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ABSTRAKT

Celiakia sa zarad’uje k tzv. autoimunitnym ochoreniam, ktorej lieCba spociva v absolitnom
dodrziavani  bezlepkove] diéty. Nakolko sa lepok pouziva vznaCnej] miere
vo vSetkych sférach vyroby potravin, dodrziavanie skutocne striktne bezlepkovej stravy mdze
byt pre celiatika tazké. Taktiez vyrobky vhodné pre pacientov trpiacich tymto ochorenim
si zvacSa financne narocné. V neposlednom rade pacienti tym, ze prejdi na vyhradne
bezlepkova stravu sa ochudobiuju o ddlezité nutricné komponenty. Z tohto dovodu rastie
zdujem o inovaciu takéhoto typu vyrobkov ako za uclelom zvySenia ich nutriénych,
technologickych, ale i organoleptickych vlastnosti.

Cielom predkladanej diplomovej prace bolo v prvom kroku vypracovat literarnu reSers§
zoblasti celiakie aalergénu gluténu, respektive jeho konkrétnej casti gliadinu.
V experimentalnej Casti bola pozornost’ upriamena najskor na hydrolytické Stiepenie Skrobu,
priCom substratom bol sterilizat pSeni¢nej muky a vody, v ktorého $pirdle je inkorporovany
prave glutén. NajlepSiu schopnost’ degradovania Skrobovych zfn mala kombinacia enzymov
MT3K a GLUAMK v 0,1 % koncentracii po dobu posobenia 4 hodiny, Ccomu nasvedcuje
znizenie obsahu Skrobu z pdvodného mnozstva 72,65 % na vyslednu koncentraciu 29,00 %.
Dalsim bodom prace bolo pdsobenie rdznych protedz, za utelom zniZenia mnozstva gliadinu
pod hodnotu 20 ppm na kilogram produktu. NajnizS§ia hladina skumaného alergénu
(10,79 ppm/kg) bola zaznamenand pri enzymatickej kombindcii exoprotedzy Flavourzyme
(0,1 %) a endoprotedzy Neutral Protease (0,1 %) po 7. hodine hydrolytického pdsobenia.

Zéaverom diplomovej priace bolo pripravenych viacero alternativ bezgluténovych chlebov
a prostrednictvom senzorického hodnotenia posddené ich vlastnosti farby, vone a chuti,
pre predikciu umiestnenia vyrobkov na komerc¢ny trh.

KLUCOVE SLOVA: celiakia, bezlepkovd diéta, elutén, gliadin, enzym



ABSTRACT

Celiac disease is attributable to autoimmune diseases, where treatment is based on absolute
respect for gluten-free diet. As the gluten used widely in all areas of food production, strict
adherence to a gluten-free diet really can be difficult for people with celiac disease. Products
suitable also for those suffering from the disease are usually expensive. Finally, patients
that undergo exclusively on a gluten-free diet are robbing the important nutritional
components. Therefore, interest in this type of products innovation enhance
as to the nutritional, technological, as well as organoleptic properties.

The aim of this final thesis was to draw up literature review of the celiac disease
and gluten allergen, or his particular part of gliadin. In the experimental part, attention was
focused on the first hydrolytic cleavage of starch, the substrate was sterilized wheat flour
and water, where is incorporated spiral just gluten. The best ability of degrading the starch
grains, the combination of enzymes and MT3K and GLUAMK concentration of 0, 1% over
4 hours of action, as indicated by a reduction in the starch content of the original amount
of 72,65 % at a concentration of 29,00 %. The next item of work distribution used different
proteases, to reduce the amount of gliadin to below 20 ppm per kilogram of final product.
Low levels investigated allergen (10,79 ppm/kg) recorded by the enzyme combination
exoprotease Flavourzyme (0,1 %) and endoprotease Neutral Protease (0,1 %) at 7 hours
hydrolytic action.

The conclusion of the thesis was prepared several alternatives gluten-free breads
and through sensory evaluation assessed the characteristics of color, aroma and taste
to predict the location of the products on the commercial market.

KEY WORDS: celiac disease, gluten free diet, gluten, gliadin, enzymes
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1 UVOD

Hoci je pSenica zaklad T'udskej stravy, mnohi nutri¢ni odbornici argumentujt, ze l'udia nie
su vyvinuti pre jej spravne stravenie. Tvrdia, ze imunitna reakcia na cudzie proteiny v pSenici
moze viest k sérii symptomov, ktoré sa ndsledne prejavia réznymi ochoreniami. NajCastejSim
ochorenim spojenym prdve s touto ideou je celiakia.

Celiakia (CD) je definovand ako autoimunitné ochorenie, ktorévznikd posobenimgluténuu
geneticky predisponovanych jedincov.Jednd sa o poruchu metabolizmu gluténu, kedy vzikaji
jeho toxické latky poskodzujuce sliznicu tenkého Creva. U jedincov trpiacich tymto ochoreni
dochadza v dosledku tvorby tychto latok k strate klkov tenkého cCreva a ndslednym
zmenSenim absorpéného povrchu. NelieCena celiakia moze viest k malnutricii a dokonca
az k rakovine tenkého Creva.

V roku 2008bola na Slovensku vyhotovend poslednd §tudia tykajica sa prevalencie
celiakie. Na ochorenie celiakia bolo diagnostikovanych iba 7930 l'udi, Co je pomer vyskytu
1:677. Avsak trend vyskytu ochorenia je stale narastajici, pricom celiakia moze postihovat
l'udi vSetkych vekovych kategorii. Z tohto dovodu problematika celiakie je vysoko aktudlna.

V stcasnosti  jedinou efektivnou liecbou tohto ochorenia je striktné dodrziavanie
bezlekovej diéty. Nakolko glutén sa moze okrem samotnych pekéarskych vyrobkov
vyskytovat’ taktiez v skrytej forme ako aditivum v rdéznych potravinach, dodrziavanie Cisto
bezlekovej diéty je tazké. Naviac, celiatické vyrobky su Castokrat vel'mi finan¢ne naro¢né.
Taktiez bezlepkova strava je Casto ochudobnend o nutricne doélezité zlozky, vdaka Comu
celiatici mozu trpiet’ na nedostatok doélezitych latok. Preto je predmetom zaujmu komunity
celiatikov vyvin novych vyrobkov, ktoré by im poskytovali dostatok vyzivovych latok.
Zaroveni by dané produkty mali dobré organoleptické vlastnosti a v konecnom ddsledku
aj prijatel'nu cenu.

Skuto¢nosti spominané vyssie iniciovali vznik predkladanej diplomovej prace,
ktorej predmetom bola hydrolyza gluténu v pSeninej muke. Cast’ prace je taktie? venovand
naCrtu pripravy inovovanych pekarskych vyrobkov aich senzorickému posideniu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 PSenicny glutén

Obilniny ako majoritnd surovina v ludskej vyzive tvoria zaklad potravinovej pyramidy
(Obréazok 1). K najviac pestovanym obilninam na celom svete patri pSenica. Tvori priblizne
20 % z celkového energetického prijmu. Je zdrojom rdznych prospesnych latok vratane
minerdlov a vitaminov [1]. Khlavnym nutriénym zlozkam nachadzajucich sa v pSenici
su sacharidy, proteiny, aminokyseliny, lipidy a vldknina.

TUKY

Konzumovat
zriedkavo
oleje, sladkosti, cukor

-~

MUEKO | MASO
2 -3 porcie

2-3 porcie | hydinag, orechy,
jogurty, syry | vajcia, fazula, ryby

ZELENINA | OVOCIE
3 3-5 porcii | 2-4 porcie
mrkva, zemiaky, brokolica | pomarance, jablka, kiwi,
paprika, paradajka | jahody, mandarinky, banany

V. OBILNINY A SKROBY

\'\
/./ 6—11 porcii \
/ chlieb, cerealie, ryZa, cestoviny, pecivo, kukuricné lupienky, suchare, \
/ ovsené viocky \

Obrdzok 1: Vzor potravinovej pyramidy vhodny pre zdravii vyZivu[2].

K majoritnym  proteinom  pSenice patri glutén resp. lepok [3]. Glutén
je sudrzna hmota, ktora zostane ked sa cesto premyje po odstraneni Skrobu (Obrdzok 2).
Je to komplex roznych zloziek pritomnych ako monoméry, oligoméry a polyméry.PSenicny
lepok je zmes dvoch hlavnych bielkovin, rozpustny gliadin a nerozpustny glutenin,
ktoré sa navzijom od seba odliSujd v rozpustnosti vo vodnych alkoholoch.
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Obrdzok 2: Chemickd Struktira gluténu|3]

Gliadiny (Obrazok 3) su najmid monomérne proteiny s molekulovou hmotnostou
28 - 55 kDa, =zatial Co gluteniny su agregované proteiny spojené pomocou
medziretazcovychdisulfidovych vézieb s molekulovou hmotnostou asi 500 az 10.000 kDa.
Po redukcii disulfidovych vézieb, podjednotkygluteninu vykazuji rozpustnost vo vodnych
alkoholoch rovnako ako gliadinové [4].
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Gliadin

Molecular Formula: C2eH41N70s

Obrdzok 3: Gliadin[4]

Nazov lepok bol pdvodne pouzivany pre oznacovanie pSenicnych proteinov, no stale viac
sa pouziva ako termin pre prolin-glutaminy, bohaté na proteiny z pSenice, jaCmena, raze
a ovsa[5]. Proteiny gluténu hraju dolezita ulohu v kvalite miky. Maji za ndsledok kapacitu
absorpcie vody, sudrznost, viskozitu a elasticitu cesta [4]. K jeho vlastnostiam patri zvySenie
pevnosti muky co je priaznivy ukazovatel pri peCeni resp. ma dobré texturaéné vlastnosti.
Avsak jeho minimalna rozpustnost vo vode pri neutralnom pH obmedzuje jeho dalSie
uplatnenie v potravinarskej[3]. V pSenici sa lepok skladd z gliadinu, gluteinu a Ciastkovych
komponentov. V gliadine je mozné proteiny rozdelift na o-, y-, a o-gliadiny, zatial
¢o gluteninové proteiny sa rozdeluju na zdklade vysokej (HMW) a nizkej molekulove;j
hmotnosti (LMW) [5]. V jednej odrode pSenice existuje niekolko 100 rdznych typov
bielkovin, z ktorych mnohé sa liSia iba tym, ze maji niekol'ko rozdielnych aminokyselin.
Vysoky obsah prolinovych zvySkov robi proteiny gluténu obzvlast odolnymi proti
gastrointestindlnemu trdveniu[6]. Tieto frakcie obsahuji vysoké mnozstvo hydrofobnych
aminokyselin. Gliadiny sd jednoduché peptidové retazce, ktoré st pospajané
6 alebo 8 cisteinovymi zvySkami tvoriacich vzajomne disulfidové vizby. Na druhej strane
gluteniny su velké proteiny, ktoré su tvorené polypeptidovym retazcom prepojenym
disulfodovymi vizbami [7].

Avsak u geneticky vnimavych jedincov glutén, respektive jeho konkrétna Cast' gliadin,
je aktivatorom imunitnych reakcii v sliznici tenkého Creva. Ochorenie sa nazyva celiakia [8].
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Klinické pozorovania naznacuju, ze proteiny lepku uinych obilnin ako je ja¢men a raz
su tiez toxické pre celiatikov [6].

Vseobecne plati, ze ovos je bezpeény pre celiatikov. Pri poslednej spominanej ceredlii
je dlhodobo vedena diskusia vo vedeckych kruhoch, nakol'ko mé niz§i obsah prolaminu
ako ostatné tri obilniny avSak za istych okolnosti vykazuje toxické ucinky pre celiatikov.
Toxicita ovsa je pozorovana ako dlhodoba, pricom k nej dochddza po kontamindcii s vysSie
uvedenymi obilninami pSenice, raze a jaCmeria. Bez ohl'adu na to, vacSina krajin ovos zahriia
medzi obilniny nevhodné pre celiatikov [9].

2.2 Neznasanlivost’ gluténu — celiakia

Celiakia patri k jednej z najCastejsie sa vyskytujucich gastrointestinalnych poruch na celom
svete. Oznacuje sa ako autoimunitndenteropatia alebo zapalové ochorenie tenkého Creva
u geneticky vnimavych jedincov. Sposobuje trvali neznasanlivost' lepku (gluténu), ktory
sa nachadza predovSetkym v pSenici, jaCmeni a razi. Vysledkom takejto imunitnej odpovede
je atrofia klkov tenkého Creva ¢o nasledne vedie k jeho disfunkcii [8].

