodiku za TMS skupinu dochézi ke sniZeni polarity latky a

zaroven 1 moznosti tvorby vodikovych vazeb.
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o Acylderivaty
Vyuzivaji se ke sniZzeni adsorpce amino- a hydroxysloucenin na kolon¢. Priprava
probiha reakci s acetanhydridem za piitomnosti pyridinu. Pro zvySeni citlivosti

detekce se vyuzivaji chloracetaty, trifluoracetaty nebo heptafluorbutyraty.

o  Methylderivaty
Mezi dal$i velmi rozsifené derivaty v plynové chromatografii patii methylestery
a ethery. Methylderivaty se vzhledem ke své stalosti a té€kavosti nejvice
vyuzivaji pii analyze mastnych kyselin, polykarboxylovych kyselin,
hydroxykyselin, sulfonovych kyselin atd. (SMOLKOVA a kol. 1976).

2.4. Chromatografickeé stanoveni celkovych mastnych kyselin

Nejcastéji pouzivanou metodou pro analyzu mastnych kyselin je plynova
chromatografie methylestert MK s plamenov¢ ioniza¢ni detekci. Analyza mastnych kyselin
probiha ve dvou hlavnich krocich, témi jsou: pfiprava methylesterdt MK a vlastni analyza
methylestert MK pomoci GC (SANTHA & NAPOLITANO 1992).

Pti derivatizaci MK pouzivame esterifikacni ¢inidla, kterd konvertuji volné MK na
jejich estery, nebo transesterifikacni ¢inidla, ta pfevadé;i acylglyceroly na methylestery MK
(viz reakce str. 23). Neexistuje zadna metoda esterifikace, ktera by byla univerzalni a
idedlni pro kazdy derivatizacni proces. Proto je k ziskani pfesnych kvantitativnich vysledkt
vzdy nutné derivatizacni krok optimalizovat. Pfi nevhodné provedené derivatizaci muze
dochézet k takovym komplikacim jako je netplnd konverze MK na jejich methylestery,
zména puvodniho slozeni MK ¢i vznik artefakt, které mohou byt nasledné chybné
identifikovany jako MK (SANTHA & NAPOLITANO 1992).

Konvenéni techniky pro stanoveni sloZzeni mastnych kyselin v biologickém vzorku
pomoci GC vyzaduji extrakci do rozpoustédla, ¢isténi, hydrolyzu a derivatizacni postupy,
které jsou velmi zdlouhavé a tézkopadné. Jako derivatizacni Cinidla se nejcastéji uzivaji

methoxid sodny ¢i hydroxid draselny v methanolu jakozto transesterifikacni cinidla.
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Esterifikaci miizeme provadét prevedenim MK na kvarterni amoniové soli ¢i za vyuziti
diazomethanu v pfitomnosti methanolu. Fluorid bority - methanol nasel uplatnéni jako
transesterifikaéni 1 esterifikaéni ¢inidlo (LEPAGE & ROY 1986, SANTHA &
NAPOLITANO 1992)

Reakce:

e transesterifikacni

CH, —0CO — R,y CH,— OH
| CH; cOCl |
CH— 0CO —Ry+3 CHy— OH—— 5 CH3— COO — Ry+ CHy3— COO — Ry + CH3 — COO — R3+ CH — OH
| \

CHzf OCO —_— R3 CHzf OH

e esterifikacni

CH; COCI
RCOOH + CH30H —— R—COO —CHs+ H,0

R - uhlovodikovy fetézec mastné kyseliny

Vétsinu piirodnich MK uspésné oddélime pomoci Kapilarnich kolon typu WCOT
vyrabénych ztaveného kiemene, nejcastéji Se stacionarni fazi stfedni polarity nebo
nepolarni stacionarni fazi. Tyto kolony nabizeji vynikajici rozliSovaci schopnost bez ohledu
na typ vzorku. Piikladem polarnich stacionarnich fazi je polyethylenglykol ¢i dimethyl-
kyanopropylsilikonové slouceniny, nejcastéji pouZivanou nepoldrni stacionarni fazi je
methylsilikon.  Specialni aplikace, jako je napt. oddéleni komplexu smeési Cis-trans
mastnych kyselin, vyzaduji zvlastni chromatografické podminky, napf. pouziti velmi
dlouhych kapilarnich kolon nebo vice polarnich stacionarnich fazi (SANTHA &
NAPOLITANO 1992).
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3. CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace je zjistit zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve
vzorcich matefského mléka odebraného matkdm v prvnim, tetim, Sestém a devatém meésici
laktace. Predpokladanou hypotézou je, ze se bude zastoupeni jednotlivych MK lisit
v zavislosti na délce kojeni a vyzivé matek v CR.

Stézejni je predevsim zastoupeni ®-3 MK, které maji dilezitou ulohu pro spravny
vyvoj ditéte. V ptipadé zjisténi nizkych hladin je ptedpoklddana edukace ceskych matek o

dietetickych doporucenich.
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4. METODIKA A MATERIAL

4.1. Protokol studie

Ve spolupraci s FN HK, Laboratoii klinické fyziologie vyzivy a metabolismu a
Vyzkumnou laboratoii kliniky gerontologické a metabolické, byla provedena studie
sledujici vliv diety na metabolismus kojicich matek. V ramci této studie bylo jednim z cili
stanovit obsah celkovych mastnych kyselin v matefském mléce.

