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1. Cil metodiky

Cilem zavadéné metodiky je umoznit stanoveni obsahu Cisté svalové bilkoviny
V masnych vyrobcich pfimou metodou, ktera je mén¢ naroCna na cas i pristrojové vybaveni
laboratofe. Soucasnd nepiima metoda stanoveni obsahu ¢istych svalovych bilkovin odectem
obsahu kolagenu od obsahu ¢istych bilkovin je ¢asove i pristrojové naro¢nd a nedokaze
odhalit pouziti bilkovin rostlinného piivodu. Navic u trvanlivych fermentovanych masnych
vyrobkil dochézi v pribéhu fermentace k proteolytickym zméndm, které mohou nésledné
snizovat zjisténou hodnotu obsahu cistych svalovych bilkovin. Kreatin a kreatinin jsou
charakteristické slozky svalové tkan€ a jejich testovani jsou pouzivana ke stanoveni
pfitomnosti masa v potravinaiskych produktech. Stanoveni celkového kreatinu (kreatin +
1,159 x kreatinin) by mélo umoznit odhad bilkovin svalové tkané. Je-li jako index kvality
méfen kreatinin, potom 20 mg kreatininu/100 g vzorku odpovidd 1 g svalovych
bilkovin/100 g vzorku. Vztah mezi obsahem Ccistych svalovych bilkovin a kreatinem je
linedrni a rovnéZ rozsah hodnot obsahu kreatinu v 1 g kontraktilnich svalovych bilkovin pfi

srovnani vysekovych ¢asti veptrového, hovéziho a skopového masa je velmi uzky.

2. Vlastni popis metodiky

2.1 Princip:

Veskery kreatin a kreatin fosfat jsou v kyselém prostfedi a za ptisobeni vysoké teploty
prevedeny na Kkreatinin. Stanovi se obsah celkového kreatininu v kyselém hydrolyzatu a

obsah &istych svalovych bilkovin (CSB) se vypogita z empirického vztahu:

CSB

(

g

obsah kreatininu ve vzorku (_1r(r)1§g)

100g

):

20
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2.2 Hydrolyza vzorku:

Do 50ml zébrusové Erlenmayerovy baiiky se odvazi 2 g homogenizovaného vzorku s
pfesnosti na dvé desetinna mista (n). Pfida se 30 % kyselina sirova (30 ml) a barika se vlozi
do suSarny vyhtaté na 105 °C. Hydrolyza probihd po dobu 14 hodin (nejlépe pies noc). Po
ochlazeni se obsah baiky pievede do 50 ml odmérné baiky a doplni destilovanou vodou po

znaCku. Obsah baiiky se zfiltruje ptes papirovy filtr a filtrat prosty pevnych ¢astic se pouzije

pro stanoveni kreatininu.

2.3 Spektrofotometrické stanoveni kreatininu:

Kreatinin tvoii ¢ervené zbarveny komplex s alkalickym pikratem sodnym na zdkladé

tzv. Jaffého reakce. Intenzita zbarveni pii 495 nm je imérna koncentraci kreatininu.

Material a vybaveni pro vlastni spektrofotometrické stanoveni

- 5 % vodny roztok kyseliny trichloroctové (TCA)

- 10 % NaOH

- 10 mol/l NaOH

- zasobni standardni roztok kreatininu (500 pg/ml) v 5 % TCA
- 0,5 % vodny roztok kyseliny pikrové

- alkalicky pikrat sodny (100 ml 0,5 % vodného roztoku kyseliny pikrové se smicha

s 10 ml 10 % roztoku hydroxidu sodného)
- 20 % suspenze halloysitu
- filtra¢ni papir
- laboratorni michacka hiidelova
- tfepacka vortex (virovy mixér)
- centrifuga s regulaci otacek a teploty

