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Anotace

Tato prace seznamuje ¢tenaie s problematikou laktézové intolerance, ktera se v dnesni dobé
stala Casto diskutovanym tématem v oblasti vyzivy €lovéka. Laktézovou intoleranci se
rovnéz zabyva otazka, zda-1i je mléko pro dospé€lého clovéka prospésné, ¢i nikoliv.

Hlavnim tématem prace je analyza t€kavych latek v dechu dobrovolniki po poziti klasického
mléka a nésledné porovnani s hodnotami po poziti industridlné ptipraveného mlékem bez
obsahu lakt6zy. Latky byly analyzovany metodou SIFT-MS.

Dil¢im tématem je také pfiprava bezlaktézového mléka v laboratornich podminkéch.

Klicova slova: iaktozova intolerance, laktoza, laktdza, lidsky dech, hmotnostni
spektrometrie, SIFT-MS

Annotation

This project informs about an issue of lactose intolerance, which has become a frequently
discussed topic in a field of human nutrition. Lactose intolerance is also a part of a greater
topic whether or not milk is beneficial for adult population.

The main subject of this project constitutes of an analysis of volatile substances in breath of
a group of volunteers after drinking normal or lactose-free milk. Substances were analyzed
on a SIFT-MS machine. Other part of the project looks into preparation of lactose-free milk
in laboratory conditions.

Key words: lactose intolerance, lactose, lactase, human breath, mass spectrometry,
SIFT-MS
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SEZNAM ZKRATEK

e DNA = deoxyribonukleova kyselina

e LI=laktozova intolerance

e pH = potential of hydrogen (ptfeklad: potencial vodiku)

e ppb = parts per bilion (pieklad: pocet dilii na miliardu)

e SIFT-MS = selected ion flow tube mass spectrometry (pfeklad: hmotnostni
spektrometrie v proudové trubici s vybranymi ionty)

e UHT = ultra-high temperature (pfeklad: vysokoteplotni)

e UV (zafeni) = ultraviolet (pieklad: ultrafialové zatreni)

e UFCHIJH = Ustav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského



UvoD

Lakt6zova intolerance je nepiijemnd soucdst zivota podstatné ¢asti lidské populace. Tato
préace ji popisuje a seznamuje étenaie s moznym fesenim tohoto problému. Cast prace je tak
vénovana neinvazivni metod¢, kterd analyzuje produkty metabolismu z dechu testovaného
a je mozné tak zjistit mnoho informaci o organismu, aniz by doslo k nepifijemnému, az
bolestivému odbéru tkani, nebo télnich tekutin.

Cilem této prace je predstaveni problematiky laktézové intolerance a pozorovani vlivu
klasického mléka i industridlné upraveného mléka bez obsahu lakt6zy na dech dobrovolniki.
Dobrovolniky se stali pracovnici oddéleni analyzy dechu na Ustavu fyzikalni chemie
Jaroslava Heyrovského v Praze, kde probihal diky stfedoSkolské stazi samotny vyzkum.
Latky byly analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie SIFT-MS. Dal§im cilem byla
laboratorni piiprava a naslednd analyza bezlaktézového mléka, s pouzitim aktivované
praskové laktdzy. Pro zjiSténi, zda-li je v upraveném mléce laktdza rozloZena, je v praci
rovné¢z zahrnuta i analyza vybranych zakoupenych mlécnych produkti klasickych
1 zbavenych laktodzy, u nichz je prodejcem jasné definovan obsah mlééného cukru. U téchto
vyrobki byly pozorovany zmény hodnot vybranych te€kavych latek a bylo zkoumano, zda-li
ma na nékteré z nich laktéza vliv.

1 LAKTOZOVA INTOLERANCE

1.1 Charakteristika

Laktozova intolerance, laktdozova malabsorbce ¢i nesnasenlivost vii¢i mlécnému cukru (dale
jen LI) je neschopnost lidského organismu §tépit a nasledné laktdzu, neboli mlécny cukr,
travit. Aby dochézelo ke stépeni a naslednému straveni mlééného cukru, je zapottebi enzymu
laktazy. Nedostate¢nou tvorbu tohoto enzymu oznacujeme terminem hypolaktazie, ¢i
deficience laktazy.’

vvvvvv

enzym stard o vstfebavani nepostradatelného matetského mléka, které je pro dité primarnim
zdrojem energie. V piipad¢, ze neprobiha tvorba laktazy u takto malého ditéte (tento typ LI
nazyvame vrozena), je nutné zajistit mu industridlné upravenou vyzivu zbavenou mlééného
cukru.®

S ukoncenim kojeni ditéte je spojen jeho pfestup na béznou stravu, a z tohoto ditvodu je télo
pfipraveno upustit od schopnosti mléko travit. Clovék je viak jedinym savcem, ktery pfijima
mléko jinych savci a celkové konzumuje mléko nejen v kojeneckém obdobi, ale
rovnéz v obdobi adultnim.”? Po odstaveni pfirozené klesd tvorba enzymu laktizy
a u n¢kterych lidi se laktazy tvoii tak malé mnozstvi, Ze télo mléény cukr nerozklada, a tudiz
dochazi k zazivacim a jinym problémam, které jsou v této praci popsany.



1.2 Laktoza

Disacharid laktéza (systematicky: 4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-glukéza) je slozen
zjednoho monosacharidu glukézy (systematicky: a-D-glukopyrandza) a jednoho
monosacharidu galaktézy (systematicky: B-D-galaktopyrandza). Tyto dvé molekuly
(glukoza a galaktdza) jsou spojeny B-1,4-glykosidickou vazbou.!?

CHOH CHOH
2 2
0
OH 0 " H
0
OH H OH H
H OH OH
H OH H OH

Galactose ———— Glucose
Obrazek 1: strukturni vzorec laktozy?S

1.2.1 Vyskyt v mléce

Laktoza se pfirozené vyskytuje v mléce vSech savcl, jedinou vyjimkou je lachtani mléko,
kde se laktoza nenachazi.! Koncentrace mlééného cukru v mléce je zavisla na mnoha
faktorech jako je napiiklad vyziva, zdravotni stav a vék samice, €i o jaky Zivo€isny druh se
jedna. Kazdé mléko je specifické svou koncentraci laktozy. Laktézoveé nejbohatsi je mléko
matetské (lidské) se zhruba 7% koncentraci laktdzy, nepatrné méné laktozy, tedy 6,7 %
obsahuje mléko osli a cca 6 % laktozy obsahuje koriské mléko. !>

S nejvétsi pozornosti je vSak nahlizeno na druhy mlék, které ¢lovék bézné konzumuje.
Hlavnim zdrojem lakt6zy pro ¢lovéka je v dnesni spolecnosti mléko kravské, potazmo kozi
a ovCi. VSechny tyto druhy maji velmi podobnou koncentraci mlééného cukru, jak je vidét
v tabulce 1, kde je mimo jiZ zminénych druhd uvedeno jesté nékolik dalsich. '

Tabulka 1: priimérny obsah laktozy v mléce riznych druhii savei (g/100 g) 19

¢lovék 7,1-7,2
osel 6,7
kun 6
krava 4,7
koza 4.8
ovee 4,6
velbloud 4,5

10



1.2.2 Laktoza v kravském mléce

Jak jiz bylo zminéno, nejbéznéjsim zdrojem mlécného cukru ve vyzivé ¢loveka, odstaveného
od kojeni, je mléko kravského dobytka. Mlékéarensky primysl se stara o vSemozné
zpracovani tohoto zivoc¢isného produktu a transformuje ho do mléénych vyrobka. Mléko je
zpracovavano riznymi metodami. Typickym ptikladem je vyroba jogurtu, ¢i tvarohu, kdy
bakterie mlécného kvaseni (napt.: Lactobacillus sp, Bifidobacteria, Streptococcus
bulgaricus), obsahujici laktazu, postupné mléko fermentuji a tim sniZuji obsah laktozy.'*
Uprava &istého mléka tedy miZe zajistit zménu koncentrace laktozy. Nejbohat§im zdrojem
mlécného cukru je suSend syrovatka. Naopak vétSina dlouho zrajicich syrt jako parmazan,
¢i camembert se svym zranim laktozy prakticky zbavi (odchazi z mléka ve formé syrovatky)
a 1 osoby s minimalni tvorbou enzymu laktdzy nemaji problém s konzumaci takovychto
vyrobki. V tabulce 2 jsou uvedeny bézné mlécné vyrobky (z kravského mléka) a jejich
koncentrace laktozy.