Vzorky matefského mléka pro stanoveni MK byly odebirany elektrickou
odsavackou Lactina Electric Plus v mnozstvi 20 ml. Vzorky byly odebrany v prvnim,
tretim, Sestém a devatém mésici od pocatku laktace.

Celkem bylo vySetfeno 100 vzorkid od 25 kojicich matek.

4.2. Pristroje a pomiicky

Elektricka odsavacka matefského mléka Lactina Electric Plus (Medela AG, Svycarsko)
Automaticke pipety 50 — 3000 pl (Bihohit Proline, Finsko)

Sklenéné pasteurovy pipety — 1,5 ml (Kavalier, CR)

Sklenéné zkumavky se Sroubovacim uzavérem — 12 ml

Teflonové zatky

Odmérné banky

Labdancer (IKA, Némecko)

Laboratorni rotator Stuart SB3 (Biolote, Velka Britanie)

Termoblok QBT ( Tectra a.s., CR)

Chlazena centrifuga Labofuge 400 R (Heraeus Instruments, Némecko)
Vialky s crimpovacimi hlinikovymi vicky - 11 mm, 1,5 ml (Supelco, USA)
Klesté crimpovaci 1 lmm Crimper (Perkin Elmer, USA)

Helium 5,5 (Siad, CR)

Vzduch 2,2 a (Siad, CR)
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Vodik 4,0 (Siad, CR)

Kapilarni kolona Supelco SP™ 2330 - 30 m x 0,25 mm x 0,2 pm film thickness (Supelco,
USA)

Plynovy chromatograf GC 8000 series (Fisions Instruments, Prago LAB, CR)
Chromatograficky software Clarity (Data Apex, USA)

4.3. Chemikalie

Methanol p.a. (Penta, CR)

Acetylchlorid p.a. (Merck, USA)

Toluen p.a. (Merck, USA)

Uhlic¢itan draselny p.a. (Penta, CR)

Standard F. A. M. E. MIX, C8 - C24 (Sigma, USA)

4.4, Priprava vzorku k analyze

Vzorky matefského mléka byly po odebrani zamrazeny a uchovany pii — 86 C°
v mrazuvzdornych zkumavkach bez ptfitomného jakéhokoli aditiva ¢i konzervantu. Pied
analyzou byly vzorky rozmrazeny pii laboratorni teploté a homogenizovany zahiatim na 37

C° a vlozenim do rotatoru. Tim byl ziskén reprezentativni vzorek.

4.5. Analyticky postup

Do oznacenych sklenénych zkumavek se Sroubovacim uzavérem je napipetovano 3
ml methanolu, 100 pl zhomogenizovaného matefského mléka a 1 ml smési toluen-
acetylchlorid (4:1). Protfepe se na labdanceru a umisti do rotatoru, na 15 min pii 40
otackach. Poté se vzorky vlozi na 1 hod do termostatu, ktery je vytemperovan na 100 C°.

Nechaji se vychladnout na laboratorni teplotu.
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Naésleduje extrakce 6 ml 12% K,COj3 a ttepani po dobu 15 min pii 40 otackach. Po
dikladném promiseni se zkumavky centrifuguji v chlazené centrifuze (3500 rcf, 10 min, 4
C°). Poté se odpipetuje horni organicka vrstva pomoci sklenénych pasteurovych pipet do
ptipravenych autosamplerovych vialek a dikladné, pomoci krimpovacich klesti, se viale
uzaviou hlinikovymi vicky.

Obsah vialek s transmethylovanymi a extrahovanymi MK se analyzuje pomoci

plynového chromatografu s FID detekci.

4.6. Chromatografické podminky

Tlak nosného plynu (He): 300 kPa

Teplota injektoru: 280 °C

Teplota termostatu kolony: poc¢atecni teplota 110 °C po dobu prvnich 2 min, poté dochazi
ke vzestupu teploty po 14 °C az na konecnych 250 °C

Teplota plamenové ioniza¢niho detektoru: 330 °C
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5. VYSLEDKY

Chromatograficky zdznam spektra methylestert celkovych mastnych kyselin v matefském mléce je uveden na Obr. 3.
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Obr. 3. Chromatogram spektra methylesterti celkovych mastnych Kyselin v matefském mléce.
Chromatogram je zavislosti odezvy detektoru (osa y) na retencnim case (osa x). Retencni Casy konkrétnich methylestert MK

jsou uvedeny v popisu na obrazku nad jednotlivymi piky. Analyza byla provadéna za podminek uvedenych v kapitole 4.6.
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5.1. Presnost stanoveni celkovych mastnych kyselin

Metodou uvedenou V kapitole 4. byla stanovena piesnost stanoveni MK. Byl pouzit
smésny vzorek matefského mléka. Opakovani bylo provedeno 10 krat. Data byla statisticky
zpracovana pomoci softwaru Sigma Stat (SyStat, USA). Statisticka data stanoveni pfesnosti
jsou uvedena v Tab. 2a. a 2b. Grafické zndzornéni piesnosti stanoveni jednotlivych

mastnych Kyselin je uvedeno na Obr. 4. - 8.