- spektrofotometr umoznujici méteni na vinové délce 495 nm

Poznamka:
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Doba pouzitelnosti zasobniho roztoku kreatininu (500 ug/ml 5 % TCA) skladovaného v
chladnicce je minimalné 1 mésic. Doba pouzitelnosti 0,5 % kyseliny pikrové je minimalné
3 mésice. Alkalicky roztok pikratu sodného a 20 % suspenze halloysitu se piipravuje vzdy

cerstvy pred méfenim. VSechny chemikalie jsou Cistoty p.a.
Kalibrace

Ze zésobniho standardniho roztoku kreatininu (500 pg/ml) se pro kalibraci pfipravi
(tfedéni destilovanou vodou) pracovni roztok o koncentraci 50 pg kreatininu/ml a z n¢ho se
do Sesti 50 ml centrifugacnich zkumavek (podle moznosti centrifugy lze pouzit i mensi
objem) odpipetuje: 0, 1, 2, 3, 4 a 5 ml. Pripravi se tak kalibra¢ni fada roztok o
koncentracich 0, 2, 4, 6, 8 a 10 pg kreatininu/ml. K obsahu zkumavek se piida tolik 5 %
TCA, aby objem v kazdé zkumavce byl 5 ml. Do centrifugacni zkumavky se ptidaji 4 ml
suspenze halloysitu a zkumavky se uzaviou. Po dobu 10 minut se vzorky protiepavaji na
vortexu a potom jsou centrifugovany po dobu 10 minut pfi teploté 20 °C a otackach 3000
za minutu. Po odstfedéni slejeme ze zkumavek supernatant. Ke vzniklému sedimentu se
ptida 0,5 ml 10 % vodného roztoku hydroxidu sodného, 5 ml alkalického pikratu sodného
a nékolik sklenénych kulicek. Zkumavky se opét prottepavaji 10 minut na laboratornim
vortexu a nasledné jsou opé&t centrifugovany po dobu 10 minut pfi teploté 20 °C a otackach
3000 za minutu. Po odstfedéni se supernantant prevede do 25 ml sklenénych zkumavek,
doplni destilovanou vodou po znacku a necha stat 120 minut pfi laboratorni teploté za
nepfistupu svétla. Poté se zméti absorbance pii vinové délce 495 nm. Pti bézném méieni
se s kalibra¢nimi roztoky soucasné prométuji i vzorky. Vzhledem k tomu, Ze zbarveni neni
stalé ani po 120 minutach, je tteba méfeni absorbanci kalibracnich roztoki a vzorkli provést

nejpozdeji do 5 minut od vyjmuti z temna.
Vzorek

Do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky se odpipetuje 1 ml kyselého hydrolyzatu vzorku a
zneutralizuje se 10 mol/l NaOH na pH 5 az 8 (kontrola pomoci indikatorového papirku).
Pokud se vzorek zahteje, ochladi se pod tekouci vodou. Poté se piida tolik 5 % TCA, aby

soucet objemu vzorku, 10 mol/l NaOH pouzitého na neutralizaci a 5 % TCA byl 5 ml. Ptida
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se 4 ml suspenze halloysitu a po dobu 10 minut protfepava na vortexu. Po protiepani se
zkumavka vlozi do centrifugy a odstfed’uje se po dobu 10 minut pfi teploté 20 °C a otackach
3000 za minutu. Po odstifedéni slejeme ze zkumavky supernatant. Ke vzniklému sedimentu
se ptida 0,5 ml 10 % vodného roztoku hydroxidu sodného, 5 ml alkalického pikratu sodného
a nékolik sklenénych kuli¢ek. Zkumavka se opét protiepava 10 minut na laboratornim
vortexu a nasledné je opét centrifugovana po dobu 10 minut pii teploté 20 °C a otackach
3000 za minutu. Po odstiedéni se supernantant pievede do 25 ml sklenéné zkumavky, doplni
destilovanou vodou po znacku a necha stat 120 minut pii laboratorni teploté za nepiistupu
svétla. Poté se zméti absorbance pii vinové délce 495 nm. Pfi méfeni vzorku pracujeme

vzdy v duplikatu.