Tabulka 2: obsah laktozy (g/100 g) ve vybranych mlécnych vyrobcich z kravského mléka 32

suSena syrovatka 68
suSené odstredéné mléko 52
odstiredéné mléko 4,8
polotu¢né mléko 4,7
plnotu¢né mléko 4,6
tvaroh (10-40 % tuku) 2-3.,8
parmezan 0,9
camembert stopové mnoZzstvi

1.2.3 Laktéza v primyslu

Byt je mléko zdaleka nejvétsim zdrojem mlééného cukru, je potieba brat zietel i na vyrobky,
kde neni jeho vyskyt jasn¢ ocekédvatelny. Mimo mlékarensky primysl nachézi totiz laktdza
své vyuziti i v jinych odvétvich potravinaiského pramyslu.

Diky své schopnosti vazat vodu je pouzivana k vylepSeni vlastnosti (jako napt. vySsi
pevnost, objem, ¢i vaha). Hojné ji nalezneme rovnéz ve farmaceutickém primyslu, kde se
vyuziva jakozto nosna substance pro léky. Byt je laktoza sacharid, je potfeba zminit, ze jeji
sladivost je pétkrat mensi nez klasicky bily cukr, tedy sacharéza.”!”
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1.3 Laktaza

Laktaza, B-galaktosidaza'®, ¢i laktaza-phlorizin hydroldza®® — nazvy oznacujici enzym
odpovédny za hydrolyzu laktézy v tenkém stfeve. Laktdza je tvorena bunikami tenkého
stfeva (enterocyty) v kartai¢ovém lemu tenkého stieva (povrch enterocytt).!* Nalezneme ji
ve vySsi ¢asti tenkého stieva, ozna¢ovanou jako jejunum, neboli la¢nik. !4

Obrazek 2: struktura enzymu laktdza*

1.4 Laktozové tolerance versus laktozova intolerance

1.4.1 Princip laktozové tolerance

Po vysvétleni pojmd, se kterymi je LI spojena, bude nyni popsan prichod mléc¢ného cukru
travicim traktem u jedince s dostateCnou tvorbou laktazy a naopak u jedince s nizkou, az
nulovou tvorbou tohoto enzymu.

Po poziti produktu s obsahem mlééného cukru dochazi ke standartnimu prichodu travicim
traktem. Jak jiz bylo zminéno, laktaza se tvofi v butikach sliznice tenkého stfeva, kde také
pti dostatecné tvorbé $tépi mlécny cukr na 2 monosacharidy glukozu a galaktézu. Ty se
volné vstiebdvaji stievnimi enterocyty do kardiovaskuldrniho systému. Monosacharid
glukéza je vyuzivan jakozto zdroj energie a monosacharid galaktéza jako soucast
glykolipidi a glykoprotein.2 V tenkém stfevé dochazi k takzvanému enzymatickému
Stépeni.’

CHZOH
CHZOH CHZOH
CHon Lactase o_OH
o_0
Lactose D-Galactose D-Glucose

Obrdazek 3: hydrolyza laktézy enzymem laktdzou za pritomnosti vody’*
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1.4.2 Princip laktozové intolerance

V ptipadé, Ze laktoza neni v tenkém stievé laktdzou rozstépena, ptichazi do posledni ¢asti
tenkého stieva (které oznaCujeme terminy kycelnik, ¢i ileum) az do tlustého stieva, kde
reaguje s bakteriemi mlééného kvaSeni.!* Bakterie zacinaji laktozu §tépit za vzniku plynt
(vodiku — Hz, methanu — CHa, oxidu uhli¢it¢tho — COz), mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (napf. kyseliny maselné - CH3(CH2)COOH) a organickych kyselin (kyseliny
octové - CH3COOH), kyseliny propionové - CH3CH,COOH).’

vvvvv

nize popsany v ¢asti 1.5 Piiznaky laktézové intolerance. Kyseliny, vzniklé reakci bakterii
s laktozou zesiluji tlak na kone¢nik a zplsobuji prijem. Tyto produkty poté zapfticiiuji
typické sttevni problémy, které oznacujeme za LI. V tlustém stfevé dochazi k anaerobnimu
kvaSeni laktozy. >

= (Butyrate, Propionate,
Acetate)

- -
Hzoﬂ—-—— H,0 _—? H,0

Microvilli

_ WA

Obrazek 4: hydrolyza laktozy v tenkém stirevé pri Obrazek 5. proces rozkladani laktozy v tlustém
laktézové toleranci ? stievé pii laktozové intoleranci ?
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1.5 Priznaky laktozové intolerance

Ptiznaky neboli symptomy laktézové intolerance, se projevuji po urcité dobé po poziti
laktozy. Pro kazdého postizené¢ho jedince je tato doba individudlni, avSak primérné se
problémy zacinaji objevovat po 30 minutach az 3 hodinach.’ Intenzita a doba trvani bolesti
zavisi na mnozstvi pozité laktozy, aktivité enzymu a dalSich faktorech, jako naptiklad stav
sttevni mikroflory jedince.

Kviili anaerobnimu kvasSeni v tlustém stievé a naslednému vzniku plynii a kyselin, nastavaji
typické zazivaci obtiZze jako nevolnost, bolesti bficha, prijem, meteorismus (nafouknuté
bticho), flatulence (odchazejici plyny konecnikem), borborygmus (Skroukani v bfise), bfisni
kieGe, nadymani, zvraceni a dal$i.'

V nékterych piipadech se vSak mohou vyskytovat i problémy jiného nez stfevniho
a zaludecniho charakteru. Ptikladem jsou bolesti hlavy a kloubti, malatnost, kozni vyrazky
a pupinky, poruchy spanku spojené s pocity vycerpani a chronickou tnavou a mnoho dalSich
obtézujicich ptiznakda.

1.6 Typy laktozové intolerance

Jak jiz bylo avizovano, LI se nevyskytuje pouze v jedné formé¢, ale ve tfech. Jmenovité jde
o nedostatek laktazy vrozeny, primarni a sekundarni.’

1.6.1 Vrozena laktozova intolerance

Vrozeny, odborné fe€eno kongenitalni nedostatek laktazy se vyznacuje tim, Ze se laktdza
v téle postizeného netvoti viibec. Z tohoto diivodu se miizeme setkat i s ozna¢enim alaktézie.
Tato forma nedostatku laktidzy je velmi vzacna. Projevuje se u ditéte jiz v prvnich tydnech
po narozeni vdznymi prijmy a s nimi spojenou ztratou tekutin. Jedna se o velky problém,
ktery musi byt neprodlené feSen, aby nedoslo k vaznym porucham fungovani organismu,
z diivodu podvyzivy. Jelikoz dit¢ neni schopno laktdézu travit, musi mu byt poddvana
industrialn& upravena forma kojeneckého mléka bez obsahu mlééného cukru.’

Dtvodem primarni LI v takto utlém véku muze byt i nedokonalé vyvinuti stfeva. V tomto
piipadé existuje moznost, Ze se tvorba laktazy v priab&hu ¢asu dostavi.’

1.6.2 Primarni laktozova intolerance

Tento typ LI Ize jednoznacné oznacit za nejCastéjsi ze tfi zminénych forem. VétSinou se
vyskytuje az v adultnim, tedy dosp€lém veku a ojedinéle jiz u déti a mladistvych.