Tab. 2a. Statistické zhodnoceni stanoveni piesnosti analyzy mastnych kyselin.

Area % Primér SD CVv
kaprinova 2,025 0,0251 1,24
laurova 8,516 0,0767 0,90
myristova 8,784 0,109 1,24
myristolejova 0,391 0,00835 2,14
pentadecylova 0,413 0,00463 1,12
palmitova 24,958 0,116 0,46
palmitolejova 2,898 0,0296 1,02
margarinova 2,42 0,177 7,31
stearova 5,946 0,0977 1,64
olejova 30,84 0,129 0,42
linolova 10,675 0,0529 0,50
gamalinolenova 0,88 0,0227 2,58
arachova 0,518 0,0128 2,47
eikosatrienova 0,309 0,0189 6,12
arachidonova 0,358 0,0183 511
eikosapentaenova 0,07 0,0022 3,21
dokosahexaenova 0,11 0,0056 5,00

SD — smérodatna odchylka
CV — variaéni koeficient (%)
Analyza smésného vzorku matetského mléka pro stanoveni piesnosti byla provadéna 10

krat podle metody uvedené v kapitole 4.
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Tab. 2b. Statistické zhodnoceni stanoveni pfesnosti analyzy mastnych kyselin.

Area % Max Min | Median | 25% 75% | Sikmost | Spicatost
kaprinova 2,07 1,99 2,02 2,01 2,04 0,689 0,389
laurova 8,66 8,43 8,505 8,455 8,56 0,772 0,538
myristova 8,9 8,56 8,8 8,74 8,865 -1,248 2,053
myristolejova 0,4 0,38 0,39 0,385 0,4 -0,277 -1,392
pentadecylova 0,42 0,41 0,41 0,41 0,415 1,44 -1,48E-13
palmitova 25,19 24,8 24,965 | 24,88 24,99 0,962 2,007
palmitolejova 2,93 2,85 2,9 2,875 2,925 -0,379 -1,226
margarinova 2,65 2,1 2,405 2,335 2,565 -0,453 0,384
stearova 6,12 5,82 5,935 5,885 5,995 0,582 0,261
olejova 31,03 30,63 | 30,835 | 30,765 | 30,93 -0,202 -0,205
linolova 10,74 10,57 10,69 10,65 | 10,705 | -1,169 1,463
gamalinolenova 0,9 0,84 0,89 0,865 0,895 -1,176 -0,0778
arachova 0,53 0,49 0,52 0,515 0,525 -1,56 3,028
eikosatrienova 0,33 0,28 0,32 0,29 0,32 -0,616 -1,646
arachidonova 0,4 0,34 0,35 0,35 0,36 2,16 5,349
eikosapentaecnova | 0,073 0,067 | 0,0695 | 0,0685 | 0,0720 | 0,320 -1,092
dokosahexaenova 0,12 0,10 0,11 0,110 0,113 -0,313 2,211

Max a Min — maximalni a minimalni namétena hodnota
Median — stfedni hodnota
Analyza smésného vzorku matefského mléka pro stanoveni presnosti byla provadéna 10

krat podle metody uvedené v kapitole 4.
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Obr. 4. Piesnost stanoveni kyseliny palmitové, linolové a olejové — bodovy graf.
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Obr. 5. Piesnost stanoveni kyseliny laurové, myristové a stearové — bodovy graf.
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Obr. 6. Piesnost stanoveni kyseliny kaprinové, palmitolejové, margarinové, y-linolenové a

arachové — bodovy graf.
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Obr. 7. Piesnost stanoveni kyseliny myristolejové, pentadecylové, eikosatrienové a

arachidonové — bodovy graf.
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Obr. 8. Piesnost stanoveni kyseliny eikosapentaenové a dokosahexaenové — bodovy graf.
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5.2. Vysledky vlastni analyzy mastnych kyselin v materském mléce

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci softwaru SigmaStat (SyStat, USA).
Pro porovnani byl pouzit test One Way Repeated Measures Analysis of Variance. Obecné
zastoupeni skupin mastnych kyselin je uvedeno v Tab. 3. Statistické zhodnoceni vSech
stanovovanych MK je uvedeno v Tab. 4a. a 4b. ana Obr. 9. — 12.

Z vysledkl vyplyva, ze vyznamné zmény hladin MK v zavislosti na stupni laktace
nastaly pouze u kyseliny laurové, myristové, margarinové a dihomo-y-linolenové. Hladina
kyseliny myristové se s délkou laktace signifikantné zvysuje (ze 7,84 + 2,17 na 11,05 +
2,16%, Obr. 10.), naopak hladina kyseliny dihomo-y-linolenové se snizuje (z 0,38 = 0,07 na
0,26 + 0,06, Obr. 12.). Hladiny kyselin laurové a margarinové se béhem laktace snizuji a
zvySuji. (Obr. 9.a11.).

Dale bylo zjisténo vyznamné snizeni hladin polynenasycenych -3 MK EPA a
DHA. Primérnd hodnota EPA béhem devitimési¢ni periody cinila 0,087%, DHA 0,130%.

V porovnani s pfimofskymi staty jsou tyto koncentrace vyrazn¢ niz$i (viz kapitola 6.).

Tab. 3. Procentualni zastoupeni zakladnich skupin MK.