> Historia ochorenia

Prvé zname opisy symptoémov ochorenia v sulade s celiakiou boli vd’aka gréckemu
lekdrovi Aretaeusovi v 2. storo¢i. V 19. storo¢i Samuel Gee a d’alsi lekari d’alej definovali
priznaky a charakteristiky ochorenia, priCom ponukli aj rdzne predstavy o liecbe.
AvSak az Willem Karel Dicke bol prvy, ktory pocas 2. svetove] vojny rozpoznal vyznam
odstranenia ,,pochybnych® obilnych zfn zo stravy celiatikov, zatial co John W. Paulley
popisal v roku 1940 histologické zmeny v tenkom cCreve suvisiace s celiakiou [10].

Prvy objav zaoberajici sa ochorenim s konkrétnymi markermi HLA a pre glutén Specifické
T lymfocyty sa konal v roku 1980 nasledovany rokom 1990. Zakladom tychto vyskumov bolo
objavenie tzv. HLA markerov, ktoré st antigénmi pre Specialnu triedu II l'udskych leukocytov
a poskytujui asi 40 % genetickd predispoziciu pre potravinovud intoleranciu. Tieto proteiny
pdsobia na povrchu buniek a spolu s antigén-prezentujucimi bunkami uruji nachylnost
k celiakii tym, ze su pritomné imunogénnepeptidy lepku v Specifickych T bunkach tenkého
¢reva. Kym pritomnost HLA proteinov je sice pre rozvoj ochorenia nevyhnutna, samotna
genetickd vybava jedinca prispieva ku genetickému riziku vzniku choroby [10].

> Prevalencia ochorenia

V minulosti bolo toto ochorenie povazované za zriedkavé. Postupné ziskavanie novych
poznatkov o problematike viedlo k zdveru, ktory upravoval povodnd ideu ojedinelosti
vyskytu, avSak este stale nezachytaval skuto¢nu podstatu.

V sucasnosti je odhad vyskytu celiakie celosvetovo 1 %, pricompostihuje Iudi vSetkych
vekovych kategérii. Medzi Cinitele podmieniujice prejav choroby patria zivotné prostredie
a taktiez genetické a imunologické faktory. U tych, ktori si geneticky nachylni, expozicia
lepku moéze vyvolat a vrodené a adaptivne imunitné odpovede [11].
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Z geografického hl'adiska sa toto ochorenie vyskytuje najviac v Eurépe, nasledne v Spojenych
Statoch americkych. I ked’ je stale menej Casta u Afroamericanov, Hispancov a Aziatov, i tam
je  vposlednej dobe evidovany ndrast pacientov s intoleranciou  lepku,
¢o nasvedcuje tomu, ze ide o celosvetovy problém [12].

»  Charakteristika ochorenia a sicasna terapia

Niektoré kroky celiakie a jej patogenézy su stdle nejasné. Je zrejmé, ze glykoproteiny
DQ2 typu HLA II a / alebo DQ8 haplotypov, spdsobuju po poziti peptidov z pSenicnej muky
nenormdlnu Thl-riadent imunitni reakciu, ktora sa nakoniec obrati az do autoimunitne]
reakcie. Za takato odpoved zodpovedaju tkanivové transglutamindzy typu 2 (TG2, tiez
oznacované tkanivové transglutaminazy, tTG). Rozhodujice pre expanziu celiakie + T-buniek
je prezentiacia malych lepkovych peptidovych fragmentov na molekuly HLA. Tieto peptidy
maju podobné aminokyselinové sekvencie, bohaté na glutamin a prolin, a obsahuji aj r6zne
aminokyselinové zvysky napriklad tyrozin alebo fenylalanin. Vzhl'adom na vysoky obsah
prolinu v peptidoch§tiepenych enzymaticky v ¢revnom lumene a dostatocné percentudlne
zastupenie zvyskov glutaminu (s 30 %), su vhodnym substratom
pre transglutamindzu. Enzymatickd dprava lepku prostrednictvomtransglutamindzy a lyzinu
brani tvorbe imunologickych ucinkov, ¢o udava novy smer pre alternativnu terapiu pacientov
trpiacich celiakiou [13]. Stupeni celiakie sa charakterizuje tzv. Marshovou stupnicou
(Obrézok 4.), ktora rozdel'uje intestinalne 1ézie do 3 skupin a to na infiltra¢né, hyperplastické
a deStruktivne [14].

Marsh typ 0 Marsh typ 1 Marsh typ 3

Obrdzok 4: Schematické znazornenie etdp crevnych lézii pri celiakii podla Marsha.

Jedinou ucinnou liecbou pre tych, ktori trpia celiakiou je prisna celozivotna bezlepkova diéta.
Bezlepkova diéta charakterizovand ako spdsob lieCby celiakie, ktora pacientovi
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zamedzuje potravinovy kontakt s alergénom, teda lepkom. Inymi slovami, vSetky vyrobky
z muky pSenice, jaCmenia, raze a aj z ovsa su pri stravovani neprijatené [9].

»  Vyziva celiatikov

Dodrziavat' skutocne striktne bezlepkovu stravu je tazké, nakolko glutén sa pouziva
v znacnej miere vo vSetkych sférach vyroby potravin. Predstavuje to istu vyzvu pre pacientov,
ktorej obtiaznost’ zavisi aj od veku celiatika, nakol'ko prechod na tato diétu u dospelych byva
zlozitejsi [9]. Po prechode pacienta na bezlepkovu stravu sa Casto naskytnu otazky, kde vSade
sa lepok nachddza. Glutén je prevazne uvadzany iba ako sucast cerealii, chleba a cestovin.
Mnohé potraviny, ktoré nemajui s obilninami priamo ni¢ spolo¢né, obsahuju stopy gluténu.
Ide o koreniny, omacky, marinady, polievky, polotovary, mésové vyrobky, jogurty,
zahustovadla a rozne dochucovadla [15]. Taktiez glutén sa pouziva pri vyrobe produktov
pre osobnu starostlivost, v potravinovych doplnkoch ¢i liekoch. Hoci je jeho pritomnost
vo vyrobku zvyCajne uvedena na jeho obale, jestdle vela skrytych zdrojov gluténu,
pochadzajucich z krizovej kontaminacie pri vyrobe a pri preprave produktov [9].

»  Deficit vo vyzive

Bez ohl'adu na typ a stav celiakie je zname, ze l'udia trpiaci tymto ochorenim maji zvySené
riziko dmrtnosti v porovnani s beznou populaciou. Najvyssie riziko mortality v ich pripade
predstavuje rakovina zazivacieho ustrojenstva [12]. Glutén prijimany v potravinich
je  spustatom  celého radu  poskodeni  Crevnej  sliznice, C¢o  spdsobuje,
Ze sa potrava dostatone netravi a spravne neabsorbuje. Dosledkom nezistenej celiakie alebo
nedodrziavania bezlepkovej diéty je chronickd podvyziva, pacient nema dostato¢ny prijem
energie, tak 1esencidlnych mastnych kyselin, proteinov, vitaminov a minerdlov
[16]. Pacienti potrebujii poznat typické aj atypické priznaky a mozné komplikacie spojené
s ich zdravotnym stavom, taktiez Co robit, ked’ nastani komplikacie [9].

Bezlepkové zmesi sa vyznacuju vysokym obsahom tukov, su energeticky bohaté, je u nich
zjavny trend pridavania réznych dochucovadiel, vylepsovania textury, aby sa zvysila
prijatel'nost’ a chutnost’ bezlepkového tovaru. Muky z pSenice, raze a jaCmeria su prirodzenym
zdrojom vitaminov a minerdlov, najmé vitaminy skupiny B a zelezo, o ¢o je vSak celiaticka
strava prirodzene ochudobnend [15]. Nedavno bolo zistené, ze mnohé bezlepkové vyrobky
z pseudoobilnin, obsahuji nedostatocné mnozstvo tiaminu, riboflavinu, niacinu a zeleza
v porovnani s pSeni¢nymi produktmi. Pre celiatikov je vel'mi dolezity prijem prave tychto
zloziek v strave, pre spravny vyvoj a prosperitu zdravotného stavu. Bezlepkové vyrobky su
Casto vyrabané pridavanim réznych proteinov na Skrobovej baze, aby sa zvysila ich nutricna
hodnota. Ceredlie vhodné pre celiatikov trpia vyraznym nedostatkom lyzinu,
¢o je jedna z esencidlnych aminokyselin potrebnd pre spravny vyvoj Cloveka. Strukoviny
poskytuji vysoky obsah priave tejto aminokyseliny, si teda vhodnym zdrojom
pre obohacovanie deficientnych matric pre vyrobu celiatickych potravin [17].
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Nedostato¢né absorpcie vyvolané ochorenim vedu k nedostatku zivin, ako je zelezo, kyselina
listové a vitamin K, ktoré st nevyhnutné pre organogenézu v tukoch rozpustnych vitaminov.
Ich dolezitost’ sa prejavuje pri spermatogenéze, absorpcii vitaminu D a vapnika, priCom
vapnik je nevyhnutny pre udrzanie Struktury kosti [18]. Predchadzajuce Studie preukazali, ze
20 az 38% pacientov s celiakiou méa nedostatocny prijem energie, proteinov, vldkniny,
minerdlov a vitaminov. Pri malabsorpcii zeleza, folatov a vapnika je bezné, ze tieto ziviny su
absorbované v  proximalnej Casti tenkého Creva. NajzavaznejSim  zistenim
je, ze sa frekvencia nedostato¢ného prijmu zeleza u celiatikov pohybuje od 12 do 69 % .
Prijem vitaminu B12 bol taktiez deficitny pri nelieCenej forme. Jeho prijem sa u pacientov
pohyboval v rozmedzi od 8 do 41 % pri relativne nizkej atrofii klkov v ileu, kde sa vstrebava
vitamin B12. Nedostatok védpnika, fosforu a vitaminu D je mnohokrat zapriineny znizenym
prisunom mlieka a mlienych vyrobkov, v snahe zabranit vzniku intolerancie na laktozu.
Zavaznost uvedenych nedostatkov vo vyzive je ovplyvnena dizkou obdobia, po&as ktorého
l'udia zilis aktivnou, ale nediagnostikovanou chorobou [19]. Nedostatocné nutri¢né vyvazenie
vlakniny sa pravdepodobne vztahuje k zlozeniu mnohych glutén neobsahujucich potravin,
ktoré su pripravené zo Skrobu alebo necelozrnnych tzv. ,bielych“mik s nizkym obsahom
vldkniny. V skutoCnosti v priebehu odplevnenia muky sa oddeli vonkajSia vrstva zfn
obsahujiica vlakninu. Studie skimajuce nutriéné zlozenie spracovanych negluténovych
vyrobkov preukazali, ze obsahuju vysoku hladinu sacharidov, tukov a soli. Celiatici majd
taktiez tendenciu kompenzovat’ si obmedzenie v podobe bezlepkovej diéty potravinami, ktoré
maju vysoké hladiny tukov, sacharidov a kalérii [20].

Ludia sceliakiou st predureni k celozivotnej kontrole etikiet o zlozeni,
aby sa presved¢ili, e vyrobky st bezpe&né pre osobni potrebu alebo spotrebu. Specialne
vyrabané bezlepkové vyrobky su stale tazko dostupné a maju tendenciu byt nielen menej
chutné, ale i nutri¢ne chudobnejSie a drahSie. Preto je velmi dolezité, zlepsit' kvalitu zivota
celiatikov [9].

Niekol'ko skupin vyskumnych odbornikov pracuje na stanoveni skutone bezpecného
denného prijmu lepku pre celiatikov bez zhorSenia stavu negativneho vplyvu na fyziologicky
stav klkov v tenkom Creve. V stCasnosti je obsah lepku stanoveny na nulovej koncentracii.

2.3 Enzymova hydrolyza bielkovinovej matrice
Jednym z hlavnych metdd pozmeriovania proteinov v potravindch je enzymova hydrolyza.