Celkové se jedna o pfirozeny, fyziologicky stav a trpi jim vice nez 75 % lidské civilizace.

Rovnéz jde o dédicny typ intolerance. S ohledem na tento fakt je pravdépodobny vyskyt
u potomkil postizeného jedince.’
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U vétSiny lidi, trpicich timto typem, neni produkce laktazy nulové a postizeny je schopen
denné piijimat bez potizi okolo 12 g laktozy.* Je vSak nutné, aby bylo toto mnoZstvi ve stravé
rozvrzeno do celého dne.

1.6.3 Sekundarni laktozova intolerance

Na rozdil od primarniho typu LI, neni tato forma podminéna geneticky. Vznika totiz v reakci
na ur¢ita onemocnéni. Typicky jde o celiakii, tedy nesnasSenlivost pSeni¢né bilkoviny,
odborné glutenu, ¢i lepku. U jedince trpiciho timto autoimunitnim onemocnénim dochazi
k zanétim tenkého stfeva, a to poté nedokdze produkovat dostatecné mnozstvi laktazy.
Velmi Casto je tedy celiakie spojena pravé s laktozovou intoleranci.!®

Mezi dal§i onemocnéni zapficinujici sekundarni laktézovou intoleranci patii napiiklad
Crohnova choroba (zplsobujici chronické zanéty stiev), ¢i infekce rtiznych ¢asti zazivaciho
traktu.

Pfi¢inou miiZe byt rovnéz nedostateéna vyziva, mentalni anorexie a bulimie.’
1.7 Laktoézova intolerance a alergie na mlé¢nou bilkovinu

Po vysvétleni sekundarni LI, kde je poukazovano na riiznd onemocnéni jako na spoustéce
nedostatecného vstiebavani laktdzy se nabizi odlisit LI (intoleranci na mlécny sacharid) od
alergie na mlé¢nou bilkovinu (alergie na mlé¢ny protein).

Hlavnim rozdilem mezi LI a alergii na protein v mléce je reakce téla na pfijatou latku.
Zatimco problémem LI je nizka, az miziva produkce enzymu s ukolem S§tépit laktozu, pfi
alergii na n¢kterou z bilkovin kravského mléka lidské télo reaguje na alergen (zde bilkovinu)
vytvarenim protilatek.? Alergie je na rozdil od LI imunologicky podminéna nesnasenlivost.
Jedinec postizeny alergii na mlé¢nou bilkovinu ji neni schopen zpracovat a sta¢i pouze malé
mnozstvi k reakci s protilatkou a naslednému vzniku potizi.

Jednd se o Sirokou Skdlu alergickych ptiznaki. Typicky pozorujeme pftiznaky
gastrointestinalni (prijem, zvraceni, nechutenstvi, krev ve stolici...), dermatologické
(exémy, vyrazky, zarudnuti kiize, otoky, svédéni...) a respira¢ni (kasel, dusnost...).!

Nejbéznéji zminovanou bilkovinou v mléce je kasein, rovnézZ se zde nachazi
i o - lactalbumin a P - lactalbumin.®> Posledni dva zmin&né proteiny jsou na rozdil od
kaseinu tepelné¢ neodolné. V ptipad¢, ze je postizeny alergicky pouze na jeden nebo oba
proteiny neodolné teplu, neni pro néj problém mléko po jeho tepelné upravé bez potizi
stravit. Teplota, kdy tyto bilkoviny ztraceji sviij G¢inek se pohybuje v rozmezi 65-70 °C.”

Jakmile je vSak lidsky organismus zbaven schopnosti travit kasein, nepomize ani jeho
prevareni, a to z diivodu jeho tepelné rezistence. Pacient nesmi konzumovat mléko v jakékoli
jeho podobg.
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2 VZNIK A PREVALENCE LAKTOZOVE INTOLERANCE

Prvni zdznam o LI mlizeme nalézt ve spisech “otce mediciny* - feckého 1ékaie Hippokrata
z doby 400 let pfed nasim letopoctem!®, kde popisuje jeji pfiznaky.

Ve starovékém Rimé& bylo mléko podavano pacientiim, u kterych bylo nutné vyvolat
zvraceni. Naopak v severskych zemich bylo mléko domorodci pito ve své syrové podobe
bez obtizi, tento fakt byl pro Rimany nepochopitelny.?

Ve studii zabyvajici se analyzou DNA laktézové intolerantnich jedincti z Finska je popsano
genetické opodstatnéni vzniku LI. Ve vSech vzorcich DNA testovanych osob byl pfitomen
tak zvany variantni gen, ktery v tenkém stievé zapticiniuje snizeni tvorby laktazy. Analyza
byla rovnéz provedena u intolerantnich osob z odliSnych zemi, jako z: Némecka, Francie,
Spojenych statii americkych a Koreje. U vSech byl nalezen tentyz variantni gen. Na tomto
faktu je zalozena zédkladni hypotéza, urcujici variantni gen u laktézove intolerantnich jedinct
s variantnim genem jako plivodni pfirozené zastupce, naopak lakt6zove tolerantni osoby
jako ty, u kterych se vyskytuje genova mutace.? Z tohoto diivodu budou niZe popsany teorie
vzniku laktézové tolerance, nikoli intolerance.

2.1 Hypotézy vzniku laktozové tolerance

2.1.1 Hypotéza vzniku v oblastech s nizsi expozici slune¢niho zareni

Tato hypotéza poukazuje na severské zemé, kde je rozsifeni LI velmi nizké. Moznym
diivodem je mensi mnozstvi dopadajicich slune¢nich paprski, tedy nizsi ultrafialové zateni,
pottebné k produkci vitaminu D v ktizi. Tento v tuku rozpustny vitamin, nejen Ze podporuje
funkci imunitniho i1 kardiovaskuldrniho systému, chrani organismus pied infekénimi
respiraénimi chorobami i autoimunitnimi onemocnénimi, ale zarovenn je nezbytny ke
vstifebavani vapniku obsazeném napiiklad v mléce.

Laktézova tolerance mize fungovat jako nahrada za nedostatecné UV zafeni. Télo totiz
vyuziva markantni mnozstvi p¥ijatého vitaminu D ke vstiebani vapniku z mléka.>!”

2.1.2 Cookova a al-Torkiho hypotéza

Hypotéza vzniku laktézové tolerance v aridnich oblastech neboli Cookova a al - Torkiho
hypotéza vzniku popisuje nezbytnou potiebu kocovnikil v aridnich (poustnich) oblastech
kocovnici putuji, je nutné vyuzit ke zdroji pfepravy, potazmo obzivy organismus, ktery je
schopen vydrzet vysoké teploty, a prave velbloud je diky své schopnosti Cerpat energii ze
svych tukovych zasob az po dobu dvou tydnl bez jakéhokoli ptijmu potravy a vody idealni
volbou. Tato teorie se tyka napiiklad oblasti Arabského poloostrova.?!®
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2.1.3 Simoonsova a McCrankova hypotéza

Tato, védci nejpodporovanégjsi hypotéza, je oznaCovana jako kulturné-historicka a vznikla
ze dvou na sob€ nezavislych vyzkumi v sedmdesatych letech dvacatého stoleti.

Vznik laktézové tolerance tato hypotéza spojuje s domestikaci zvifat a naslednym pitim
jejich mléka pted zhruba 10 000 lety. Podle Simoonsona a McCranka, méla na vznik mutace
genu a nasledny vyvin laktézové tolerance velky vliv stavba jidelnicku obyvatel. Jakmile
totiz mléko zacali konzumovat pravidelné, byla zde velka pravdépodobnost tvorby laktazy
nejen v kojeneckém obdobi, ale i v dospélosti jedince.

Tato schopnost byla pro ¢loveka velmi vyhodné. Nejen Ze se mléko stalo bohatym zdrojem
zivin, ale pro jeho ziskani, tedy podojeni, nebylo nutné zvife zabijet.