Zastoupeni v % Rozsah (%)
Nasycené MK 51.7 48,7: 55,4
Mononenasycené¢ MK 349 32,6; 37,2
Polynenasycené MK ®-3 0.20 0,17; 0,25
Polynenasycené MK -6 12.6 10,5;: 14,6

Priimérné zastoupeni zékladnich skupin MK, které bylo zjisténo analyzou (provedenou dle

kapitoly 4.) 100 vzorkti matetského mléka. Hodnoty jsou uvedeny v %.
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Tab. 4a. Statistické zhodnoceni dat z analyzy mastnych kyselin v matefském mléce — One

Way Repeated Measures Analysis of Variance.

Priimér = SD 1. mésic 3. mésic 6. mésic 9. mésic
kaprinova 2,117 £ 0,406 2,000 + 0372 2,078 + 0,330 1,954 +£ 0,222
laurova 7976 +2,679 | 6,880+ 1,877 | 8,318+2,198 9,279 + 1,828
myristova 7,836 £2,168 | 7,679+1919 | 9,289+2,536 | 11,051 +2,155
myristolejova 0,413+0,109 | 0,449+ 0,141 0,482+ 0,166 0,404 £0,112
pentadecylova 0,419+0,0942 | 0,477+0,159 | 0,482+0,171 0,418+0,112
palmitova 25,256 + 2,335 | 25,901 £2,519 | 26,073 £2,662 | 25, 096 + 2,863
palmitolejova 3,148+ 0,889 | 3,017+1,234 | 2,800+ 1,068 2,573 £0,958
margarinova 0,327 +£0,0561 | 0,354+0,0843 | 0,350+0,111 | 0,318 +0,0688
stearova 5,698 +0,982 | 6,133 +1,233 6,063 + 0,895 6,146 £ 1,087
olejova 32,797 £ 4,659 | 32,676 +2,859 | 31,559 +4,108 | 29,775 + 2,304
linolova 11,572 £3,205 | 11,861 £2,353 | 10,211 +1,939 | 10,858 £2,741
y-linolenova 0,985+0,306 | 1,022+ 0,386 1,014 + 0,400 0,993 + 0,460
arachova 0,495+0,129 | 0,543+0,272 | 0,462 +0,137 0,407 £ 0,145
arachidonova 0,464 +0,156 | 0,484+ 0,181 0,385+ 0,151 0,350+ 0,123
dokosahexaenova 0,122 +0,0333 | 0,145+ 0,0496 | 0,131 +0,0330 | 0,123 +£0,0311
eikosapentaecnova 0,0742 + 0,0261 | 0,105 +0,0669 | 0,0912 +0,0449 | 0,0773 + 0,0384
dihomo-y-linolenova | 0,382 +0,0654 | 0,365 +0,0906 | 0,294 +0,0835 | 0,260 + 0,0582

Data jsou prezentovana jako primér = smérodatna odchylka (SD)

1., 3., 6.29. mésic — mésic laktace, ve kterém bylo matetské mléko odebrano

Tabulka poskytuje informace o procentualnim zastoupeni mastnych kyselin obsazenych

V matefském mléce Vrizném stadiu laktace. Analyza byla provedena dle postupu

uvedeného v kapitole 4.5.
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Tab. 4b. Statistické zhodnoceni dat z analyzy mastnych kyselin v matefském mléce — One

Way Repeated Measures Analysis of Variance.

MK P
kaprinova 0,061
laurova 0,01 *
myristova <0,001 *
myristolejova 0,081
pentadecylova 0,097
palmitova 0,412
palmitolejova 0,46
margarinova 0,024 *
stearova 0,706
olejova 0,096
linolova 0,317
y-linolenova 0,86
arachova 0,112
arachidonova 0,194
dokosahexaenova 0,176
eikosapentaenova 0,341
dihomo-y-linolenova <0,001 *

P - hladina statistické vyznamnosti

* statisticky vyznamné zmeény v riznych stadiich laktace
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kyselina laurova
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Obr. 9. Kyselina laurova — krabicovy graf.
Porovnani vyznamnosti vysledkli podle mésice laktace: signifikantné se liSi hladina

kyseliny laurové ve 3. a 9. mésici laktace.
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kyselina myristova
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Obr. 10. Kyselina myristova — krabicovy graf.
Porovnani vyznamnosti vysledkli podle mésice laktace: signifikantné se liSi hladina

kyseliny myristové v 1. a 9. mésici, 3. a 9. mésici, 6. a 9. mésici a v 3. a 6. mésici laktace.
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kyselina margarinova
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Obr. 11. Kyselina margarinova — krabicovy graf.
Porovnani vyznamnosti vysledkli podle mésice laktace: signifikantn€é se lisi hladina

kyseliny margarinové ve 3. a 9. mésici laktace.
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kyselina dihomo-y-linolenova
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Obr. 12. Kyselina dihomo-y-linolenova — krabicovy graf.
Porovnani vyznamnosti vysledkli podle mésice laktace: signifikantné se liSi hladina
kyseliny dihomo-y-linolenové v 1. a 9. mésici, 1. a 6. mésici, 3. a 9. mé&sici a v 3. a 6.

mésici laktace.
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6. DISKUZE

Ve srovnani s piimotskymi zemémi byly ve vzorcich matetského mléka ceskych
matek nalezeny vyznamné snizené koncentrace m-3 MK (EPA a DHA), konkrétni hodnoty
jednotlivych MK v riznych stadiich laktace jsou uvedeny v Tab. 4a. To ma do budoucna
velky vyznam. Kojici matky by mély byt sezndmeny s dietetickymi doporucenimi, protoze
zdravy vyvoj ditéte je na pfijmu téchto MK zavisly. Vzhledem k tomu, Zze obyvatelstvo
ptimoftskych statl ma v diet¢ mnohem vétsi obsah rybiho masa, ve kterém jsou tyto MK
obsazeny, netrpi na rozdil od Ceské republiky jejich nedostatkem.