Pocas tohto procesu su proteiny Stiepené na menSie molekuly, menovite peptidy
a aminopkyseliny ¢o mdze viest' k zlepSeniu nutri¢nej kvality a bezpe€nosti potravinovych
produktov. Proteinové hydrolyzity majid vlastnosti, ktoré ich robia atraktivne ako zdroje
proteinov v l'udske; vyzive. SU pouzivané ako nutricné suplementy, funkéné zlozky.
Pouzivaju sa na fortifikaciu drinkov, dzisov, polievok i omacok [1].

2.3.1 Rozdelenie proteinovych hydrolyzatov podl’a stupiia hydrolyzy

Produkty enzymovej hydrolyzy sa vyznacuju lepSimi fyzikalno - chemickymi vlastnostami,
ako zlepSena rozpustnost ¢i emulgacna schopnost. V zavislosti od stupiia hydrolyzy mozu
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byt proteinové hydrolyzaty klasifikované do troch zakladnych skupin, ktoré determinuju
ich pouzitie [21].

X/

s Hydrolyzity snizkym stupfiom hydrolyzy (1 az 10 %) vuzivaji sa na zlepSenie
funkénych vlastnosti ako je penivost a emulzifikacnd schopnost.Ich aplikdcia
je ziadana v procesoch vyroby chleba, pekdrenskych vyrobkov, zmrzliny, majonézy;

Hydrolyzaty s premenlivym stupiiom hydrolyzy (prichute),ktoré sa vyuzivaja
pre zlepSenie chuti. Sem patria aj hydrolyzaty lepku. Tieto hydrolyzaty sa pouzivaju
zvyCajne do polievok, méasovych vyvarov, omacok, predvarenych jedal a mésovych
produktov ako arémotvorné pomocné aditiva;

¢ Hydrolyzity s premenlivym stupfiom hydrolyzy (prichute) ktoré sa vyuzivaju
pre zlepSenie chuti. Sem patria aj hydrolyzaty lepku. Tieto hydrolyzaty sa pouzivaju
zvyCajne do polievok, méasovych vyvarov, omacfok, predvarenych jeddl a mésovych
produktov ako arémotvorné pomocné aditiva;

¢ Hydrolyzity s vysokym stupiom hydrolyzy (viac ako 10 %).ktoré sa vyuzivaju

ako nutri¢né suplementy a v lekdrskych diétach (napr. hypoalergénne mlieka).Zahriaja

totiz hydrolyzaty, ktorych cielom je vyuzit alebo zlepsit nutriné parametre bielkovin,

z ktorych boli vyrobené;

2.3.2 Charakteristika a vyuzitie proteolytickych hydrolyzatov

Proteinové hydrolyzaty su predovSetkym zmesi oligopeptidov, polypeptidov a volnych
aminokyselin. Enzymatickou hydrolyzou sa ziskava z p6vodnej bielkoviny komplex
Stiepnych produktov od vysokomolekulovych peptidov az po nizkomolekulovépeptidy
a aminokyseliny. Je to efektivna metdda ako vylepsit funkcné vlastnosti proteinov a rozsirit
tak ich moznost’ aplikacie [22].

V potravinarstve sa enzymova hydrolyza vyuziva ako na zivoc¢iSnych tak i rastlinnych
proteinoch. Zo zivociSnych surovin sa najCastejSie hydrolyzuju mlieCne, mésové proteiny
ako jato¢na krv, kolagén, zelatina alebo vajeény albumin. Z rastlinnych substritov sa tymto
technologickym spO0sobom opracivaju strukoviny, z ktorych najvyuzivanej§im substratom
je s6ja. Avsak zaujimavé su tiez fazula, SoSovica, hrach, bob, cicer a iné. Okrem spominanych
d’al$im rastlinnym substratom su olejniny a obilniny [23].

Obilninové hydrolyzéty st univerzdlnou potravinovou komoditou a hraji vyznamnu tdlohu
¢o sa tyka pridavnych latok. V zéavislosti na stupni hydrolyzy tieto hydrolyzaty mézu byt
pouzité pre emulsifikaciu, zelatinizaciu alebo ako korenie. PSenicny glutén obsahuje
az 85 % proteinov, je vysoko dostupny a jeho hydrolyzaty sa uz pouzivaju v Sirokej Skale
potravindrskych produktov. Avsak tieto aplikacie vyzaduju vysoky stupeii hydrolyzy [24].

Hydrolyza potravinovych bielkovin je Siroko uznavana a vyuzivand pre jej pridanu
hodnotu. Jednd sa o zlepSenie nutri€nych znakov, eliminacia zhorSenia kvality, zlepSenie
parametrov funkénych vlastnosti, odstranenie toxickych a inhibi€nych =zloziek [25].
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Hydrolyza bielkovin sluzi na tvorbu produktov, ktoré kvalitativne zlepSuju charakter potravin
a umoziuje pripravu hypoalergénnych a diétnych potravin [25].

2.3.2.1 Gluténové hydrolyzaty

Znizenie hladiny toxickych gluténovychepitopov v obili sa dostiva do popredia
ako potenciondlny zdroj k diverzifikdcii zmyslového i nutricného profilu bezlepkovych
produktov. V sivislosti s tym stoji tiez poznamenat’, Ze niektoré tymy vedcov [26] publikovali
v roku 2014 studiu, kde sa zaoberali schopnostou extraktov z pSenice, jaCmena a razi ucinne
hydrolyzovat zésobné proteiny gluténu na netoxicka formu pre pacientov trpiacich celiakiou.
Za pozornost stoji, ze pouzitie hydrolytickych enzymov v spominanej §tadii bolo
vyhodnotené pozitivne. Zakomponovanie hydrolyzitov do bezlepkovych receptov stéle
udrziavalo uroven prolaminov pod limitmi, ktoré ustanovuje pre bezlepkové produkty
Potravinovy kodex. Takyto material prinesie mimo zlepSenia ekonomickych parametrov
bezgluténovych vyrobkov i bohaty zdroj aminokyselin a peptidov, ktoré ako je zndme
prispievaju k lepsim senzorickym a organoleptickym vlastnostiam findlnych vyrobkov.

Uvedeni autori hydrolyzovali pSeni¢ny glutén pomocou enzymu ProtamexTM
(Novozymes) pri pH 4,8 pri teplote 48 °C. Po inaktivicii enzymu z daného proteolytického
hydrolyzdtu membrdmovou ultrafiltriciou (filter s pérmi 50 kDa) separovali dve frakcie
(retentata permeat). Cielom bolo otestovat’ vplyv danych frakcii na vlastnosti pSenicnej muky
pri peCeni chleba. Zistili, ze pridavok hydrolyzovaného pSeni¢ného gluténu a jeho frakcii
zlepsilviskoelastickul charakteristiku pSenicnej muky, pricom najvyraznejsi vplyv na zmenu
vlastnosti mal pridavok retentatu. Pridavok retentatu tiez zvysil tvrdost’ korky chleba. Pri
chlebe vyrobenom zo pSenicnej muky s pridavkom hydrolyzovaného pseni¢ného gluténu
a permeatu bola korka makksia. Na prediZenie trvanlivosti chleba mali priaznivy efekt obidve
frakcie. Autor Kognet a kolektiv [26] enzymaticky hydrolyzovali glutén niekol'kymi komercne
dostupnymi peptiddzami (Alcalase 2.4L, PTN 6.0S, Pepsin, Pancreatin, Neutrase and
Protamex™), pricom porovnavali aj hydrolyticky efekt pouzitych enzymov.

Nevyhodou aplikidcie pSenicného gluténu v potravinarstve je jeho nizka rozpustnost’.
Ta je spdsobena vysokou koncentraciou nepolarnych aminokyselinovych zvyskovako
su prolin, leucin a glutaminy s nizkou koncentraciou ionizovatelnych postrannych retazcov
(lyzin, arginin, kyseliny glutimova a asparagova). Enzymatickou upravou jeho Struktary
je mozné ziskat' surovinu s vysSou rozpustnostou, ako aj d’al§imi zlepSenymi vlastnostami
[27].

Taktiez gluténové hydrolyzaty sa mozu vyuzit aj inym spdsobom ako len aplikacia
do potravin. Nordqvist [28] vo svojej praci uvadza uspesné pouzitie gluténového hydrolyzatu
ako drevné adhezivum. Takto upraveny glutén bol nisledne modifikovany formaldehydom
alebo glyoxalom a ten nasledne upraveny d’alsimi crosslinkermi.

Vzhl'adom k tomu, ze hydrolyticky postup sa preukazal ako vel'mi uinny pri znizovani
hladiny lepku v zdkladnej matrici obilnin, technologické hodnotenie tychto
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hydrolyzatov v potrave a aplikacia pre bezlepkové potraviny si zaslozi dalSie usilie
a nadobudanie poznatkov [29].

2.3.3Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy (peptiddzy) tvoriace velku skupinu enzymov S$tiepia dlhé retazce
molekual proteinov na kratSie fragmenty (peptidy) a/alebo ich komponenty aminokyseliny.
Su fyziologicky a komercne vel'mi dolezitou skupinou enzymov, ktora sa zaraduje do tretej
triedy enzymov — Hydrolazy (EC 3.4.). V zévislosti od sposobu a miesta hydrolyzy sa delia
na endopeptiddzy a exopeptidazy [23].

Peptidazy zastupuju triedu enzymov, ktora ma dolezita tlohu vo fyziologickych procesoch
organizmov a v sucasnosti patri do jednej z troch najrozsirenejSich komercne vyuzivanych
enzymatickych skupin. Az 60 % svetového predaja enzymov je =zastreSenych prave
protedzami. Jednou zvyhod tohto typu enzymov je moznost roznorodého ziskavania
napriklad extrakciou z rastlinnych ¢i zivocisSnych zdrojov alebo mikrobialnou produkciou,
pricom kazda skupina enzymov je Specificka [30].

Z rastlin si pre izoldciu peptidaz vyuzivané Casti aplody rastlin: Ananascomosu
(bromelain), Caricapapaya (papain), Ficusglabatra a Ficuscarica (ficin).

Enzymy zivo¢iSneho pévodu (trypsin, chymotrypsin, pepsin, renin) sd ziskavané
z pankreasu jatocnych zvierat. Ich obmedzenie je spité s dostupnost’ou zivoc¢isSneho materialu.
Nevyhodou zivocisnych aj rastlinnych peptidaz je ich producent, nakol’ko rast a vyvoj tychto
organizmov je narocnej$i v porovnani s mikrobidlnou produkciou. Preto su najrozsirenejSim
zdrojom pre produkciu industridlnych enzymov mikroorganizmy [31].

»  Endopeptidazy

Endopeptidazy Stiepia peptidové vazby vo vnutri proteinovej Struktary vzdialenej od konca
substratu. Podla typu zluceniny, ktora inhibuje ich aktivitu sa delia na serinové, cysteinové,
aspartiatové, metaloendopeptiddzy, treoninové a zatial' neklasifikované endopeptidazy [23].
Serinové endopeptidazy su Siroko rozsirené v prirode a nachddzaju sa vo vSetkych bunkach
ako i mnohych virusovych genémoch. Ich katalytické centrum je tvorené serinovym zvyskom,
ktory atakuje karbonylovu Cast’ substratu za vzniku acyl-enzym medziproduktu. Nukleofilita
katalytického serinu je zvicSa zavisla od katalytickej tridady asparagin, histidin a serinovych
zvyskov [32]. Zucastiuju sa Sirokej Skaly fyziologickych prosecov organizmu, vratane
trivenia, hemostdzy aimunitnej odpovede. Zaraduje sa knim trypsin, chymotrypsin,
mikrobidlne Ser-peptidazy a alkalické Ser-peptidazy [23].

»  Cysteinové endopeptidazy

V priebehu vyvoja a dozrievania obilnych zfn sa zdsobné proteinyhromadia v Skrobovom
endosperme. Enzymy zodpovedné za mobilizaciu ulozenych bielkovin pri klieni semien
su cysteinové endopeptiddzy a serinové karboxypeptiddzy. Ako uvddza vyskum Prabuckej
a kolektivu [33], tento enzym je syntetizovany priamo v lepku pocas kli¢enia.
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Cysteinové protedzy su syntetizované ako neaktivne alebo menej aktivne prekurzory,
v zlozeni signalnej N-termindlnej sekvencie, po ktorej nasleduje prosekvencia a sekvencia
zrelého enzymu. Aktivita cysteinovych endopeptidaz zapojenych do kli¢enia sa vSeobecne
reguluje na dvoch drovniach. Jednd sa o hormondlnu indukciu syntézy giberelinov
a predpokladant reguldciu aktivity fytocystatinov [34], aj ked” tento mechanizmus nie je dplne
potvrdeny. Neexistuje totiz ziadny priamy dokaz, ze odstranenie tychto zloziek vedie
k aktivécii protedzy iked niektoré Stidie ukazali, ze nadmernd expresia génu jedného
fytocystatinu nielen znizuje aktivitu endopeptidaz pocas klicenia, ale tiez inhibuje kli¢enie
ako samotny proces [33].