V oblastech, kde je chov hospodaiskych zvirat tradi¢ni, a ptesto zde nedoslo k mutaci genu
je tato skutecnost pfisuzovana kratké dobé konzumace mléka. Typicky jde o Sudan, ¢i

Etiopii.>!"
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2.2 Prevalence laktozové tolerance

Jak bylo v predchozi ¢asti popsano, hypotézy vzniku a nasledného Sifeni laktozové tolerance
poukazuji na nejednotnou svétovou perzistenci (rozsifeni). Severni staty, jako naptiklad
Norsko, Svédsko, ¢i Finsko, jsou zastupci s jednou z nejnizsich hladin LI — tedy nejvétsim
rozsifeni genové mutace a nésledné laktozové tolerance ve své populaci (ptiblizné€ 95 %
laktézové tolerantnich obyvatel). Zde je tak enormni perzistence laktozové tolerance
spojovana s prvni hypotézou o nedostatecném ultrafialovém zéfeni a kulturné-historickou
hypotézou z divodu dlouhodobé tradice chovani skotu a s tim spojené pozivani mléka.
V oblastech s velkou intenzitou slune¢niho svitu a oblastech bez dlouhodobé tradice chovu
zvifat na mléko je naopak hojné rozsifena LI.32
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3  DIETNI OPATRENI

Jak jiz bylo vysvétleno, laktozova intolerance v dospélosti je s nejvétsi pravdépodobnosti
pfirozeny stav. Z tohoto diivodu ji tedy nelze pokladat za onemocnéni.

LI vSak bezesporu ovliviiuje zivot postizeného, a z tohoto diivodu jsou doporucovana rizna
dietni opatfeni.’*

3.1 Omezeni prijmu laktozy

Ziejmym dietnim feSenim pro ¢lovéka s omezenou tvorbou laktazy je bezesporu sniZeni
pfijmu mlééného cukru, ktery zplisobuje nepiijemné obtize.

Clovék by mél ze svého jidelnicku zcela vyfadit potraviny vysoce bohaté na laktozu, jako je
pfedevsim suSené mléko a syrovatka. Naopak problém by nem¢l nastat s nékterymi druhy
syri, diky dob¢ zrani.

U fermentovanych vyrobki je potfeba kontrolovat pozité mnozstvi a mléény cukr v nich
obsazeny (byt’ jejich zpracovanim byla z mléka velké ¢ast laktdzy prevedena do syrovatky).
Vétsina pacient trpicich LI je totiz schopna zpracovat okolo 12 g mlééného cukru denné
(jak bylo detailnéji popsano v €asti: 1.6.2 Primarni laktézova intolerance).

Kysané vyrobky mohou byt rovnéz dobrou volbou, z diivodu pfitomnosti zivych kultur
produkujici laktazu. V produktu dochazi k hydrolyze laktézy a spotiebitel poté pozije jiz
rozlozeny mlé¢ny cukr.’

3.2 Umélé dodani laktazy

Um¢lé dodéani enzymu potiebného ke Stépeni mlééného cukru, tedy enzymova substituce, je
dalsi z variant dietniho opatieni. Synteticky enzym laktaza je pfijiman ve formé industrialné
pfipravenych vyrobkl. MiZe jit o tablety, tobolky, zZvykacky, ¢i kapky které clovek polyka
pied pokrmem s obsahem laktozy.*>*

Enzym je uméle vyrdbén z laktdzy obsazené v zivych bakteriich. V pifibalovém letdku
medikamentu by méla byt vzdy uvedena informace o mnozstvi laktozy, kterou je ptipravek
schopen rozlozit.

Cilem enzymatické substituce je zmirnéni nepiijemnych piiznakid. Jako u vSech
medikamentl je nutné dbat na kvalitu ptipravku.
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3.3 Industrialné upravené bezlaktozové vyrobky

V dnesni dob¢ je dalsi variantou ptizptisobeni se laktézové intoleranci nahrazeni obycejnych
mlécnych vyrobkl jejich upravenou formou. Bézné je mozné zakoupit vyrobky zbavené
laktozy. Vyrobci téchto produktii oznacovanych jako bezlaktézové deklaruji snizeni laktozy
v produktu na <0,1 g/100 g.°

Chut upraveného produktu se nepatrné¢ zméni, a to z divodu rozlozeni nesladké laktozy na
sladkou glukézu a galaktdzu. Upraveny produkt mirné zesladne.

3.3.1 Odstranéni laktozy z mlé¢ného vyrobku

Nejcastjsi tprava je zalozend na pfidani laktazy do pasterovaného mléka. Mléko je po
pfidani enzymu pii teploté 10 °C stale promichavano a cely proces ukoncuje jeho tepelné
oSetfeni. Druhou moZznosti je pfidani laktazy do vysoce tepelné upraveného mléka (UHT).
V tomto piipadé probihé Uprava totozné¢ jako u pasterovaného mléka, avSak vysoce tepelné
upravené mléko neni zapotiebi na konci procesu tepelné osetfit.?

3.4 Vapnik

Mléko je vSeobecné oznacovano jako nejbéznéjsi zdroj vapniku pro bézné se stravujiciho
Cloveka. Jakmile je clovek trpici LI donucen omezit produkty obsahujici mléko a do svého
jidelnicku nezatazuje industridlné upravené bezlakézové produkty, mél by pfijimat jiné
potraviny, které vapnik obsahuji. Doporuc¢ena denni davka pro dosp€l€ho, zdravého ¢loveka
se pohybuje okolo 1000 mg. Détem, dospivajicim, osobam s vyssi fyzickou zatézi, t€hotnym
a kojicim Zzenam je doporucovano navyseni pfijmu az na 1500 mg.!'?

V naprosté vétsing se vapnik nachéazi v kostech a zubech. Nedostate¢ny piijem v détstvi
kiivice. NejcastéjsSim dusledkem v pokrocilejsim veéku byva vznik osteoporozy. Pri
osteopordze se snizuje hustota kosti, naopak jsou nachylnéjsi k lamavosti. VEtsi riziko
vzniku nastava u lidi, ktefi jiz v détstvi nepiijimali dostate¢né mnozstvi. Nedostatek vapniku
také zplsobuje riizna onemocnéni zubi. 2

Bohatymi zdroji vapniku jsou ve velké mife semena a ofechy. Vyuzitelnost se u nich oviem
pohybuje okolo dvaceti procent a celkove jsou energeticky velmi bohaté. Aby vapnik v nich
obsazeny pokryl cely denni piijem, musel by jich ¢lovek snist opravdu velké mnozstvi, proto
se doporucuje nebrat je jako jediny mozny zdroj. S vyuzitelnosti je na tom podstatné 1épe
brukvovita zelenina, ktera je v§ak na rozdil od ofechil a semen chudsi na vapnik. Spenat je
rovnéz velmi bohaty na vépnik, avSak vyuzitelnost je mensi nez 5 %. Abychom
vykompenzovali vapnik ptijaty z 250 ml polotu¢ného mléka, bylo by nutné zkonzumovat:
200 g mandli, 400 g sezamovych seminek, 500 g brukvovité zeleniny, ¢i 1200 g Spenatu.!?

vvvvvv

i mikroelementt je bohata, riiznoroda a piedevsim vyvazena strava.!?
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4 DIAGNOSTIKA LAKTOZOVE INTOLERANCE

Zjistovacich metod je celd fada, nékteré z nich budou nyni popsany. Zakladnim ukazatelem
pro clovéka, ktery mé na LI podezieni jsou typické obtize se zazivacim traktem, poptipadé
vyrazky a dalsi ptiznaky LI. Na tomto principu je zaloZen expozicni test.