Pro porovnani byly pouzity studie provedené ve Spanélsku, Portugalsku, Némecku

a Ciné.

Spanélska studie, kterd byla publikovana v ¢asopise Journal of Pediatric
Gastroenterology & Nutrition se zabyvala zastoupenim MK v matefském mléce 40
Spanélskych Zzen. Vzorky byly odebirany v obdobi mezi 20. - 30. dnem po porodu. V Tab.
5. je uvedeno procentualni zastoupeni zakladnich skupin MK v porovnani s hodnotami v
nasi praci. Ve srovnani s na$i studii, konkrétné s vysledky matefskych mlék odebiranych
v 1. mé&sici laktace, jsou tyto hodnoty vyrazné vyssi. Studie dosla k zavéru, Ze u matek,
které¢ mély v dieté zvySenou konzumaci ryb, bylo nalezeno vyznamné zvyseni hladin EPA a

DHA (DE LA PRESA-OWENS et al. 1996).

Tab. 5. Porovnani zastoupeni zakladnich skupin MK v CR (viz Tab. 3.) a ve Spanélsku.

Nasycené MK MUFA PUFA PUFA w-3 PUFA w-6
¢R 51.7 % 34.9% 12,80% 0.20% 12.6%
Spanélsko 41,09% 41,97% 15,23% 1,39% 13,73%

Hodnoty jsou uvadéné jako median molarniho procenta zékladnich skupin MK.

MUFA - mononenasycené MK

PUFA - polynenasycené MK
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Dalsi zemi, ktera byla v praci pouzita pro porovnani a zhodnoceni nasich vysledki,
je Portugalsko. Cilem jejich studie bylo zjistit profil zastoupeni MK v matefském mléce
portugalskych zen v obdobi od 1. tydne do 16. tydne laktace. Zastoupeni DHA v 1. mésici
laktace bylo 0,42 + 0,26%, ve 3. mésici 0,45 + 0,35%. Koncentrace EPA v 1. mésici 0,16 +
0,15%, ve 3. mesici 0,16 £ 0,18%. Hodnoty DHA jsou az trikrat vyssi oproti vysledkiim
prezentovanym V této praci (RIBEIRO et al. 2008).

Studie provadéna v Némecku se zabyvala zastoupenim MK v matefském mléce
odebraném mezi tfetim a ctvrtym mésicem laktace. Hodnoty medidnu pro EPA byly 0,04%,
pro DHA 0,22%. V nasi studii (ve 3. mésici laktace) byla namétena né¢kolikanasobné vyssi
hladina EPA (0,105%), ale naopak niz8i hladina DHA (0,145%), (BERTHOLD
KOLETZKO et al. 1988).

Dalsi némecka studie porovnavala slozeni MK v souboru vzorkli matefského mléka
odebraného v 6. tydnu a v 6. mésici laktace. Vzorky byly odebrany od 462 kojicich matek.
Ziskana data ukazuji na zvysujici se obsah tuku ve vzorcich matetského mléka mezi 6.
tydnem a 6. mésicem laktace. Hodnoty -3 MK a ®-6 MK se mezi 6. tydnem a 6. mésicem
®-3 MK, DHA, byly signifikantné vyssi v Sestém mésici, nez v Sestém tydnu kojeni (Tab.
6.). Nachazime zde podobné vysledky jako u prvni zminéné némecké studie, u té byly téz

ve srovnani s CR niz&i hladiny EPA a vyssi hladiny DHA (SZABO et al. 2010).

Tab. 6. Zastoupeni kyselin EPA a DHA v matefském mléce némeckych zen v 6. tydnu a 6.

mésici laktace.

% wiw 6. Tyden 6. Mésic
EPA 0,04% 0,07%
DHA 0,17% 0,23%

% wi/w — procentuelni zastoupeni MK
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Cinska srovnavaci studie zahrnuje porovnani slozeni MK v mateiském mléce dvou
oblasti, a to Hong Kongu a Chongqing. Vzorky byly odebrany v riiznych fazich laktace.
Studie prokazala, ze Hong Kong a Chongging m¢ly odlisny profil mastnych kyselin v
mnoha smérech, coz do zna¢né miry odrazi odlisné dietni zvyky a Zivotni styl téchto dvou
oblasti (Tab. 7.). Ve srovnani se zvetejnénymi udaji pro kanadské a dalsi zapadni zemé,
mléko ¢inskych matek z obou oblasti obsahovalo vyssi hladinu ®-3 a ®-6 MK, zejména
DHA a AA. Oproti CR vykazuje zastoupeni DHA v &inské studii téZ vyssi obsah, ale EPA
je v CR naopak vyssi nez v oblasti Chongging v Ciné (CHEN et al. 1997).