» Asparagové endopeptidazy

Asparagova peptidaza sa liSi od ostatnych peptidaz tym, ze nukleofil, ktory napada
pri Stiepeni peptidovu vézbu, je aktivovany molekulou vody skor, ako postranné ret'azce
aminokyseliny. Zvysky, ktoré sa podiel'aju na katalyze zahriiaju aminokyseliny, ktoré pdsobia
ako ligandy ato bud priamo na aktivované molekuly vody prave ako asparagova
endopeptidaza alebo medzi jednym ¢i dvomi i6nmi kovov, ktoré nasledne viazu molekuly
vody.

Pozoruhodnym poznatkom pri skimani asparagovychpeptidaz je fakt, ze vSetky enzymy,
ktoré boli doposial’ popisané su endopeptidazy, hoci nie je zatial' ziaden zrejmy dovod, pre¢o
by tento typ katalytického mechanizmu nemal existovat i vo forme exopeptidazy.

Aspardgovym peptiddzam su priradené rody AA, AC, AD, AE a AF. Terciarna konstrukcia
pre ¢lenov klanov AA, AD, AE a AF vykazuje jedinecny protein, ktory umoziuje vytvorit
vztah k akejkolvek inej peptidaze. Pre klan AC neexistuje doteraz ziadna kryStalicka
Struktira, ale aj iné kritéria vycleriuji jeho rozliSovaciu spdsobilost od ostatnych
aspardgovych rodin [35].

» Metalopeptidazy

Metalopeptiddzy patria medzi hydroldzy, v ktorych je nukleofilny dtok na peptidové vizby
sprostredkovany molekulami vody. To je vlastnost’ spolocna s aspardgovymi peptiddzami.
V metalopeptiddzach sa kationmi dvojmocného kovu, zvycajne zinku ale niekedy aj kobaltu,
mangdanu, niklu alebo medi, aktivuje molekula vody. Kovové iony si drzané na mieste
ako aminokyselinové ligandy, zvycajne tri v rade.

Metalopeptiddazy mozno rozdelit do dvoch velkych skupin, v zavislosti na pocte kovovych
i6nov potrebnych pre katalyzu. V mnohych metalopeptiddzach je potrebny iba jeden i6n
zinku, ale v niektorych rodinidch si dva kovové idny, ktoré pdsobia spoloCne. Vsetky
metalopeptiddzy, v ktorych je nevyhnutny kobalt alebo mangan vyzaduju dva i6ny kovov.
Vsetky peptidazy s obsahom niklu vyzaduju iba jeden i6n, ale niektoré nepeptiddzové
homolégy maji kokatalytické iény niklu. V peptiddzach s kokatalytickymi kovovymi iénmi
je vyskyt aminokyselinovych zvySkov zvycCajne pat, pdsobiacich ako ligandy.
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Metalopeptidazy s jednym katalytickym kovovym i6nom moézu byt aj exopeptidazy
aj endopeptidazy [36].

»  Exopeptidazy

Vzhl'adom k tomu, ze hydrolyzdtymaji cCasto horka chut, je jednym z atribitov, ktory
moze znizit tieto negativne senzorické vlastnosti  aplikovanie endopeptidaz
[37]. Vyuzitie hydrolyzatov ako funkcénych zloziek potravin, moéze byt ohrozené odmietnutim
zo strany spotrebitela pre neakceptovatelnost' cielového potravinarskeho vyrobku. Boli
skumané rozne spdsoby pre zvysSenie chutnosti bielkovinovych hydrolyzatov, ako napriklad
odstranenie hydrofébnych peptidov, maskovanie horkej chuti,a zapizdrenie hydrolyzétov.
Liecba exopeptidazami, ¢o su enzymy, ktoré uvoliiuju terminalne aminokyselinové zvysky
z peptidov, je perspektivny metoda, ktora znizuje horkost’ hydrolyzatov bez znizenia vytazku
[38].

2.3.3.1 Sladové extrakty
Sladové extrakty predstavuju bohaty zdroj malych molekul peptidov a aminokyselin, taktiez

su zdrojom vitaminov, minerdlov a vldkniny. Prostrednictvom transformécie cez aromatické
zluCeniny ako si 3-metylbutanal a 2-fenylacetalaldehyd i vol'né aminokyseliny ako izoleucin,
leucin ¢i fenylalanin zohravaji vyznamna ulohu v pefiacom procese, nakol'ko mimo
priaznivej sladovej prichute prinasaju benefit v podobe enzymov amyldz, hemiceluldz, lipaz
a proteaz, ktoré do istej miery vplyvaji na bezlepkové pecenie a zlepSuju tak jeho kvalitativne
aspekty.

Znizenie hladiny toxickych gluténovych epitopov v obili sa dostdva do popredia
ako potenciondlny zdroj k diverzifikdcii zmyslového i nutricného profilu bezlepkovych
produktov. V sivislosti s tym stoji za to poznamenat’, ze Hartmann [39] a kolektiv publikovali
v roku 2006 studiu, kde sa zaoberali schopnostou extraktov z pSenice, jaCmena a razi ucinne
hydrolyzovat’ zasobné proteiny gluténu na netoxick formu pre pacientov trpiacich celiakiou.

Za pozornost stoji, ze pouzitie hydrolytickych enzymov v spominanej S§tadii bolo
vyhodnotené pozitivne, zakomponovanie hydrolyzdtov do bezlepkovych receptov stéle
udrziavalo uroven prolaminov pod limitmi, ktoré ustanovuje pre bezlepkové produkty
Potravinovy kodex. Takyto material prinesie mimo zlepSenia ekonomickych parametrov
bezgluténovych vyrobkov i bohaty zdroj aminokyselin a peptidov, ktoré ako je zndme
prispievaju k lepsim senzorickym a organoleptickym vlastnostiam findlnych vyrobkov.

Vzhl'adom k tomu, ze hydrolyticky postup sa preukazal ako vel'mi uinny pri znizovani
hladiny lepku v zdkladnej matrici obilnin, technologické hodnotenie tychto hydrolyzétov
v potrave a aplikacia pre bezlepkové potraviny si zasluzi dalSie usilie anadobudanie
poznatkov [40].

2.3.4 Faktory ovplyviiujuce hydrolyzu, metédy zist'ovania stupiia hydrolyzy

Enzymova hydrolyza je podmienend §pecificitou pouzitého enzymu a faktormi, ktoré cely
proces podmiefiuju. Nizsie su uvedené dominantné faktory ovplyviiujice samotny priebeh
hydrolyzy [41]
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e Koncentricia substratu a pomer enzymu k substratu;

e Rozmanitost’ reakcii, mnozstvo peptidovych vizieb narusenych paralelne 1 v sekvencidch

sucasne;

e Rodznorodost’

reakénych komponentov,

peptidové

tak aj reaktanty pre nasledujice reakcie;

e Komplexnost' reakcnej skupiny, existencia substratove] inhibicie, produktovej diverzity

a enzymovej inaktivacie pocas hydrolyz;

fragmenty

e Exogénne vplyvy vritane : pH, teplota, i6nova sila a d’alsie.

2.4 Enzymova hydrolyza §krobu

Zakladna chemicka reakcia inak nazyvana hydrolyza Skrobu, prebieha pri dostatocnom
zriedeni a uCinku katalyzatorov (amylaz) a zapricinuje tak kvantitativny prechod Skrobu

na D-(+)-glukozu (a-D-glukopyrandzu) podl'a rovnice

Dva vzniknuté polysacharidy — amyl6za a amylopektin, ktoré si ziskavané frakcionéciou
Skrobu, su od seba odlisSené stavbou a charakterom vizieb medzi glukézovymi zvySkami,

¢o je mozné vidiet na Obrazok 5 a 6.

CH,0OH
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Obrdzok 5: Vzorec amylozy
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Obrdzok 6: Vzorec amylopektinu

V molekule Skrobu su pritomné zvysky glukozy spojené a-glukozidovymi vizbami.
Na zaciatku hydrolyzy Skrob prejavuje velmi slabu redukénu schopnost. V produktoch
hydrolyzy Skrobu sa nachddza malé mnozstvo latok neuhlikatého povodu. Ide oprimesy, ktoré
nemozno z produktu pri izolacii Skrobu odstranit. V hydrolyzatoch mimo iného mozno najst
i mastné kyseliny, dusikaté latky ¢i anorganické i6ny [42].

» a-amylazy

Komplexné sacharidy st odporacané ako minimalne 50 % prijem energie prostrednictvom
ludskej potravy [43]. Hlavnym zdrojom stravitelného cukru v ludskej potrave je Skrob.
Amyléza v podstate linearny polymér z a- (1 — 4) retazcov a amylopektin, vel'ka rozvetvena
molekula obsahujtca retazce a- (1 — 4) spojené a- (1 — 6) bodmi vetvenia. Po poziti,
a- (1 — 4) vézby sa hydrolyzuji o-amylazy na vyrobu prevazne maltézy, maltotriozy
a dextrinov, ktoré si potom hydrolyzuji na gluk6ézu. Povrch skrobovych zfn je pociatoénym
substritom pre amylazy. Mikroskopia atomarnych sil (AFM) naznacuje, ze tzv blockletové
Struktury, ktoré sa menia znacne medzi réznymi typmi Skrobu st dominantné organizacné
funkcie na povrchu Skrobovych granul. Blocklety su krystalické oblasti amylopektinu (AP),
preruSované bocénymi retfazcami a je pravdepodobné, ze ide o dolezité body
pre ¢o najefektivnejsiu hydrolyzu prostrednictvom enzymu [44].

V biologickych reakcidch, ako je fermentacia, kliCenie alebo Stiepenie si a-amylazy vel'mi
dolezité, ale tiez Siroko uplatiované napr. v priemysle na vyrobu glukézovych sirupov
¢i nacinnosti zabrafiujuce procesom zvetravania v pecive.

Nativny Skrob je vo vode pri izbovej teplote nerozpustny, preto sa mnoho aplikécii amylaz
vykondva pri vysokej teplote a tlaku, za ktorych je Skrob zelatinovany. V priebehu tvorby
gélu si granulovd architektira a molekuldrne usporiadanie (dvojzdvitnice) granul Skrobu
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naruSené. Tdto zmena skupenstva je zndma tym, ze zvySuje citlivost na enzymaticku
hydrolyzu $krobu [45].

Naopak, hydrolyza pevnych substratov obsahujucich Skrob silne zavisi na Strukture Skrobu
ana zdroji amyldzy. Morfologia a povrch granul, obsah amylozy, kryStalicka Struktura alebo
pritomnost” amylozy boli vyhodnotené ako obmedzujice faktory pri hydrolyze granil §krobu
[46].

» Amyloglukozidazy

Amyloglukoziddza (AMG) je exo-pOsobiaci enzym, ktory katalyzuje hydrolyzu
ako o-D- (1 — 4) tak aj a-D- (1 — 6) vézbu z neredukujicich koncov Skrobového retazca.
Mnoho vedcov skimalo enzymatickd hydrolyzu Skrobov z obilnin, korefiov, hl'iz a strukovin
z hladiska adsorpcie enzymu a produktov hydrolyzy [47].

Rychlost hydrolyzy zavisi od typu vizby, rovnako ako aj od dizky refazca,
tj, 1,4-alfa viazby st hydrolyzované l'ahSie nez 1,6-alfa vizby, a maltotriéza a maltéza
st rozdelené na mensSie rychlojSie, nez dlhSie retazce oligosacharidov.AMG md optimdlnu
hodnotu pH asi 4,0 a teplotné optimum 55 - 75 ° C.