4.1 Expozicni test

Jak jiz bylo avizovano, tento test si na sobé miize ¢lovek aplikovat sam. Expozicni test je
zalozen na podani 1 litru mléka, které obsahuje okolo 50 g laktézy. Pokud se do 4 hodin
objevi obtize, je vysoce pravdépodobné, ze je cloveék laktdozove intolerantni.

Fakticky sta¢i vypit hrnek mléka obsahujici 12 g laktdzy. P¥iznaky se v piipadé LI dostavi.?

4.2 Laktozovy tolerancni test

Tento test je zaloZen na hlading glukozy v krvi po poziti 50 g laktozy rozpusténé ve 400 ml
vody (ptipadné 25 g ve 200 ml vody). Hladina glukozy je testovana ihned po vypiti, poté ve
30minutovych intervalech po dobu 2 hodin. Dikazem nerozstépeni laktdézy na glukézu
a galaktozu je nartst glukozy v krvi o méné nez 14.4 mg/100 ml.?

4.3 Test kyselosti stolice

Tohoto zptsobu se vétSinou vyuziva pfi testovani LI u malych déti. Kdyz dité trpici LI pozije
produkt s obsahem lakt6zy, v tlustém stfevé dojde ke vzniku kyselin, které je mozné ve
stolici ur¢it pH zkouskou.?

4.4 Dechovy test

Dechovy test je zalozen na testovani vydechovaného vodiku. Princip je stejny jako
u testovani kyselosti stolice, v tomto ptipadé se vSak nehledi na kyseliny vznikajici pii reakci
nerozstépené laktozy, ale na vodik, ktery pfi reakci vétSinou také vznika.

Pied provedenim testu je vyZadovano, aby minimalné 12 hodin testovany nic nekonzumoval.
Kdyby tak neucinil, mohlo by dojit k ovlivnéni vysledkii vydechovaného vodiku, z divodu
reakce s jinymi latkami.

Pacientovi je jako u laktozového toleran¢niho testu podano 200 ml vody s rozpusténymi 25 g
laktézy, nebo dvojnasobné mnozstvi obou ¢ésti. Poté pacient vydechne kazdou ptl hodinu
do pfistroje (vétSinou se jedna o plynovy chromatograf), ktery mnozstvi vodiku zanalyzuje.
V ptipadé, ze dojde k nartistu vodiku o vice nez 20 mg/1 s nejvétsi pravdépodobnosti se
netvoii dostatecné mnozstvi laktazy.
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Vysledky testu mohou byt v nékterych pfipadech zavade¢jici. Objevuji se totiz pacienti,
v jejichz stfevech se nachézi bakterie neschopné tvoftit vodik, proto mize byt test negativni,
a presto se jedna o laktozové intolerantniho jedince.?

4.5 Geneticky test

LI 1ze urcit i ze vzorku krve, ¢i stfevni biopsie. U laktozové intolerantniho jedince je totiz
pfitomna nezmutovanéd forma genu, zodpovédného za tvorbu enzymu. Souvislosti byly jiz
vySe v praci popsany v ¢asti, pojednavajici o vzniku a prevalenci laktézové tolerance.

Geneticky test se pouziva nejen ke stanoveni LI, ale rovnéz k odliSeni primarni a sekundéarni
L1
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PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast je vénovana dvéma tématiim. Prvni z nich popisuje upravu klasického mléka
na mléko bez laktézy a nasledné je druhé téma zaméfené na testovani dechu dobrovolnikl
po poziti mléka s laktézou i bez laktéozy. Do druhé Casti je rovnéz zatazen popis principu
metody SIFT-MS, kterou byly latky analyzovany.

5 PRIPRAVA MLEKA SE SNIZENYM OBSAHEM LAKTOZY

Cilem této Casti je uprava klasického polotuéného kravského mléka v jeho bezlaktézovou
podobu. Postup upravy je inspirovan dvéma pracemi ze zvetejnénych internetovych zdroja.
Pfi této Upraveé byl pouzity stejné chemikalie jako u zvetejnénych zdroja!'2!, avsak jejich
pomér byl po mnozstvi pokust upraven tak, aby byl co nejidealn&jsi pro pfipravu mléka se

snizenym mnozstvim laktozy.

Pro upravu mléka byly vytvofeny gelové tutvary, slouzici jako filtr s obsahem laktazy,
potiebné pro rozlozeni laktdzy v protékajici tekuting. Praskova laktaza byla aktivovana
1% roztokem alginatu sodné¢ho a z vysledného roztoku (algindtu sodného a prasSkové
laktdzy) byly pomoci injekéni stiikacky vytvareny kapky, které dopadaly do 2% roztoku
chloridu véapenatého. Zde se kapky formovaly do gelovitych utvarl, pfipominajicich
kulicky.

Utvary byly nasledné jeden po druhém piesunuty do oteviené injekéni stifkacky v aparatuie
k ptefiltrovani mléka. Tato aparatura byla sloZena ze stojanu, oteviené injekéni stiikacky,
pryzové hadicky, svorek a kadinky.

100 ml mléka bylo postupné nalito do oteviené injekéni stiikacky obsahujici gelovité
kuli¢ky. Diky laktaze obsazené v téchto utvarech byla lakt6za v mléce postupné rozkladana.
Po prefiltrovani veskerého objemu byl do tekutiny vlozen papirek slouzici jako glukézovy
test. Tim bylo zji§téno, jaké mnozstvi glukdzy je v tekutiné ptitomno. Papirek byl vzdy
porovndn s papirkem z obycejného mléka (ktery glukoézu neprokazoval) a s papirkem
z industrialné upraveného mléka bez laktdzy, kde byla glukdza jasné pritomna. Tento proces
byl opakovan celkem sedmkrat, dokud nebylo u ptefiltrovaného mléka dosazeno stejného
vysledku jako u industridlné upraveného mléka, deklarujiciho pouze mizivy obsah laktdzy.

Cely postup prace je detailn€ popsan na nasledujicich stranach.
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5.1 Laboratorni priprava

5.1.1 Pouzité chemikalie

Pouzitymi chemikaliemi byly laktaza, alginat sodny (E401), chlorid véapenaty (E509)

a mléko.
Alginat sodny

Jednd se o sodnou sul kyseliny alginové bez chuti
a zépachu, oznacovanou jako E401. Toto aditivum, tedy
latka, ktera ovlivituje vlastnosti vysledného produktu se
pouziva pro svou viskozitu jako Zelirujici pfipravek,
stabilizator a zahuStovadlo. Z divodu své zelirujici
schopnosti byl alginat sodny pouzit pro vytvofeni gelu
s enzymem laktazou.

Pouzivén je pfedevsim v potravinaiském pramyslu a je
ziskavan z hnédych fas.

Obrazek 8: alginat sodny
(Foto autora prdace)

Alginat sodny je alergenem a na skore Skodlivosti zastupuje stupen 3, tedy stupeni oznacujici
aditivum jako nevhodné pro déti, alergiky, a osoby citlivé na chemické ptidavky.

Ma schopnost véazat se na stopové prvky, coz mize ovlivnit vstiebavani Zivin a nasledny

vznik nadymani. Rovnéz ma laxativni ucinky.

Piijatelnd denni davka pro dospélého, zdravého €loveka ¢Cini az 25 mg na 1 kg télesné

hmotnosti.
Chlorid vapenaty

Chlorid vapenaty, tedy ES09 je stejné jako alginat sodny
aditivem bilé¢ barvy. Jednd se o silné hygroskopickou
latku, tedy latku, ktera pohlcuje vodu. Pro tuto vlastnost
byla latka pfi procesu odstraiiovani laktéozy z mléka
pouzita, aby z roztoku alginatu sodné¢ho a enzymu laktazy
odstranila vodu a zbyly pouze nakapané kapky gelu
z injekeni stiikacky.

Toto aditivum se také pouzivad jako protispékava a
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Obrazek 9: chlorid vapenaty
(Foto autora prace)

zpeviijici latka. Je rovnéz schopné upravovat pH. Téchto vlastnosti se vyuziva

V potravinarstvi.