Tab. 7. Zastoupeni kyselin EPA a DHA (wt %) v matefském mléce ¢inskych Zen (ze dvou

oblasti) v 1. mésici laktace.

Hong Kong | Chongging
EPA 0,13% 0,04%
DHA 0,23% 0,18%

MK -3 a -6 byly po mnoho let v rovnovaze, ovsem béhem poslednich asi 150 let
doslo ke zvratu a tato rovnovéaha se porusSila. Lidé dnes Ziji v nutri¢nim prostiedi, které je
odlisné od toho, pro které byla vybudovana nasSe genetickd vybava. Pficinou je zména
zivotniho stylu, stravovacich ndvykd a vyS$i expozice Skodlivym latkdm. VyzZiva je
nejvyznamnéj$im vnéjSim faktorem, ktery ma vliv na stav naSeho organismu. V dnesni
dobé strava obsahuje nadmérné mnozstvi MK ®-6 a zarovein je nedostate¢na na MK ®-3.
Nadmérné mnozstvi MK -6 a velmi vysoky podil w-6/w-3, které jsou v soucasné¢ dobé
nachazeny v diet€¢ zapadnich zemi, podporuji patogenezi mnoha nemoci, vcetné
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny, zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni.
Zatimco zvySend mnozstvi MK ®-3 a snizeny podil ®-6/®m-3 maji Gc¢inek supresivni

(SIMOPOULOS 2002).
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Vysledky ptedkladané prace byly prezentovany na kongresu ESPEN (European
Society of Parenteral and Enteral Nutrition), ktery se konal 5. - 8. zati 2010 v Nice, ve
Francii. Abstrakt byl ohodnocen odbornou komisi v potadi 189. ze 488. piijatych abstrakt.
Nasledné byl abstrakt publikovan v ¢asopise Clinical Nutrition (2010, Volume 5), (viz
ptiloha 10. 1.).

Dale byly vysledky prezentovany na XIV. kongresu o aterosklerdze, ktery se konal
9. — 11. prosince 2010 ve Spindlerové mlyng (viz piiloha 10. 2.).
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7. ZAVERY

Jednim z cilt této prace bylo zjistit zastoupeni jednotlivych MK v matefském mléce
matek z CR a zavislost jejich koncentrace na délce kojeni a vyzivé matky. Vyznamné
zmény hladin MK jsme prokazali jen u nékterych MK, a to konkrétné u kyseliny laurové,
myristové, margarinové a dihomo-y-linolenové. Hladina kyseliny myristové se s délkou
laktace signifikantné zvySuje. Kyselina dihomo-y-linolenova se naopak pfi stejné zavislosti
snizuje. Hladiny kyselin laurové a margarinové nemély konstantni hladinu, snizovaly se a
zvySovaly. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4a. a na Obr. 9. — 12.

Dal$im dtlezitym cilem bylo stanovit v matefském mléce hladiny ©-3 MK.
Koncentrace -3 MK, piedev§im DHA, ndm v porovnani s pfimofskymi staty vysly
vyznamné snizené. Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4a. Tyto nalezy svéd¢i o ptipadnych
deficitech béhem prvnich mésict vyvoje ditéte. Pii nedostateném mnozstvi kyseliny DHA
a EPA miZze dochazet k poruchdm ve vyvoji ditéte. Je tieba edukovat Ceské matky o
dietetickych doporucenich. Ta zahrnuji zejména zvySenou konzumaci rybiho masa,
olivového oleje a ptipadné i doporuceni uzivani dopliikl stravy obsahujicich MK ®-3 a o-

6, pfedevsim vyssi obsah EPA a DHA.
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8. SEZNAM ZKRATEK

acetyl-CoA
acyl-CoA
ACP

ATP

CE

FAS

FID
FADH,
GC

OH-

AA

DHA

EPA

LA

ALA
malonyl-CoA
MK

MM

NEFA
NADH+H"
NADPH
PUFA

SD

SH-

TAG

TMS

CcVv
WCOT

acetyl - koenzym A

acyl - koenzym A

prenasecovy protein acylovych zbytka
adenosin-trifosfat

estery cholesterolu

multienzymovy komplex synthasa mastnych kyselin
plamenovy ioniza¢ni detektor

flavin adenin dinukleotid (redukovana forma)
plynové chromatografie

hydroxylové skupina

kyselina arachidonova

kyselina dokosahexaenova

kyselina eikosapentaenova

kyselina linolova

kyselina a-linolenova

malonyl - koenzym A

mastna kyselina

matetské mléko

neesterifikované mastné kyseliny (volné mastné kyseliny)
nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
polynenasycené mastné kyseliny

smérodatna odchylka

thiolova skupina

triacylglyceroly

trimethylsilylderivaty

variacni koeficient

kapilarni kolona s tenkym filmem stacionarni faze
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10. PRILOHY

10.1.

Prezentace z mezinarodniho kongresu Evropské spolecnosti pro parenteralni a enteralni
vyzivu, 32nd ESPEN Congress— Nice, Francie, 5. - 8. 9. 2010.