Obrdzok 7: Skenovanie Skrobu elektronovym mikroskopom opracovanym enzymaticky (B a D)
a ich ndprotivkami kontrolami (A a C). ZvdcSenie je 2000 x. Kontrola pH 4 (a); AMG (b); Kontrola
pH 6 (c); AM (d).
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Ako bolo zistené vyskumom Dura a kolektivu [47] enzymatické pdsobenie amyldz
a amyloglukoziddz spOsobuje vyrazné zmeny v Struktire Skrobu. Obrazok 6 nazorne
zobrazuje pdsobenie jednotlivych typov enzymov na Skrobovu matricu.

Je zrejmé, ze enzymatickd uprava Skrobu vykondvana nezavisle na sebe s a-amyldzou
alebo amyloglukoziddzou za optimialnych podmienok, pH 6,0 pre o-amyldzu
a 4,0 pre amyloglukoziddzu v porovnani so vzorkami bez enzymatického opracovania,
ma vyznamny dosah na zmenu Skrobovej matrice. Vysledky odrazaji vplyv pH a enzymy
na vlastnostiach Skrobu po oSetreni pri teplote (50 - 55 °C). Bolo zistené,
ze 50 °C je najvhodnejsia teplota pre ziskanie porézneho Skrobu v kombindcii pdsobenia
AM a AMG. Taktiez, Ze tito teplota bola uzitocna pre udrzanie hydrolyzy pod kontrolou,
Cize brani zriteniu a zdniku grandl, ktoré sa vytvaraja v priebehu Zzelatinacie.
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3 CIELE PRACE

Znizenie hladiny toxickych gluténovychepitopov v obili sa dostiva do popredia
ako potenciondlny zdroj k diverzifikdcii zmyslového i nutricného profilu bezlepkovych
produktov. Z tohto dovodu takyto materidl by mohol priniest mimo zlepSenia ekonomickych
parametrov  bezgluténovych vyrobkov i bohaty zdroj aminokyselin a peptidov,
ktoré ako je zndme, prispievaju k lepsim senzorickym a organoleptickym vlastnostiam
findlnych vyrobkov. Tieto skutoCnosti ako aj uz vedecka literatira iniciovali vznik
predkladanej diplomovej préce, ktorej ciele su zhrnuté do nasledovnych bodov:

. Priprava sterilizdtu vhodného na enzymovu hydrolyzu.

o Fyzikélna a chemicka charakteristika pSeni¢nej muky a jej sterilizatu.

o Stanovenie zakladnych nutricnych charakteristik pSeni¢nej muky a jej sterilizétu.
o Analyza vybranych funkcénych vlastnosti pSeni¢nej muky a jej sterilizatu.

o Utinna hydrolyza $krobu na dextriny resp. redukujuce monosacharidy v sterilizdte
vybranymi amyldzami.

o Selekcia vhodnych proteaz pre tspesnu hydrolyzu gluténu v sterilizate.
. Stanovenie obsahu gluténu v hydrolyzatoch kitom ELISA.

o Vyber a nutri¢na charakteristika bezgluténového hydrolyzatu.

. Pekarske zapracovanie vybraného hydrolyzatu.

. Senzorickd analyza pripraveného chleba s pridavkom hydrolyzétu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité suroviny

Jednou z hlavnych snéh ako v potravinarskom tak i mlynskom priemysle je, aby sa pre kazdy
produkt dosiahla kvalita, ktora bude vnimana spotrebitelom ako konStantna. Tento ciel vSak
nie je lahké dosiahnut, vzhladom k wvnutornej variabilite muky, ktora moéze zavisiet
od niekol’kych faktorov. Po kazdom zbere, prichddza muka s vysokou variabilitou z hl'adiska
reologickych parametrov, ktoré mozu zavisiet ako od odrody pSenice, klimatickych
podmienok, tak v neposlednom rade techniky zberu.

Z tychto dovodov sme si pre naSe testovanie zvolili ako vstupni surovinu pSeni¢nu muku
T 512 z mlyna (Mlyn Trencan spol. s. r.o., Trencianska Turna, Slovensko).

4.2 Pouzité enzymy
Na pripravu hydrolyzatov boli pouzité nasledovné enzymy.

Enzymesupplies, Vel’ka Britania
Amyldza: Amylase MT-3K
glukoamyldza: Glucoamylase 200K
protedza: Protease CT-L
celuldza: CellulaseACx 3000L
Senson, Finsko

sladové extrakty: Malt Extract GF
Novozymes, Dansko

protedza : Flavourzyme

amyldza: Fungamyl

Biocatalyst, Vel’ka Britania

protedza: Fungal Protease, Neutral Protease

4.3 Pouzité chemikalie
Sigma Aldrich, Nemecko

dinitrosalicilovd kyselina, heptahydratsiranu zino¢natého, hexakyanozeleznatan draselny
MikroChem, Pezinok, Slovensko

NaOH, vinan sodno-draselny,
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Brenntag, Pezinok, Slovensko
Etanol, HCI, NaOH,

4.4 Pouzité pristroje a pomocky

. analytické vahy (Merci, Kanada)

o predvazky (Kern, Nemecko)

° termostat (Merci, Kanada)

o suSiareri (Memmert, Nemecko)

. mikropipety (Eppendorf, Nemecko)

° teplomer (Testo, Nemecko)

) pH meter (Hach, Nemecko)

° tlakovy hrniec (Tescoma, Slovensko)

° vortex (Heidolph, Nemecko)

o muflova pec (LAC, Ceska republika)

o aw meter Novasina (Labmaster Standard, Svaj&iarsko)
o domaéca pekaret MOULINEX OW 610131 HomeBreadBaguette (Francuzsko)

4.5 Pouzité roztoky
V ramci vSetkych stanoveni boli pouzité nasledovné roztoky:

Carrezovo Cinidlo I

ZnS04.7H,0 2043 ¢
voda 1000 ml
Carrezovo Cinidlo 11

K4Fe(CN)6.3H,0 150 g
voda 1000 ml

Priprava DNS reagentu

3,5-dinitrosalicilova kyselina (DNS) lg
2 M NaOH 20 ml
vinan sodno-draselny 30¢g

DNS sme rozpustili v 20 ml 2 M NaOH a nésledne zriedili do 50 ml destilovanou vodou.
Pridali sme 30 g vinanu sodno-draselného adoplnili vodou na 100 ml
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4.6 Metody a postupy

Nasledujuca cast diplomovej priace je venovana experimentalnemu rieSeniu danej
problematiky. V stati si uvedené metody pouzité pri stanoveni chemického, nutricného
zlozenia pSeniCnej muky a jej sterilizatu ataktiez postupy stanovenia reologickych
parametrov cesta pripraveného z hydrolyzitu. Taktiez kapitola popisuje priebeh hydrolyz
ako prisluSnymi amylazami tak i proteazami. ZavereCna cCast je venovand metodickym
operaciam pouzitym pri pokusnom peceni a hodnoteni hotovych vyrobkov.

4.6.1 Priprava suspenzie

Na hydrolyzu pSeni¢nej muky boli pripravené jej suspenzie a to v koncentracii 10, 20, 30, 40
a 50 %. Suspenzia bola zarobend nasledovnym spdsobom. Pripravil sa vodny roztok muky
v prislusne] koncentracii, ktory sa nechal sterilizovat' v tlakovom hrnci po dobu 20 minuit.
Po vychladnuti sa zhodnotila konzistencia pripravenych suspenzii. Na ndsledné hydrolyzy
bola vybratd suspenzia pre nds optimalnou konzistenciou.

Pred enzymovou hydrolyzou bolo na mike ako i sterilizite urobené ich zdkladné
ocharakterizovanie zahriiujice stanovenie suSiny, popola, vlhkosti, pH, titrovatenych
kyselin, obsahu mokrého gluténu a védznosti muky. Taktiez boli analyzované zakladné
nutricné parametre a reoldgia a v zavere uskuto¢nené pekarske pokusy.

4.6.2 Ocharakterizovanie pSeni¢nej muky a jej sterilizatu

4.6.2.1 Stanovenie susiny

Vysusené misky s vieckom sa susili 30 minut pri teplote 130 °C - po vychladnuti v exikdtore
(30 minut) sa odvazili misky s presnostou na 0,001 g - s rovnakou presnostou sa navazilo
do vysuSenych misiek asi 5 g dokladne premieSanej, predsusenej laboratornej vzorky,
ktord sa umiestnila do suvislej vrstvy na dno misky. Miska s odklopenym vieCkom sa
nasledne vlozila do vopred na 130 °C vyhriatej suSiarne, ponechala sa tam 60 mindit.
Po uplynuti tejto doby sa miska eSte v suSiarni uzavrela vieCkom a premiestnila do exikatora
na dobu 30 minit. Po vychladnuti misiek na laboratérnu teplotu sa opat’ zvazili spolu so
vzorkou s presnostou na 0,001 g.

Vypocet susiny predsusenej vzorky:

Hmotnostny podiel suSiny predsusenej vzorky v % (o) sa vypocita podla vzorca:
o=(ml-m2).100(6)n

m1— hmotnost’ misky so vzorkou po vysusSeni pri 130 °C v g

m2- hmotnost suchej prazdnej misky v g n— navazka predsusenej vzorky v g.
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2 Vypocet celkovej vlhkosti povodnej vzorky v % (y) sa vypocita podl'a vzorca:
% =100 —m.o (7) 100

m- hmotnost’ vzorky po predsuseni v g (z povodného navazku 100g)

®- mnozstvo susiny predsusenej vzorky v %.

4.6.2.2 Stanovenie pH
10 g vzorky sa rozsuspendovalo v 100 ml destilovanej vody a na pH metri sa zmerala hodnota
pH.

4.6.2.3 Stanovenie titrovatel’nych kyselin

Vzorka (10 g) sa zriedila destilovanou vodou a doplnila do odmernej banky na objem 100 ml,
nasledne sa premieSala. Alikvotny objem (10 ml) sa odobral pipetou, prefiltroval
a napipetoval do titracnej banky. Nasledne sa zmes titrovala 0,1 M roztokom NaOH
do slaboruzového zafarbenia. Pracovalo sa v troch paralelkach.

Vypocet:

wi=r. K. V4. b. 10/m

wy - titracna kyslost’ sa v %

V.- spotreba NaOH (ml)

r- stupen riedenia

K- koeficient odmerného roztoku NaOH

b- prepocitavaci faktor na organické kyseliny

4.6.2.4 Stanovenie obsahu mokrého gluténu

Hmotnost” vzorky (10 g) sa vsype na sklicko, prida sa 4 - 5 ml 2% roztoku NaCl. Pripravi
sa gulicka, ktora sa nasledne vypiera pod pradom tecicej vody, pokym nie je odtekajuca voda
¢ira. Glutén sa zbavi prebytocnej vody hnetenim a vymackava sa dovtedy pokym sa nezacne
lepit. Nasledne sa zvazi.

Vypocet:

Go=[(a.100) / (100-b)].n (%)

Gy - obsah mokrého gluténusa vyjadri v %
a - mnozstvo vypran¢ho gluténu

b - vlhkost’

n — navazok (g)
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4.6.2.5 Stanovenie viznosti miky

Tato metdoda vyjadruje schopnost muky prijat urcité mnozstvo vody pri vytvarani cesta
optimalnej konzistencie, pricom optimum je stanovené pri pSeniCnej muke
na cca 50%. K navazku 10 g muky sa biretou postupne pridava voda, kym sa neziska
kompaktné cesto optimalnej konzistencie. Zaznamenava sa spotreba vody a hmotnost’ cesta,
ktoré sa porovnaji s dostupnou literatirou.

4.6.2.6 Stanovenie popola

Do vyzihanej, v exikdtore schladenej a zvazenej porcelanovej misky sa navazili 3 g jemne
zomletej vzorky. Obsah misky sa opatrne zuholnil a po ukonceni vyvoja dymu sa misky
vlozili do elektrickej muflovej pece a zihali pri teplote 920 °C do tplného spopolnenia
vzorky. Potom sa miska ochladila v exikétore a zvazila.

Vypocet:

X =100xA/n

X = obsah popola v %

A — hmotnost’ popola v g

n — navazok vzorky v g

4.6.3 Zakladné nutri¢né charakteristiky pSeni¢nej muky a jej sterilizatu

4.6.3.1 Stanovenie obsahu bielkovin

Obsah bielkovin bol stanovy metodou podla Kjeldahla. 0,5 g vzorky sa nechalo
mineralizovat. Mineralizat sa po ochladeni destiloval a vznikajuci amoniak sa zachytaval
do titracnej banky s 25 ml 2 % kyseliny boritej s indikdtorom Tashiro (fialové sfarbenie).
Destilat sa nakoniec titroval 0,01M H,SOy4 do cykldmenova.