Na skore skodlivosti zastupuje stupent 1, coz je definovano jako latka, kterd se vyskytuje
v pfirod¢, ale je pfipravena synteticky. Vyjime¢né muze zpusobit srdecni, nebo zaludecni
obtize, avSak obecné se jednd o bezpecnou latku, kterd je vhodné jako pfisada do vétSiny

potravin.b
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5.1.2 Pomicky

Pouzity byly 2 injekéni stiikacky, pryzova hadicka, laboratorni stojan, svorky, kadinky,
véahy, ohfivaci plocha, kopistka, sitko, papirky na glukézovy test a vialky.

5.1.3 Postup prace

Do obycejn¢ho mléka byl vloZen papirek na
glukézovy test a totézZ bylo provedeno
s industridln€ upravenym mlékem bez laktozy.

7200 ml vody a 2 g alginitu sodného byl
pfipraven 1% roztok, ktery byl nasledné¢ za
stalého michani zahtivan 1 hodinu, aby se ve
vodé alginat sodny zcela rozpustil. Po uplynulé
dobé¢ byla naddoba s roztokem ze zdroje ohievu
odstavena a nechéna vychladnout.

Aparaturu byla sestavena podle obrazku. Je
slozena z laboratorniho stojanu, oteviené
injekéni stiikacky, pryzové hadicky, svorek
a kadinky.
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Obrazek 10:srovnani obsahu glukozy v
klasickém a bezlatozovém mléce *

Obrazek 11:1% roztok alginatu sodného *

1
C

C )

Obrazek 12: aparatura pro upravu mléka
(Vytvoreno autorem prdce v programu

ChemSketch)

* Foto autora prace



Pot¢ byl piipraven 2% roztok chloridu
vapenaté¢ho z200 ml vody a 4 g chloridu
vapenatého.

V kédince bylo rozpusténo 100 mg laktazy ve
2 ml vody a nasledn¢ fadné promichano.

Do roztoku laktazy bylo nalito 8 ml
vychladlého 1% roztoku alginatu sodného
a nasledné byl roztok promichan.

Nové vzniklym roztokem laktazy a alginatu
sodného byla naplnéna injekéni stiikacka
a pomalu byly pomoci ni vytvareny kapky,
které¢ dopadaly do 2% roztoku chloridu
vapenatého

26

Obrazek 13: 2% roztok chloridu vapenatého *

Obrazek 14:1% roztok laktazy *

Obrazek 15: roztok laktazy a alginatu
sodného *

Obrazek 16: vytvareni gelovitych utvarii *



Veskery objem kadinky byl prelit pies sitko, i 4
diky kterému byly zachyceny vznikl¢ gelovité ‘
utvary.

Obrazek 17: zachycovani gelovitych utvarii
do sitka *
Gelovité utvary byly nasledné jeden po druhém
pfesunuty do oteviené injekeéni stiikacky
v aparatufe.

Obrazek 18: plnéni injekcni strikacky
gelovitymi utvary *

Byl zahajen prvni proces postupného nalévani /)
100 ml mléka do oteviené injekcni stiikacky. .

Obrazek 19: viévani mléka pres gelovité utvary
v injekcni stitkacce *

* Foto autora prace

Do pfefiltrovaného mléka byl vlozen konec papirku na glukézovy test, ktery byl nasledné
porovndn s testem v klasickém i bezlaktézovém mléce.

Cely proces byl opakovan, dokud test neodpovidal testu mléka bez obsahu laktézy (s
uvedenim minimalniho mnozstvi laktdzy na svém obalu)
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Obrazek 20: glukozovy test obycejného mléka
— nepritomnost glukozy *

..",'

t po 2. uprave mléka * Obrdazek 23: glukozovy test po 3. upravé mléka *
k| . 5

Obrazek 26: glukozovy test po 6. upravé mléka * Obrdazek 27: glukézovy test po 7. ‘dpravé mléka *

* Foto autora prdce
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Obrazek 28: srovnani glukozovych testi *

Obrazek 29: srovnani glukozovych testit industrialne pripraveného bezlaktozového mléka a laboratorné
pripraveného mléka bez laktozy *

* Foto autora prdace
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6 ANALYZA TEKAVYCH LATEK POMOCI SIFT — MS

6.1 Princip metody SIFT-MS

Analytickd metoda, nazyvana hmotnostni spektrometrie v proudové trubici s vybranymi
ionty SIFT-MS (zkratka z anglického: selected ion flow tube mass spectrometry), je zalozena
na chemické ionizaci molekul pfitomnych v plynném vzorku za pomoci prekurzorovych
(primarnich) iont béhem ptedem definovaného reakéniho Casu.

Ze smési vodni pary a vzduchu jsou v iontovém zdroji vytvareny kladné nabité ionty.
Pomoci prvniho kvadrupdlového hmotnostniho filtru je vybran jeden druh iontu nazyvany
prekurzor. Vybrany iont je vhanén do proudové trubice, kudy proudi nosny plyn helium.
Sledovany vzorek, kterym muze byt pravé vydech, je pomoci vyhiivané kapilary také
vhanén do trubice obsahujici prekurzory a nosny plyn. Zde dochazi k chemické ionizaci
molekul analytu, které jsou pivodné neutrdlni. Pfi tomto procesu jsou vytvareny ionty
charakteristické pro dany analyt pfitomny v analyzovaném vzorku. Vzniklé ionty jsou po
priachodu dal$im kvadrup6lovym hmotnostnim spektrometrem detekovany nésobicem.
Nasledné& pocita¢ zpracovava vysledné spektrum.?’

vyhfivana
. kalibrovana
vzorkovanyl

/ kapilara
hmotnostni filtr l
ﬁT l — proudova trubice | [ [1] %
—
T ©

¢ rotaéni l l
turbomolekulami vjvéva turbomolekulami

vyvéva nosny plyn vyvéva
helium

hmotnostni spektrometr

I
[

|
I

mikrovinny
rezonator

voda

vzduch

Obrdzek 30: princip metody SIFT-MS (Archiv UFCHJH)

Obrazek 31: pristroj zpracovavajici metodu SIFT-MS (Archiv UFCHJH)
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6.2 Méreni latek v headspace mlécnych vyrobki

Tekavé latky ptitomné v ,,headspace* (prostor nad analyzovanou latkou v uzaviené nadobg)
10 riznych mléénych vyrobki byly skenovany v modu nazyvaném full scan (viz. obrazek
33). V tomto ptipad¢ hmotnostni spektrometr analyzuje vSechny ionty v zadaném intervalu
m/z (pomér hmotnosti ku naboji) a ve vysledku vznikaji hmotnostni spektra.

20 ml mlééného produktu bylo pfesunuto do sklenénych vialek a full scany v rozsahu
10 - 150 m/z byly zaznamenavany.

Obrazek 32: 10 testovanych mlécnych vyrobkii (Foto autora prace)

Z fyzikalnich parametrt, kterymi jsou teplota a tlak v proudové trubici, rychlost ¢erpani
vakuového systému a rychlost pritoku vzorkovaciho plynu, je mozné spocitat rychlost
proudéni nosného plynu pro danou proudovou trubici. V piipadé¢ znamé délky trubice je
mozné zjistit reakéni ¢as chemické reakce prekurzorového iontu s molekulou plynného
vzorku. Absolutni koncentrace t€kavych latek ve vzorku se stanovi za pouziti kinetické
knihovny, ve které jsou uvedeny rychlostni koeficienty reakce iontu s molekulou
a molekulové hmotnosti hlavnich produkti reakce.