Hyspler, R., et al. Fatty Acid Composition of Human Milk of Mothers from Czech
Republic. Clinical Nutrition, 2010, vol. 5, sup. 2, s. 74. ISSN 1744-1161.

10.2.

Posterova prezentace z XIV. Kongresu o ateroskler6ze, konaném 9. — 11. prosince 2010 ve
Spindlerové mlyng, poradaném Ceskou spolenosti pro aterosklerozu.

Hyspler, R., a kol. Deficitni zastoupeni w-3 mastnych kyselin v materském mléce ceskych

Zen. Abstrakt bude prezentovan v Casopise Vnitini 1ékarstvi.
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PP130
EVALUATION OF AMARANTH PROTEIN QUALITY IN AN
EXPERIMENTAL ANIMAL MODEL

A. Ticha', R. Hyspler', Z. Zadak'. 'Dpt. of Gerontology
and metabolic care, University Hospital Hradec Kralove,
Hradec Kralove, Czech Republic

Rationale: The biological value of proteins is the decisive
factor in the effect of supplemented proteins on nitrogen
balance. Amaranth is considered acceptable for the
gluten-free diet. The protein content of Amaranth grain is
higher compared to common grains apart from soybeans.
The purpose of the study was to prepare a protein with
high biological value from the plant (amaranth) and
compare it with casein. We observed effect on the growth
and nitrogen metabolism of rats.

Methods: Fourteen male Wistar rats (45 day age) were
separated into 2 diet groups of 7 animals each. A mixture
of amaranth protein with an autolysate of yeast diet
(A-Y diet) (1:1) was tested in comparison with casein
protein. Daily dietary intakes and body weight (BW) of
the rats were investigated over 5 weeks. Biochemical
parameters of nitrogen metabolism in blood and urine
and total nitrogen in the stercus of the terminal small
intestine and faeces were determined.

Results: See the table.

Group A-Y diet CASEIN

BW beginning (g) 215+8 205+14
BW end (g) 392+20 360+38
Nitrogen balance 0.79-£0.05 0.81+0.04
Nitrogen losses (g) 0.29+0.07 0.26-+0.04
Total protein in plasma (g/l) 62.71+1.19 65.03+3.53
Albumin in plasma (g/l) 40.31+0.89 41.25+1.55
Urea in plasma (mmol/l)* 7.07+1.3 9.27+0.76
Creatinine in plasma (mmol/l) 27.57+1.4 28+3.6

Values are presented as mean+SD. *P <0.05.

Conclusion: Amaranth protein contains a high amount
of the essential amino acid lysin (3 times higher than
cereals and legumes). In comparison with casein, our
tested A-Y diet had a similar effect on the growth curves
and nitrogen metabolism. Statistically significant changes
were not detected in the comparisons of both diet groups,
except urea in plasma. This exchange can be explained
by lower oxidative deamination of aminoacids in A-Y diet.
Supported by research project MZO 00179906 and grant
MPO CZ FI-IM5/098.

Disclosure of Interest: None declared

PP131
FATTY ACID COMPOSITION OF HUMAN MILK OF
MOTHERS FROM THE CZECH REPUBLIC

R. Hyspler', A. Ticha', B. Smidova?, M. Hronek’,

Z. Zadak'. 'Dpt. of Gerontology and Metabolic

Care, University Hospital Hradec Kralove, 2Faculty of
Pharmacy, Charles University, Hradec Kralove, Czech
Republic

Rationale: A sufficient supply of long-chain polyunsatu-
rated fatty acids (PUFA) and especially eicosapentaenoic
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) in early life is
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an important factor for the development of the brain
and its functions. The PUFA composition of human milk
varies considerably among different countries and is
largely dependent on maternal diet and body stores.
The aim of this study was to determine the fatty
acid composition of human milk in the Czech Republic
as a basis for consideration of a possible nutritional
supplement recommendation.

Methods: Samples of human milk were obtained from
mothers after the 1st, 3rd, 6th and 9th month of
lactation. Fatty acids were extracted, transmethylated
and their composition was determined using capillary gas-
liquid chromatography. The results are expressed as the
mean=SD or the median (interquartile range) of molar
percentage.

Results: During the lactation period, the only significant
changes were a decrease in dihomo-gamma-linolenic acid
(0.382-£0.065 to 0.260+0.058) and an increase in myristic
acid (7.3442.18 to 11.0+2.16) during the whole nine
month period. The overall fatty acid composition is
presented in the Table. The molar percentage of long
chain n-3 fatty acids (EPA+DHA) was found to be only
0.2%, which is rather low compared to other populations.

Table: The median (interquartile range) of molar percentage of
fatty acid groups

51.7 (48.7; 55.4)
34.9 (32.6; 37.2)
12.6 (10.5; 14.6)
0.20 (0.17; 0.25)

Saturated fatty acids

Monounsaturated fatty acids
Polyunsaturated fatty acids n-6
Polyunsaturated fatty acids n-3 (EPA+ DHA)

Conclusion: The EPA and DHA contents in the samples of
milk obtained from Czech mothers were low compared
to other populations. An additional supplementation of
these fatty acids to late pregnant and lactating women
should be recommended.

Supported by research project MZO 00179906 and grant
MPO CZ FI-IM5/195.