Vypocet:

(V1-V2)xfx0,01x14xV3.100.10—3
nxV4

Mnozstvo dusika (%) =
V1 — spotreba kyseliny sirovej na titraciu

V2 — spotreba kyseliny sirovej na filtraény papier
V3 — objem mineralizatu

V4 — objem vzorky pipetovany na destilaciu

n — navazok vzorky (g)

f — faktor H»SO4
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4.6.3.2 Stanovenie obsahu tuku

Obsah tuku sa stanovil metodou podl'a Soxhleta. 5 g vzorky sa odvazilo do extrak¢nej patrony
a do vopred zvazenej banky sa pridalo 250 ml dietyléteru. Vzorka sa nechala extrahovat
po dobu 4 hod. Po skonceni extrakcie sa dietyléter v banke oddestiloval a banka sa dosusila
v susiarni pri 105 °C do konStantného ubytku a po ochladeni v exikatore sa odvazila.

Vypocet:

100x(b—a)
n

X =

X — obsah tuku (%)

a — hmotnost prazdnej banky v g

b — hmotnost’ banky s vyextrahovanym tukom v g
n — navazok vzorky v g

4.6.3.3 Stanovenie Skrobu

Obsahu skrobu bol stanoveny metddou podl'a Ewersa. Do 100 ml odmernej banky sa navazilo
5 g jemne pomletej vzorky, pridalo sa 50 ml zriedenej HCI (1,128 % pre obilny §krob). Obsah
banky sa dokladne premiesal a umiestnil do vriaceho kupela, kde sa mieSal po dobu 3 minut.
Po 15 mindtach sa banka vybrala z kupela, pridalo sa 30 ml studenej destilovanej vody
azmes sa ihned ochladila. Po ochladeni sa pridalo 5 ml Carezovho cCinidla I a zmes
sa 1 minatu mieSala. Nasledne sa pridalo 5 ml Carezovho ¢inidla II a obsah sa mieSal opat
1 minttu. Po vycireni sa odmerna banka doplnila destilovanou vodou na objem 100 ml, zmes
sa dokladne premiesala a nechala stat’ 25 minut pri laboratornej teplote. Nasledne sa obsah
banky prefiltroval cez skladany filter, pricom prvy filtrat sa odstranil. Filtrat polarizoval
v polarizaénej trubici s dizkou 20 cm pri 20 °C.

Vypocet:

Skrob =54171 x oy (%)

a; — uhol natocenia pri T = 20°C

korekcia na Specificky aktivne latky — 5,4171 (pSenica)

4.6.3.4 Stanovenie redukujucich sacharidov spektrofotometricky metédou DNS

Na analyzu sa pipetovalo 0,5 ml vzorky, 0,5 ml DNS reagentu a zmes sa nechala inkubovat
5 minut vo vriacom vodnom kupeli. Po vybrati z kipel'a sa zmes nechala na vzduchu
ochladit’. Po ochladeni sa pridalo 2 ml vody a zmerala absorbancia pri 540 nm.
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4.6.4 Reologia pSenicnej muky a jej sterilizatu

Vlastnosti  sacharido-amyldzového komplexu boli stanovené pouzitim amylografu
6 (Amylograph-E, ICC Standardna metdda 126/1). Pre nedostatok casu neboli metddy
farinografickej a extenzografickej analyzy modifikované pre sterilizat.

Amylografické merania, pre ktoré bol vyuzivany pristroj Amylograf (BrabenderOhG,
Duisburg, Germany). Ide o reologicky pristroj, ktorym je mozné charakterizovat
amylolyticka aktivitu vo vzorke muky, ako aj poskodenie Skrobu. Vyuzitim tohto zariadenia
je mozné sledovat’ kvalitativnu zmenu Skrobovej matrice. Amylogram poskytuje informaciu
o Skrobnatej Casti muky, ktora mdze byt viac ¢i menej porusend Cinnostou enzymov alebo
mechanickym spdsobom. Pri merani, teplota pocas testu narasta o 1,5 °C za kazdi minutu.
Meranie odporu suspenzie a vznikajiceho gélu sa premieta na os y v amylografickych
jednotkach [AJ]. Fyzikédlne sa jednd o meranie kridtiaceho momentu [N.m], ktory sa meni
v zavislosti od meniacej sa konzistencie vzorky pocas testu.

4.6.5 Hydrolyza

4.6.5.1 Hydrolyza Skrobu

Suspenzia z pSeni¢nej muky avody, pripravend v pomere 1:4 v prospech vody,
bola po procese sterilizdcie vychladend na laboratérnu teplotu. Nésledne sa zmeralo pH
azmes sa nechala vytemperovat na teplotu 55 °C. Po dosiahnuti teploty sa nadavkoval
enzymaticky prepardt v danej koncentricii a cela hmota bola zhomogenizovana tyCovym
mixérom po dobu 1 mintty. Nésledne sa pripravend zmes umiestnila do termostatu
vytemperovaného na 55 °C. Hydrolyza sa ukoncila zahriatim zmesi pri teplote 100 °C
po dobu 15 min. Miera hydrolyzy Skrobu sa vyhodnotila stanovenim Skrobu podla Ewersa
a redukujucich sacharidov DNS metddou.

4.6.5.2 Hydrolyza gluténu

Pripravend suspenzia sa nechala hydrolyzovat vybranymi amylazami podla postupu
uvedeného v predchadzajucej podkapitole (4.6.5.1 Hydrolyza Skrobu). Po uplynuti hydrolyzy
(4 hod) sa enzymy inaktivovali pri teplote 100 °C po dobu 15 min. Nésledne sa hydrolyzat
nechal ochladit na laboratérnu teplotu (25 °C) aupravilo sa pH. Takto pripravend zmes
sa nechala vytemperovat’ na teplotu 60 °C. Po dosiahnuti teploty sa naddvkoval enzymaticky
preparat v danej koncentracii a cela hmota bola zhomogenizovana ty¢ovym mixérom po dobu
I minuty. Nésledne sa pripravend zmes umiestnila do termostatu vytemperovaného na 60 °C.
Hydrolyza sa ukoncila zahriatim zmesi pri teplote 100 °C po dobu 15 min. Miera hydrolyzy
gluténu sa vyhodnotila stanovenim gluténu pomocou gliadin competitive ELISA kitom.

4.6.6 Pekarske pokusy
Pokusné peCenie za presne definovanych podmienok poskytuje najkomplexnejsi prehl'ad
o pekarskej kvalite muky a dal§ich zloziek cesta a dava moznost postdenia vplyvu
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recepturnych zloziek na vlastnosti finalneho vyrobku. Boli pripravené skuSobné bochniky
chleba z bezlepkovej miuky a pridavku roéznych koncentrdcii hydrolizovaného pripravku
(Tabulka 1). Zakladné receptiiry a aditiva na pripravu cesta boli chlebova bezlepkovéd zmes,
hydrolyzovany pripravok s obsahom gluténu menej ako 20 ppm, voda, olej, ocot a drozdie.

Tabulka 1: ZloZenie zmesi pre pekarsky pokus s pouZitim réznych pomerov hydrolyzatu

zlozky K 1 2 3
chlebova BZL 450 400 375 350
zmes [g]
hydrolyzat [g] 0 50 75 100
voda [g] 400 360 340 320

drozdie [g] 7 7 7 7
kvasny ocot [g] 10 10 10 10
repkovy olej [g] 15 15 15 15

4.6.6.1 Technologicky postup pripravy chlebov

Na spracovanie vSetkych surovin pre pekarske ucely bola pouzitd automatickd doméaca
pekareri znacky MOULINEX OW 610131 HomeBreadBaguette. Miesenie trvalo 20 mindt,
cesto zrelo 30 mintt, nasledne pristroj opdtovne cesto premiesil a kyslo d’alSich 15 minut.
Priprava samotného chleba trvala 2 hodiny a5 minat, pricom program bol nastaveny
na silnejsie pecenie, &o predizilo ¢as pedenia o 10 mindt.

4.6.6.2 Stanovenie aktivity vody v pekarskom vyrobku

Nédoby na stanovenie aktivity vody sa naplnili do jednej tretiny vypeCenym vyrobkom
obsahujicim réznym pomer hydrolyzdtu a zakryli sa ochrannym vieCkom. Po temperacii
pristroja na 25 °C (a,, meter Novasina Labmaster Standard, Svaj&iarsko) a taktiez vorky, bola
zmerand aktivita vody. Vysledna hodnota je priemerom troch paralelnych merani.

4.6.7 Senzorické hodnotenie vyrobkov

Hlavnym cielom senzorického hodnotenia bolo zistit’ prijatelnost’ pripraveného hydrolyzatu
v tradicnom pekarskom vyrobku urenom pre aplikaciu v bezgluténovej diéte. Posudzované
boli 3 vzorky sroznym pridavkom hydrolyzatu pSeni¢nej muky s obsahom gluténu
pod 20 ppm a tiez kontrolna vzorka K. Ich receptiry su popisané v podkapitole 4.6.6 Pekarske
pokusy. Hodnotenia sa zucastnilo 30 hodnotitelov (5 muzov a25 zien vo veku
od 24 do 73 rokov), reprezentujucich skupinu potencionalnych spotrebitelov. Jedna cast’
posudzovatel'ov pochadzala z pracoviska Ustavu vyZivy a hodnotenia potravin FCHPT STU
v Bratislave a druhd cast reprezentovala pacientov s ochorenim celiakia. Vzorky boli
hodnotitelom predlozené pod kodmi (1, 2, 3, K). Senzoricky test bol vytvoreny
a modifikovany podla typu chleba a pozostaval zo siedmych casti. Posudzovatelia hodnotili
tvar, celkovi kvalitu vyrobkov a iné parametre. Vzorky boli hodnotené hedonicky z hladiska
chutnosti a sohladom na texturu. Bola posudzovanéd taktiez prijatelnost vybranych
deskriptov vone a chuti pripravenych chlebov. Ukazka protokolov senzorického hodnotenia
formou dotaznikov je uvedend v Prilohe 1.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasledujucej Casti diplomovej prace su uvedené vysledky, ktoré boli ziskané pocas rieSenia
danej problematiky, a su tiez diskutované s relevantnymi literarnymi poznatkami.

Uvodna podkapitola poskytuje informacie o zloZeni chemickych a nutri¢nych komponentov
ako vo vybranej pSeni¢nej muke, tak i pripravenomsterilizite. Cast’ price je taktiez zameran
na vyvoj hydrolyzovaného pripravku obsahujuceho mnozstvo gluténu pod 20 ppm, ktory
bol v d’alSom kroku pouzity na pripravu chleba. Pozornost bola venovana aj reologickym
meraniam chlebového cesta vykonanym pomocou farinografickej, extenzografickej
1 amylografickej analyzy. V kapitole su na zdver uvedené vysledky senzorického hodnotenia
upecenych bochnikov chleba a charakterizacii ich kvalitativnych vlastnosti.

5.1 Charakteristika pSeni¢nej muky a jej sterilizatu

Zakladné ocharakterizovanie nativnej pSeni¢nej muky T512 a jej suspenzie s vodou, ktord
bola taktiez oSetrena procesom sterilizacie bolo nevyhnutné pre potvrdenie ¢i vyvratenie
poznatkov nadobudnutych od Bell a kolektiv [48]. Dani autori poukazuji na skutoCnost, ze
tepelné oSetrenie a teda aplikovanie fyzikdlnych metdd na opracovanie suspenzii mé pozitivny
vplyv na fyzikdlno-chemické a taktiez nutricné parametre. Pri tomto kroku dochadza zaroven
k tepelnej degradacii Skrobu, ¢oho vysledkom je tvorba redukujicich sacharidov a dextrinov.
Percentudlny  rozdiel medzi Standardom, ¢ize nativnou  pSeninou  mukou
T512 a jej sterilizatom je uvedeny v Tabul'ka 2.