Vypotty

Z hodnot méfeni kalibra¢nich roztokti se vypocitaji regresni koeficienty (a, b) kalibracni
piimky (z&vislost absorbance pii 495 nm Aags na koncentraci kreatininu v pg/ml) a korelaéni

koeficient. Hodnota korelaé¢niho koeficientu musi byt rovna nebo vyssi nez 0,99, v opacném

pfipadé je nutné kalibraci opakovat.
Regresni tvar pfimky je

Augs = a X kreatinin + b
kde Asgs je zméfena absorbance piislusného kalibra¢niho roztoku o koncentraci v ug/mi
(kreatinin). Dosazenim zmétené absorbance vzorku do vySe uvedené rovnice vypocitame

koncentraci kreatininu (kreatinin = (Asgs — b)/a) a dosazenim do vztahu
mg kreatininu/100 g = kreatinin (ug/ml) X5 X R/n

vypocitdme mnozstvi kreatininu ve 100 gramech vzorku (R je fedéni hydrolyzatu, n je
navazka vzorku v gramech na hydrolyzu). Vyd¢€lenim nalezené hodnoty cislem 20 (viz
rovnice 1) dostaneme obsah ¢istych svalovych bilkovin ve 100 g vzorku. Vysledek se

uvadi na jedno desetinné misto.
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3. Srovnani novosti postupt

Stanoveni svalovych bilkovin na zaklad¢ spektrofotometrického stanoveni obsahu
celkového kreatininu bylo popsano jiz dive. Pti ovéfovani této popsané metodiky byly vSak
ziskdvany hodnoty obsahu ¢istych svalovych bilkovin (CSB), které nebyly realné a mnohdy
vys$i, nez obsah celkového dusiku (hrubych bilkovin). Problémem je ziejmée nespecifita
Jaffého reakce, kdy fada interferujicich latek mutze stanoveni obsahu kreatininu rusit a
navysovat vyslednou hodnotu. Inovace pifedkladaného postupu spociva v zafazeni adsorpce
kreatininu na halloysit, ¢imz dochazi k odstranéni téchto interferujicich latek. Ve srovnani
s dosud pouzivanou nepiimou metodou stanoveni obsahu CSB, kdy je ode¢itan obsah
kolagenu od obsahu &istych bilkovin, je stanoveni CSB pres celkovy kreatinin ukazatelem
mnozstvi pouzit¢tho masa a vysledek nezahrnuje mozny obsah bilkovin (dusiku)

Z rostlinnych zdroja.

4. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je uréena piedev§im kontrolnim organt statni spravy v oblasti kontroly
potravin zivoci§ného pivodu. Pokud bude rozhodnuto o vhodnosti metody stanoveni
obsahu ¢istych svalovych bilkovin ve vybranych masnych vyrobcich, bude metoda
zvetfejnéna v souvislosti s limity uvedenymi ve Vyhlasce €. 69/2016 Sb. Podle rozhodnuti
ptislusného poskytovatele budou vysledky promitnuté do ptredpist nelegislativni povahy

formou véstniku, ptip. metodického pokynu.

5. Ekonomické aspekty

Odhadované néaklady za ptedpokladu, ze laboratot vybaveni nema, souvisi s pofizenim
pfistrojového vybaveni, laboratorniho skla a pomitcek, chemikalii a ochrannych
pracovnich pomiticek. Nejvétsi ¢ast, priblizné 250 tis. K¢ jsou nédklady na potfizeni piistroja
(analytické vahy, suSarna, centrifuga, spektrofotometr, vortex), dalSich asi 50 tis. K¢

predstavuje laboratorni sklo a potieby (pipety, indikatorové papirky, centrifugacni
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zkumavky....). Odhadované celkové naklady na zavedeni metodiky by byly asi 300 tis. K¢.
Ekonomicky piinos lze spatiovat ve zjednoduSeni metody stanoveni obsahu cistych
svalovych bilkovin, jelikoz proces a vybaveni pro stanoveni neptimou metodou je mnohem

slozitéjsi a nakladnéjsi, jedna se zejména o drahé pristrojové vybaveni (analyzator bilkovin,

spalovaci jednotka), nutnost pouziti digestofe a asova narocnost.
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