Disclosure of Interest: None declared
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COMPLIANCE AND PROTEIN INTAKE FROM A MILK-BASED
DRINK DURING A 3-DAY TRIAL IN PATIENTS AT
NUTRITIONAL RISK

L.L. Kristiansen', J.M. Sorensen', J. Kondrup'.
'Department of Human Nutrition, Faculty of Life
Sciences, University of Copenhagen, Frederiksberg C,
Denmark

Rationale: Studies have shown the clinical benefit of
nutritional supplements in patients at nutritional risk,
but compliance is often low. In particular, protein intake
is often inadequate in patients at nutritional risk. The
aim of this study was to determine compliance and total
protein intake from drinks with varying protein content.
Methods: Patients (N=20) at nutritional risk (NRS-2002)
were randomised and single-blinded to receive 3 x 200g
daily of either a milk-based 5.7% (g protein) Protin®
Standard (PS) drink or a milk-based 10.2% (g protein)
Protin® Plus (PP) drink for three days (Arla Foods,
Denmark). PP consisted of Protin® Standard to which
whey (LACPRODAN DI-9224®, Arla Foods, Denmark) had
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DEFICITNi ZASTOUPENI w-3 MASTNYCH KYSELIN
V MATERSKEM MLECE CESKYCH ZEN

Radomir Hyspler ', Alena Ticha !, Barbora Smidova 2, Miloslav Hronek ', Zdenék Zadak '

" Klinika gerontologické a metabolicka, Fakultni nemocnice Hradec Kralové
? Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova, Hradec Kralové

Uvod
D y prijem w-3 ych kyselin, p $im eicc ové (EPA) a d h é kyseliny (DHA) v miéce je
podmiriujicim zdravy vyvoj ditéte. Zvlasté DHA (22:6 w-3) je nezbytna pro vyvoj mozku a sitnice. Jeji zasoby v tukovych depozitech matky paji v prvni poloviné
ter i @ nasledné jsou Ifiovany pro potieby plodu, predevsim rychle rostouciho mozku, v druhé poloviné téhotenstvi a potom i do materského miéka (1,2).
V pripadé jejiho relativniho nedostatku v dieté matky jsou tyto zasoby rychle vycerpany. Zastoupeni této mastné kyseliny v matefském miéce se lisi v rliznych zemich
dle dietnich navyk( (pfedevSim miry konzumace tuénych ryb) a jeji deficit mize vést k ptimalnit bovani détského organismu timto esencialnim nutrietem
3).

Cil = - Metodika
Cilem prace bylo i
stanoveni zastoupeni
mastnych kyselin

Matefské mléko bylo ziskano od matek po jednom, tiech, Sesti a deviti mésicich laktace a dikladné i
homogenizovano. Vzorky byly skladovany pii -80 °C. Spektrum mastnych kyselin bylo stanoveno

pomoci plynové chromatografie (GC 8000, Fisons Instruments,United Kingdom, obr. 1) po
v matefském mléce

&eskych zen jako podklad
pro pfipadna dietni

transmethylaci katalyzované acetylchloridem a extrakci do toluenu (4). Vysledky jsou prezentovany jako
median (interkvartilovy interval) nebo primér + standardni odchylka molarniho procenta dané mastné

5 kyseliny (skupiny).
doporuéeni.

Vysledky

V pribéhu sledovaného obdobi laktace byl zjistén pokles zastoupeni kyseliny dihomo-y-linolenové (z 0,382 + 0,065 na 0,260 + 0,058 %, obr, 2) a vzestup zastoupeni

kyseliny myristové (z 7,34 + 2,18 na 11,0 + 2,16 %, obr. 3) v prib&hu celé devitimésicni periody. Celkové slozeni vzorku T miéka je p vTab. 1.

i w -3 pol Y ych kyselin s y (EPA+DHA) pred: lo pouze 0,20 (0,17; 0,25) %, coz tvofi ve srovnani s pfimorskymi
populacemi priblizné polovinu (1).

i Obr. 2 . T
i Zmény dihomo-y- § - P
i i linolenové kyseliny . E=
) I béhem laktace
i 5
AL {
- Mesic wtace
Obr. 1 Cl analyzy v ych kyselin z ého miéka
Saturované mastné 517
(48.7; 65.4)
kyseliny .

Mononenasycené mastné 349 _
B Obr. 3 Z .

> (32.6;37.2) > .

kyseliny Zmény myristoové  §

Polynenasycené mastné 12.6 kyseliny b&hem L T
kyseliny w -6 {10.5;14.9) laktace f °® ° \
Polynenasycené mastné 0.20
kyseliny w -3 (EPA+ DHA) {0:17:0:45)
Tab. 1

Median (interquartilovy interval) molarniho procenta zakladnich skupin T 1 1 3
mastnych kyselin Masic ikce

Zaveér

Obsah w -3 polynenasycenych mastnych kyselin ve zkoumanych vzorcich matefského mléka byl nizky ve srovnani s jinymi populacemi, coz
muzZe vést k fadé negativnich dusledk. Téhotnym a kojicim Zenam by méla byt doporucovana zvySena konzumace vyrobku z rybiho masa,
pfipadné dietni suplementace rybim tukem.

Podpofeno vyzkumnym zamérem MZO 00179906.
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