Tabulka 2: Fyzikdlne a chemické parameter pSenicnej miky a jej sterilizatu

mitka T512 sterilizdt
Susina (%) 88,60 + 0,062 93,69 + 0,039
pH 6,20 + 0,049 6,45 + 0,001
Titrovatel’'né
kyseliny [mol/e] 50,76 + 2,306 26,99 + 2,485
Obsah mokrého 26,86 + 1,343 23,80 + 1,190
lepku(%)
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Ako je mozné vidiet v tabulke 2 sterilizdcia nemala vyrazny vplyv na zmenu obsahu
mokrého lepku, avSak mnozstvo titrovatel'nych kyselin sa tymto technologickym procesom
znacne znizilo, v désledku coho doslo k zvySeniu konecného pH sterilizatu.

5.2 Stanovenie zakladnych nutri¢nych charakteristik pSeni¢nej muky a jej
sterilizatu

Cielom tejto experimentalnej Casti prace bolo stanovit celkovy obsah nutricnych zloziek
(Skrob, redukujice sacharidy, tuky a bielkoviny) v pouzite] pSeni¢nej muke a porovnat
ich s nameranymi hodnotami v sterilizéte.

Najvacsi podiel obilného zrna tvoria sacharidy, z ktorych podstatna Cast' zastupuje Skrob.
V pSeni¢nom zrne Skrob sluzi ako zdroj energie pre fyziologické procesy. Obsah tohto
nutricného parametra bol v pSenicnej muke 72,65 %. Ako naznacuje obr. 1 sterilizdcia nemala
vyrazny vplyv na obsah Skrobu vo vzorke, ¢o potvrdzuje taktiez praca Grausgruber
a kolektiv [49].V sterilizate klesol jeho obsah oproti pSeni¢nej muke o 10 %.
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Obrdyok 8: Obsah Skrobu namerany pri pSenicnej mitke T512 a jej sterilizdte. Vysledky vyjadruji

priemerné hodnoty minimdalne troch merani (SD < 5%,).

Avsak sterilizaciou doslo k narastu obsahu redukujacich sacharidov (3,7 nasobne vyssi obsah
redukujicich cukrov v sterilizate oproti pSeni¢nej muke), o je mozné vidiet v Tab. 3.

Tabulka 3: Stanovenie redukujiicich sacharidov v pSenicnej miike a jej sterilizdte

mitka T512 sterilizdt

Red. Sacharidy(%) 1,46 + 0,0002 5,46 £ 0,0002
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Bielkoviny, ktoré sa v zrne nachadzaju, su dolezitym determinantom technologickej kvality
a zaroven su vyznamnym faktorom vo vyzive obyvatel'stva [50] na kvalitu konzumného obilia
st uvedené v potravinovom kodexe, kde minimalne mnozstvo bielkovin je limitované 11%.
Tak ako je vidiet z tabul'ky 4 tento aspekt bol splneny ako v pripade pSeni¢nej muky (13,2 %)
tak 1 sterilizate (12,6%).

Tabulka 4: Prehlad obsahu nutricnych zloZiek bielkovin a tuku v pSenicnej miike a sterilizdtu.
Vysledky vyjadruju priemerné hodnoty minimdine troch merani (SD < 5%).

mitka T512 sterilizdt
13,13+ 0,1 12 +
Bielkoviny(%) 3,13+ 0,109 ,60 = 0,067
Tuky (%) 1,23+ 0,065 0,34+ 0,020

Na druhej strane sterilizaciou prislo k viacndsobnému znizeniu tuku v sterilizate (tabulka),
¢o koreluje so ziskanymi poznatkami, ktoré uvddza Wang a kolektiv [51]. Ako uviadza
Stuper-Szablewska a kolektiv [52] obsah tuku varirujev pSeniénych zrnach okolo 1,9%. Ani
pri nativnej pSeni¢nej muke sa nepodarilo preukézat’ obdobnu hodnotu. Koncentracia tukov
vSak sa moze odliSovat podla odrody, Comu sa pripisal i tento namerany rozdiel [50].

5.2.2 Stanovenie vybranych funkénych vlastnosti pSeni¢nej miky a jej sterilizatu

Samostatni analyticki skupinu tvoria metddy, ktoré sa nezaoberaji posudzovanim
jednotlivych zloziek muky, ale posudzuju muku ako komplex [53]. K takymto metédam sa
zarad’'uje vaznost muky a vytaznost cesta.

Tabulka 5: Vybrané funkcné viastnosti pSenicnej mitky a jej sterilizatu

miika sterilizdt
Viiznost’ muky (%) 52,75 £ 0,627 66,19 £ 0,167
VytazZnost’ cesta
84,19 £ 0,834
(%) 66,75 + 0,627

Zvoleny pristup fyzikalneho opracovania pSeni¢nej muiky procesom sterilizdcie sa prejavil
pri zmene jej funkénych vlastnosti. Hore uvedené tudaje v tabulke 5 predikuji vplyv

37



sterilizatu pri  d’alSej manipulacii a naslednom zakomponovani nami vytvoreného
medziproduktu do pekarskych receptiur. Parametre vdznosti muky a vytaznosti cesta, ktoré sa
pri pSeni¢nej muke T512 nachadzali v optimalnom intervale, sa po tlakovom a tepelnom
opracovani posunuli smerom k zhorSeniu vlastnosti suspenzie. Pre tieto skutocnosti nie je
mozné vysubstituovat nami pripravenou suspenziou majoritné mnozstvo zloziek v tradi¢nych
pekarskych receptirach ani po vybilancovani mnozstva vody, nakol’ko jej schopnost’ vyviazat
vodu nie je adekvitna a tento fakt sa prejavuje ako pri konzistencii findlneho produktu,
tak 1 pri aktivite vody vyrobku a jeho trvanlivost by sa rapidne znizila.

5.2.3 Reoldgia pSenicnej muky a jej sterilizatu

»  Amylografické stanovenie

Ako bolo uz spomenuté v kapitole Pre posidenie kvality miky je preto potrebné poznat
vlastnosti sacharidovo-amylazového komplexu. Ten sa v technologickom procese uplatiiuje
v dvoch fazach a to pocas hydrolyzy (vtedy je Cinnost’ amylolytickych enzymov ziaduca,
aby bolo zabezpecené adekvatne mnozstvo skvasitelnych sacharidov pre tvorbu kypriaceho
plynu) a pocCas pecenia. Vplyvom narastajucej teploty dochadza k mazovateniu Skrobu.
Zmazovalteny Skrob viaze velké mnozstvo vody a je amylazam pristupnejs$i nez Skrob
v nativnej forme. Tvorba sacharidovo-amyldzového komplexu sa hodnotila pomocou
amylografu. Je funkciou konzistencie suspenzie muky a vody meranej v amylografickych
jednotkéch. Jedna sa o zdvislost teploty a Casu. Pri merani teplota v priebehu testu narasta
o 1,5 °C kazdd minutu. Meranie odporu suspenzie a vznikajuceho gélu sa premieta

na os y [54].
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Obrdzok 9: Amylografické stanovenie sacharidovo-amyldzového komplexu pSenicnej muiky
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Obrdzok 10: Amylografické stanovenie sacharidovo-amyldzového komplexu sterilizdtu
pSenicnej muky

Vystupom je amylogram (Obrdzok 10). Na tomto obriazku 10 je pre porovnanie urobend
amylograficka analyza sterilizatu. Ako je mozné vidiet z vysSie uvedenych kriviek, pocas
procesu sterilizacie doslo ku kvalitativnej zmene sacharidovo-amyldazového komplexu. Tieto
poznatky spolu s informaciami, ze glutén je inkorporovany do helikalnej matrice Skrobu viedli
k zavedeniu technologického kroku fyzikdlno—termického opracovania muky sterilizéciou,
ktorej vysledkom bol tzv. sterilizat — zdkladny substrdt pre nadchadzajici krok hydrolyzy
[55].

5.3 Hydrolyza sterilizatu

5.3.1 Hydrolytické Stiepenie Skrobu amylazami a glukoamylazami

Sposoby stanovenia scukrenej hodnoty enzymatickych hydrolyzatov sa rozdel'uje do dvoch
skupin podla toho, aky bol zvoleny analyticky postup. Prvy skuma ubytok substratu, to
znamend Skrobu, zatial' co druhy postup meria prirastok redukujacich latok, ktoré vznikaju
pocas hydrolytického Stiepenia substratu.

Kjeldahlov zdkon o proporcionalite medzi mnozstvom amylazy a vzniknutymi redukujicimi
latkami je zakladnym informacnym kanalom pre druhy postup stanovenia redukujucich
sacharidov v hydrolyzate. Tento zakon popisuje empiricki skutocnost, ze pri hydrolyze
Skrobu je mnozstvo vytvoreného cukru umerné hodnote pritomnej amylazy tak dlho,
kym sa nevytvori zo 100 jednotiek skrobu viac ako 40 dielov maltozy [56]. Tieto poznatky
prispeli k sledovaniu oboch vysSie uvedenych parametrov pri enzymatickom opracovani
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sterilizatu za uCelom degradacie Skrobu a spristupnenia inkorporovanych gliadinovych
molekul v jeho Spiréle.

Enzymatickd hydrolyza bola uskuto¢nend prostrednictvom komercnych enzymatickych
preparatov a ich kombindcii. Podmienky hydrolytického Stiepenia Skrobu boli optimalizované
na teplotu 55°C na zdklade informdcii uvedenychv Specifikacii prislusnych enzymov.
V prvom kroku pripravy hydrolyzovaného preparétu z pdeniénej muky, ktory spliia parametre
vhodné pre aplikdciu v bezlepkovej diéte, boli pre potreby degradacie Skrobovej matrice
testované mimo rdéznych enzymov a ich kombin4cii i rozdielne koncentrécie.

Ako je vyssie spomenuté, uspesnost’ hydrolyzy bola vyhodnotena na zaklade merania obsahu
Skrobu resp. redukujucich sacharidov. Taktiez pocas hydrolyzy sa si¢asne merala hodnota
pH. Vysledky su uvedené na Obrazku 11 az 15.
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Obrdzok 11: Hydrolytické Stiepenie Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii enzymu MT3K

Odporucané davkovanie 1 % na susinu substratu pri vSetkych preparatoch sa po uskutocneni
hydrolyz ukazalo ako prehnané, ¢o je mozné vidiet’ aj na spominanych obrazkoch. Rozdiely
medzi koncentriciou 0,1 % ajej 10-ndsobkom 1% pridavkom boli zanedbatelné,
¢o potvrdzuju 1 hodnoty namerané pri stanoveni Skrobu a ndrastu redukujuicich sacharidov.
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Obrdzok 12: Hydrolytické Stiepenie Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii kombindcii enzymov
MT3K + GLUAMK
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Obrdzok 13: Hydrolytické Stiepenie Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii enzymuFUNG
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Obrdzok 14: Hydrolytické Stiepenie Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii kombindcii enzymov
FUNG + GLUAM

Pociatocné pH sterilizatu bolo 6,45 + 0,001, preto jeho dprava roztokom kyseliny citrénove;j
bola 4,02+ 0,001. Rozpéatie pH medzi 6,0 az 4,0 vytvara optimalne podmienky pre degradaciu
Skrobu za nizkej koncentracie a-amyldzy [57]. Tento fakt sa potvrdil medzi vysledkami
nameranymi pri rovnakej koncentricii enzymatického komplexu 0,1% MT3K+GLUAMK.
P6vodnd hodnota pH a optimalizacia pH je dokazom spravnosti zvoleného postupu.
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Obrdzok 15: Zmena pH pocas hydrolytického pésobenia enzymatickej kombindcie MT3K
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Obrdzok 16 Zmena pH pocas  hydrolytického pdsobenia  enzymatickej — kombindcie
MT3K + GLUAMK
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Obrdzok 17: Zmena pH pocas hydrolytického $tiepenia Skrobu v sterilizdte po aplikdcii enzymu FUNG
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Obrdzok 18: Zmena pH pocas hydrolytického Stiepenia Skrobu v sterilizdte po aplikdcii enzymatického
komplexu FUNG + GLUAMK

Koncentra¢ny interval v rozmedzi 0,01 — 1% poskytol prakticky prehlad o moznostiach
enzymovej aktivity vytvorenych komplexov a zaroveri substratové limity. Na zaklade
vyskumu prvoautora Hashemiho [58] bol modifikovany vstupny substrit, t.j. sterilizat
upravou pH a to pridavkom 1% roztoku kyseliny citronovej. Tato zmena prispela
k efektivnejSiemu priebehu hydrolyzy avy$sim vynosom ako pri obsahu redukujicich
sacharidov, tak i pri degradacii skrobu.
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Obrdzok 19: Redukujiice sacharidy po hydrolyze Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii enzymu MT3K
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Obrdzok 20: Redukujuce sacharidy po hydrolyze Skrobu v sterilizdate pri aplikdcii enzymu
MT3K+GLUMAK

N
)
J

[\
9]
1
[ |

\+
1

[\e]
(e}
1

% red.sacharidy/sus.
v

—
wn O
1

1 2 3 4
¢as hydrolyzy (hod.)