Ptikladem kinetické knihovny pro reakci acetonu s iontem H3O" je uveden na obrazku 33.
Koncentrace je vyjadiena v jednotkach ppb (z anglického ,,parts per billion®), které se
pouzivaji pro vyjadieni stopovych koncentraci a vyjadiuji pocet Castic latky na jednu
miliardu ¢astic plynu. Vypocet probihd automaticky pomoci specidlniho softwaru. Na
obrazku 34 jsou porovnany vysledné koncentrace vybranych tekavych latek vSech
studovanych vzorkl. Vysledky budou nasledné popsany v ¢asti diskuze.
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Obrazek 33: priklad hmotnostnich spekter ve formé full scanu (Zaznam meéreni metodou SIFT-MS)
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7  STANOVENI
V DECHU
7.1 Dobrovolnici

KONCENTRACE

TEKAVYCH LATEK

Dech 4 dobrovolnikli rizného véku i té€lesnych proporci byl méfen nejprve bez poziti
jakékoli potravy, ¢i napoji, poté po podani 200 ml klasického mléka a pfi tfetim méfeni,
bylo dobrovolniku poddno 200 ml industridln€ upraveného, bezlaktézového mléka.

Dobrovolnik Pohlavi Vék Viaha Vyska BMI
1 zena 18 47 kg 163 cm 17,69
2 zena 39 72 kg 171 cm 24,63
3 muz 29 74 kg 170 cm 25,61
4 muz 44 83 kg 182 cm 25,06

7.2 Protokol méreni dechu

Testovany jedinec byl po obezndmeni cile a metod a nasledném podepsani informovaného

souhlasu (viz. pfiloha) zarazen do studie, ktera je soucasti praktické ¢asti této prace.

Kazdy dobrovolnik pouzival individudlni papirovy ndaustek, ktery byl nasazen na konci
vyhfivané trubice, propojujici tsta dobrovolnika s pfistrojem. Pfistroj umoziuje sledovat

hladiny vybranych tékavych latek v redlném case.

ppb T T T : T : X T T Ir" T
107 i
106 L dimethyl sulphide 34 ppb | 43 ppb | {46 ppb
© carbon disulphide 103 ppb 73 ppb | 86 ppb !
ol isoprene 61 ppb i 84 ppb | i 62ppb !
07 ) : N i :
: v\ E/ E\\ E //\7/:“\
10t N methan‘e ‘[\ v 48 ppm \ ‘/\ ;/ 65 ppmi \ i (37 ppm : \\\ A
E\ | \ f v ! v
: \ | : | | ] :
10° ¢ ?Cetqhe‘ J ‘\ (\ }‘\ || ‘1 | | i 574 ppb | || f \ / 560 ppb \ | f ¥ f 536 ppb! “
El | | | H | 5 : i
r e‘?mm d [ | 97 ppb
102: \
ANy
| | |
o £ ) L
520

Obrazek 35: znazornéni 1 série 3 vydechii dobrovolnika 1 (Zaznam méreni dechu dobrovolnika 1)
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Na obrazku 35 jsou znazornény tii vydechy dobrovolnika ¢islo 1 (barevné odliSené Sedou
barvou) a pozadi laboratorniho vzduchu mezi nimi. Koncentrace sledovanych latek je
spocitana pro kazdy jednotlivy vydech. Z téchto tfi vydechii je nasledné vypocitana
pramérnd hodnota, a ta je zaznamenana pomoci barevné tecky do grafu (viz. obrazek 37).

V prvni fazi experimentu byl dech dobrovolnikd monitorovan béhem pftiblizn€ 2 hodin. Pied
provedenim meéfeni nebyla testovanému jedinci podana zddné potravina ani tekutina. Ani
béhem meéteni testovany nic nekonzumoval. Timto byly stanoveny bézné hladiny latek pro
jednotlivé dobrovolniky a jejich vyvoj v Case.

Nésledné byl monitorovan vliv poziti mléka (klasického s obsahem laktozy
i bezlaktozového) na koncentraci vybranych latek v dechu dobrovolniku.

Z tohoto diivodu byl kazdy jedinec pozadan o 3 vydechy do pfistroje zpracovavajici metodu
SIFT-MS nejprve pred pozitim mléka. Nasledné mu bylo nabidnuto 200 ml klasického
mléka a pfi dal$im méfeni mu bylo podano rovnéz 200 ml mléka v jeho odlaktézované
uprave. Dech byl pokazdé monitorovan néasledujicich 90 minut s intervalem 5-10 minut mezi
trojici vydechu.

7.3 Stanoveni bézné koncentrace latek v lidském dechu

V prvni fazi méfeni byly stanovovany bézné koncentrace latek v dechu dobrovolnik,
pfi¢emz jim nebylo po dobu métfeni podano nic ke konzumaci. Primérné hodnoty kazdého
dobrovolnika pro jednotlivé latky byly zaznamenény a nésledné srovnany s koncentraci
latek u dalSich testovanych jedinc. Na obrazku 36 jsou porovndny prumérné hodnoty
vybranych tékavych latek vSech dobrovolniki, kde je jasné patrna variabilita latek v dechu
jednotlivych pozorovanych jedincti. Koncentrace methanu je vyrazn€¢ vyssi, ztohoto
diivodu, je tato latka separovana od ostatnich vysledkii.
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Obrazek 36: stanoveni béznych hodnot vybranych latek v dechu dobrovolnikii
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7.4 Ovlivnéni hladiny latek v dechu po poziti mléka

Odlisny den probihalo méfeni latek v dechu po poziti klasického kravského mléka
s obsahem lakt6zy. Testovany dobrovolnik byl pozadan o 1. sérii 3 vydecht a poté mu bylo
podano 200 ml mléka, které vypil. Po 5 minutach byl pozadan o dalsi sérii 3 vydechii. Série
vydechtl provadél zhruba po 5-10 minutach po dobu pfiblizné 2 hodin. Nésledné byly jako
pfi pribéhu 1. métfeni dechu bez konzumace mléka stanoveny pramérné hodnoty pro
jednotlivé série vydechtl a ty byly nésledné¢ zaznamenany (v podobé¢ tecky) do grafu, ktery
znazornuje zmény koncentrace latek v dechu v prubéhu Casu.

1000 350

%0 r Dobrovolnik 1 300 - Dobrovolnik 2
800 |
700 | L

—&—aceton

600 —o— dimethylsulfid

500 karbondisulfid

400 amoniak

300 |+ —&—isopren L
200

——— o —o—— o @ o o9 |

NN
8 8

koncentrace, ppb
1
G
o

koncentrace, ppb

g

o
=3

o

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
time, min time, min
500 500
150 | Dobrovolnik 3 450 | Dobrovolnik 4
400 400
o 350 o350 |
. \._/'/O_V—"_'—\o =
2 300 /./0\_,/"_‘\ % 00 |
g 8
€250 ¢ S50
o c
g 200 Sawof, e
L L
150 150

100 100
% > ._,./~F\o——o\,/”_\.

0 e—e o——8 ——9—go P P P — — -

— 0 Lo——s o—— — o .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
time, min time, min

Obrazek 37: série 4 grafii zaznamenavajici zmeény hodnot latek v dechu dobrovolnikii
po poziti klasického mléka

KLASICKE MLEKO

Rozdilné pocatecni hodnoty latek ve srovnani s prvnim testovanim jsou pravdépodobné
zpusobeny odlisSnym stravovanim pted métenim.

U vSech latek kromé& amoniaku nebyly po poziti mléka pozorovany vyrazné zmeény.

Proces treti faze méteni tykajici se testovani dechu po poziti bezlaktozového mléka probihal
totozné jako pfi pfedeslém meéteni s klasickym mlékem s obsahem laktézy. Znovu byl
dobrovolnik pozddan o tfi vydechy a nésledn¢ mu bylo podidno 200 ml industridlné
upraveného mléka bez laktozy, po jehoz vypiti provadél série 3 vydechtl do ptistroje po dobu
pfiblizné 2 hodin s 5 — 10 minutovou pauzou mezi sériemi. Jako pfi pfedeslém méteni byly
vysledky vyhodnoceny a zaznamenany do grafu.
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Obrazek 38: série 4 grafii zaznamenavajici zmény hodnot latek v dechu dobrovolnikii
po poziti bezlaktozoveho mléka

BEZLAKTOZOVE MLEKO

Vysledky testovani zmén koncentraci latek v dechu po poziti bezlaktézového mléka rovnéz
neprokazuji vyraznéj§i zmény. Pfi 3. méfeni s bezlaktozovym mlékem miizeme sledovat
zmény v hladinach koncentraci u isoprenu. Je pravdépodobné, ze testovany jedinec nebyl
béhem méteni v klidu a vyvijel mezi sériemi vydechti n¢jakou fyzickou aktivitu, tento
vysledek vSak neni mozné ptisoudit poziti bezlaktozového mléka.

U hladin koncentraci amoniaku doslo u vSech testovanych jedinct po poziti obou typt mlék
k pomérné vyraznému poklesu a naslednému narastu.
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8 DISKUZE

Pii procesu odlaktozovani klasického polotu¢ného kravského mléka byl po sedmindsobném
opakovani prolévani mléka pres gelovité Gitvary obsahujici aktivovanou laktazu zaznamenan
stejny vysledek gluk6zového testu jako u komeréné dostupného bezlaktézového mléka, kde
vyrobce zarucuje minimalni vyskyt laktozy. Toto testovani vSak neni mozné prohlasit za
jasné prokazujici Giplnou eliminaci laktdézy v mléce a nebylo by ho tudiz mozné pouZit pro
testovani vyrobku urceného pro zdkaznika. Z ocividného nartstu gluk6ézy v mléce se vSak
da predpokladat vyrazné sniZzeni obsahu laktézy, kterd byla diky laktdze rozlozena na
glukozu a galaktozu.

V casti zabyvajici se testovanim 10 mléénych vyrobki, byly pozorovany zmény hodnot
vybranych latek mezi klasickymi produkty s obsahem laktozy a jejich odlaktézovanymi
formami a nasledné bylo zjiStovano, zda-li je pomoci metody SIFT-MS mozné detekovat
rozlozenou laktézu v produktu. Z divodu Sirokého spektra vysledkii bylo stanoveno, ze na
celkovy obsah latek v mlécnych produktech ma vliv mnoho faktorii, a tudiz neni pouzitd
metoda idedlni pro identifikaci mlé¢ného cukru v potraving. Vznik alkoholl, estert,
a tékavych kyselin identifikuje bakteridlni aktivitu v mléce, pfiCemz slozeni bakteridlni
populace ovliviiuje zastoupeni tékavych latek v headspace. Rust koliformnich bakterii v
mléce je spojen s vysokymi hladinami ethanolu, zatimco tvorba sloucenin, jako je
acetaldehyd souvisi s ristem bakterii mlé¢ného kvaSeni (napf. Lactococcus lactis).?*
Aldehydy vyznamné pfispivaji k intenzit¢ aromatu v mléce, které proslo procesem
fermentace (napf. jogurt). Pocatecni koncentrace acetaldehydu byly ve srovnani s jogurtem
pfipravenym z koziho mléka vyssi u jogurtu, ktery byl pfipraven z kravského mléka. Jak je
uvedeno v praci?? rozdilna hodnota acetaldehydu v kravském a kozim jogurtu je zpisobena
inhibici threonin-aldolazy glycinem.

V konec¢né casti testovani dechu dobrovolnikli byly metodou SIFT-MS stanoveny b&zné
hodnoty koncentrace vybranych latek pro dobrovolniky. Rozdilné hodnoty v dechu
latek, jako je dimethylsulfid, sirouhlik a isopren nebyly shledany veliké rozdily mezi
hodnotami dobrovolnikd. V lidském dechu se vyskytuji ve stopovém mnozstvi. Hladina
acetonu v dechu znazorfuje rychlost metabolismu (ktera je mimo jiné spojovana s vékem,
vahou a vyskou ¢lovéka). Toto tvrzeni potvrzuje testovany jedinec 1, jehoz BMI (tedy index
metabolismu teoreticky nejvyssi. Primérna hodnota acetonu v dechu dobrovolnika 1 je
v porovndni s ostatnimi testovanymi jedinci zdaleka nejvyssi. ZvySeni acetonu v dechu
mize byt rovnéz ukazatelem hladovéni pfed provedenim testovani dechu, aplikovani
ketogenni diety, ¢i neléeného diabetu.?-3%3! Mnozstvi acetonu v dechu testovaného jedince
1 je i pres vyssi hodnoty stile v normé (ta je uddvana v rozmezi od 100 do1000 ppb).3!
Mnozstvi amoniaku v dechu je ovlivnéno slozenim bakteridlni populace v tstech
testovan¢ho. Amoniak je vytvafen pravé v tstech predev§im bakterii Helicobaceter pylori.
Hladiny hodnot methanu v dechu jsou zptisobeny slozenim bakterialni populace v travicim
traktu ¢lovéka, a tudiz by mohly teoreticky slouZit jako ukazatel laktozové intolerance u lidi,
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v jejichz stfevech se misto bakterii tvoficich po reakci s nerozstépenym mléénym cukrem
vodik tvofi pravé bakterie, které po totozné reakci tvori namisto vodiku methan.?%-30-3!

Pti pozorovani hodnot vétSiny vybranych latek v dechu po poziti mléka nebyly zaznamenany
vyrazné zmény. Jedinou latkou, kde doSlo k vyraznéjSim zménam byl amoniak.
Bezprostfedné po poziti mléka (klasického i1 bezlaktozového) doslo k poklesu hodnot této
chemické latky a naslednému nartstu. Jak je ve studii?>’ popsano, pokles miize byt zpiisoben
zvySenim prokrveni portalniho krevniho ob&hu, kdy jatra tésné¢ po konzumaci potraviny
spotfebovavaji amoniak. Nasledny narist amoniaku v dechu je podle studie?’” zapfi¢inén
dusikem v mlécné bilkoviné, ktery se ve form& aminokyselin pendsi do jater a nasledné se

diky krevnimu ob&hu projevi v dechu ve formé& amoniaku.?’
9 ZAVER

V ramci praktické ¢asti prace se v laboratornich podminkéach povedlo pfipravit bezlaktozové
mléko a za pomoci testu indikace glukozy potvrdit stejny vysledek jako u komeréné
dostupného produktu. S ohledem na stupeni Skodlivosti alginatu sodného, ktery dosahuje
hodnoty 3, tedy aditivum nevhodné pro déti, alergiky, a osoby citlivé na chemické piidavky
a rovnéz na pocet nutného opakovani filtrace mléka, neni tato varianta zbaveni laktozy
idedlni a je mozné prohlésit koupi komeréné upraveného vyrobku za vyhodné;jsi.

V dalsi casti byly za pomoci metody SIFT-MS studovany tékavé latky v headspace
mlécnych vyrobkl a nasledné pozorovéany rozdily mezi fermentovanymi a pasterovanymi
vyrobky. Rovnéz byl analyzovan i odliSny druh mléka ve formé koziho jogurtu.

V lidském dechu byl pozorovan vliv poziti mléka na hladiny vybranych latek v dechu. Latky
byly pozorovany v dechu dobrovolnikii, ktefi pfedem souhlasili stimto vyzkumem
a podepsali informovany souhlas pro provedeni tohoto méfeni. Tento informovany souhlas,
ktery je v této praci zafazen do piiloh, bude po dobu 5 let uchovan v Ustavu fyzikalni chemie
Jaroslava Heyrovského v Praze, kde vyzkum probihal. Jedinou latkou, kterd u vSech
vykazovala podobné vysledky byl amoniak, u néhoz doslo po konzumaci mléka k poklesu
a naslednému nartstu.

Podle studie vypracované v této praci je mozné prohlésit, Ze laktéza nema vliv na vybrané
latky v lidském dechu.
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