==1% FUNG ==0,1% FUNG

Obrdzok 21: Redukujuce sacharidy po hydrolyze Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii enzymu FUNG
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Obrdzok 22: Redukujiuce sacharidy po hydrolyze Skrobu v sterilizdte pri aplikdcii enzymu
FUNG+GLUAMK

10-ndsobny rozdiel v davkovani enzymu nepriniesol pozadovany efekt, nakol'ko substratova
kapacita bola limitujucim faktorom pre UuspeSnost hydrolyz. Tieto vysledky
vSak nie su prekvapujuce, kedze sa o nepriamej umere medzi mnozstvom substratu
a koncentriciou enzymu pri enzymatickych procesoch zmiefiuje uz v roku 1932 Hanes [59].
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Obrdzok 23: Prehlad nameranych hodnot zvoleného enzymového komplexu 0,1 % MT3K a 0,1 %
GLUAMK po hydrolyze s iipravou pH kyselinou citrénovou
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Zo vSetkych vykonanych hydrolyz bola ako najlepsie vyhodnotena kombinacia
MT3K aGLUAMK v koncentricii 0,1 % po dprave pH na hodnotu 4,02.
Na obrazku 16 je znazornené postupny ubytok skrobu hydrolytickym Stiepenim tohto
komplexu alinedrne pribidanie redukujicich sacharidov ako produktov hydrolyzy.
Najvyssieho vytazku redukujucich sacharidov a tym padom i najlepSej degradacii Skrobu sa
dosiahlopo ukonceni 4 hodinovejhydrolyzy. Namerand hodnota 86,63 % redukujicich
sacharidov v 4 hodine koreluje s vysledkami Soniho a kolektivu [60] ponimajica o vysokej
scukrovacej schopnosti glukoamyldz pri optimalnych podmienkach. Pri aplikécii komplexu
amyldzy a glukoamylazy sa dosahuje vysokého stupiia konverzie pSenicného Skrobu, ¢o sa
potvrdilo ipri 28,87 % mnozstve Skrobu po 4 hodindch opracovdvania enzymatickou
kombindciou MT3K a GLUAMK.

5.3.2 Selekcia vhodnych proteaz pre uspeSnu hydrolyzu gluténu v sterilizate

Tradicne sa diétne proteiny povazuju za zdroj energie a esencidlnych aminokyselin, ktoré
si nevyhnutné pre rast a udrziavanie fyziologickych funkcii. V poslednej dobe sa zdujem
tykajuci identifikdcie a charakterizacie bioaktivnych peptidov z rastlinnych zdrojov zvySuje.
Medzi potravinové zdroje rastlinnych bielkovin patri predovsetkym pSeni¢ny glutén, nakol'ko
je nielen nutricnou zlozkou typickej obilniny pSenice, ale zarovenn vedlajsim produktom
procesu pri ziskavani pSenicného Skrobu, ¢o ho predurcuje na surovinu ziskavanu pri relativne
nizkych nédkladoch. Pouzitie tychto proteinov ako zdroj biologicky aktivnych peptidov
je vel'mi vzacne a doposial’ komercne prili§ nevyuzivané [61].

Nerozpustnost’ gluténu vo vodnych roztokoch je jednym z hlavnych obmedzeni pre jeho Sirsie
pouzitie pri spracovani potravin vo vS§eobecnosti. PSeni¢ny glutén sanajCastejSie enzymaticky
hydrolyzuje niekol’kymi komer¢ne dostupnymi protedzami (Alcalase 2.4L, PTN 6.0s, pepsin,
pankreatin, Neutrase n Protamex ™, Flavourzyme®). Pouzitie proteolytickych enzymov
je ucinna metoda modifikacie proteinov [62]. Tym, ze sa riadia reakéné podmienky
v priebehu enzymatickej hydrolyzy, je mozné ziskat hydrolyzaty, ktoré maju odlisné
vlastnosti. Vyskumy zamerané na chemicka alebo enzymaticki modifikaciu psSeni¢ného
gluténu mali za nasledok zvySenie jeho rozpustnosti, moznostiaplikacii 1 v oblastiach
dietetickej vyzivy ako i inych vystupov [63].

Pocas rieSenia problematiky enzymatickej degradacie gluténu na mensie peptidové frakcie
boli aplikované rézne enzymatické prepardty samostatne i v komplexoch. Priebeh hydrolyzy
bol zaznamendvany pri pravidelnych odberoch v réznych ¢asovych intervaloch.

Tabul'ka 7 pojedndva o prvotnom pristupe aplikdcie sladovych extraktov po ivodnom kroku
enzymatického Stiepenia Skrobu komplexom 0,1 % MT3K+GLUAMK po dobu 4 hodin.
Hodnoty su vyjadrené v jednotkdch ppm, nakolko cielom prace bolo vytvorit hydrolyzat
s obsahom gluténu niz§im nez 20 ppm na kilogram suroviny. Tento udaj vyplyva
z ustanovenia Potravinového kdédexu a prislusného nariadenia Komisie pre Codex
Alimentarius EU.
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Tabulka 7: Enzymovd hydrolyza gluténu sladovym extraktom Maltextract GF

Cas hydroljzy 2H 4H | 6H
Malt extract GF
koncentracia [ppm]
0,5 % 1942,37 1939,74 1939,74
1% 1950,26 1947,63 1931,84
1,5 % 1945,00 1939,74 1937,11
39 1942,37 1916,05 1897,63

Sladové hydrolyzaty predstavuji bohaty zdroj malych peptidov a aminokyselin. Su pouzivané
predovsetkym pri pekarskych aplikaciach a ako zdroj zluCenin so zdravotnym benefitom
(minerdly, vitaminy a vldknina). NavySe, enzymy aktivované v priebehu kli¢enia,
ako amylazy, lipdzy, hemiceluldzy a proteazy mozu do iste] miery tiez pdsobit’ ako pridavok
v bezlepkovom peceni, zatial ¢o minerdlne latky a vitaminy pritomné v slade prinasaju
pridand hodnotu findlnemu produktu. Tieto kvalitativne aspekty su obzvlast dolezité
pre celiatikov, zavislych od bezlepkovych vyrobkov, ktoré v§ak majucasto zIa chut a celkovu
kvalitu [64].

Chutovy profil ziskany po hydrolytickom opracovani tymito extraktmi bol dobry. Prijemna
sladova vona a nasladla chut vysledného produktu mohli sluzit' ako aditivum predovSetkym
v pekédrskych a pecivarskych aplikaciach. AvSak vysoky obsah zvySkového gluténu
bol neakceptovatel'ny pre vyuzitie v bezlepkovych potravinach.

Verhoeckx a kolektiv [65] sa vo svojej praci venovali obdobne stanovovaniu gluténu po jeho
enzymove] degradacii. Kvantita alergénnej zlozky v hydrolyzate sa zistovala imunologickou
metédou  ELISA. Zvoleny pristup kombinidcie  exoprotedzy  a endoprotedzy
pre umocnenie enzymatického ucinku je mozné pozorovat i v predkladanej diplomovej praci
(Tabul'ka 8 a 9).

Tabulka 8: Enzymovd hydrolyza sterilizdtu 1 % Fungal Protease a 0,5 % Neutral Protease

C

s 2H 4H | 6H | 8H | 12H | 20H 22H 24H
hydrolyz
MnoZst

Hozstvo 1950,2 | 1931,8 | 19055 | 1550,2 | 1308,2 | 1450,26 | 1308,2 1247,63
gliadinu

[ppm]

Posobenie  NeutralProtease  a exoprotedzy  FungalProtease  nebolo  dostacujuce
ani po 24 hodinovej hydrolyze, ¢omu nasved¢uju i namerané hodnoty gliadinu (Tabulka 8).
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Tabulka 9: Enzymovd hydrolyza sterilizdtu 1 % Flavourzyme a 0,5 % Neutral Protease

C
s 2H 4H | 6H | 8H | 12H | 20H | 22H | 24H
hydrolyz
MnoZstvo
149237 | 14713 | 1384,5 | 1297,6 | 12292 | 105026 | 1071,32 | 889,74
gliadinu
[ppm]

Proces prebiehajici medzi substrdtom (glutén) a proteolytickym enzymomFlavourzyme®
sa komplexne vyznacuje tym, ze enzymaticka stabilita a aktivita je velmi ovplyviiovana
rozhodujucimi faktormi ako teplota, pH, doba podsobenia, mieSanie a inymi vonkaj§imi
podmienkami. Jednotlivé parametre procesu boli vybrané tak, aby sa dosiahlo dostatocnej
enzymovej stabilite procesu po celd dobu hydrolyzy [66].

Tato kombinacia preparatov dosahovala obdobné hodnoty za 1/3 ¢asu oproti
predchddzajicemu testovaniu enzymatického komplexu (Tabulka 7), preto boli uskuto¢nené
d’alSie analyzy s pouzitim enzymu Flavourzyme.

Tabulka 10: Enzymovd hydrolyza sterilizdtu 1 % komplexom Flavourzyme a Neutral Protease

Cas
, 1H 2H 3H 4H SH 6H TH
hydrolyzy
Mnozstvo
1702,89 1895,00 1942.37 1618,68 1442,37 1379,21 1321,32
gliadinu
[ppm]

Tabulka 11: Enzymovd hydrolyza sterilizdtu 1 % komplexom Flavourzyme a Neutral Protease

Cas
, 1H 2H 3H 4H SH 6H TH
hydrolyzy
Mnozstvo
1658,16 1184,47 1158,16 934,47 231,84 55,53 10,79
gliadinu
[(ppm]

Kombinacia komercne dostupnych enzymov Flavourzyme a NeutralProtease v koncentracii
1 % na suSinu sterilizatu sa v 7. hodine hydrolyzy ukazala ako vhodna pre naplnenie ciel'ov
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tejto diplomovej prace. Finalny produkt by mal mat’ ziaduce senzorické i nutri¢né vlastnosti
a je taktiez cenovo dostupny.

Flavourzyme obsahuje asponi péat rdoznych proteolytickych druhov aktivitktoré pozostiavaji
z menSej Castiendo, ale hlavne exoprotedzovej aktivity v priebehu hydrolyzy pSeni¢ného
gluténu podla udajov dodavatela [67]. Tato aktivita bola podporend pridavkom neutrdlnej
protedzypre doplnenie absentujiceho dostatoéného mnozstva endoproteazovej aktivity.

5.3.3 Nutri¢na charakteristika hydrolyzatu

Mnozstvo bielkovin v hydrolyzate po enzymatickom S§tiepeni sa pohybovalo v priemere
12,995 % + 0,021.V porovnani s obsahom bielkovin v sterilizite a po hydrolyze nedoslo
k zmene. Tento vysledok vSak nepredikuje nepresnost ¢i chybu v merani, nakolko
Kjeldahlova metéda stanovuje celkovy dusik, ateda aj aminokyseliny. Tym pddom
hydrolytické Stiepenie gluténu mohlo byt uspe$né i napriek takmer nezmenenému mnozstvu
bielkovin.Tak ako pri porovndvani sterilizdtu a pSeni¢nej muky, bol mimo tohto parametru
stanovend opitovne i vysledna hodnota pH, Skrobu a redukujucich sacharidov (Tabul'ka 12).

Tabulka 12: Nutricné parametre namerané v pSenicnom hydrolyzdte

Skrob (%) Redukujiice Bielkoviny (%) pH
sacharidy (%)
25,38 + 0,011 49,72 + 0,003 12,995 % + 0,021 4,63

5.4 Pekarske zapracovanie vybraného hydrolyzatu a senzoricka analyza
finalneho vyrobku

5.4.1 Priprava receptiry pre pekarsky pokus
Zakladna receptira bezlepkovych chlebov bola upravend tak, aby obsahovala o najvyssi

podiel hydrolyzdtu a zarovenl nezhorSila senzoricki stranku vyrobku. Dodlezitym
ukazovatel'om zlepSenia receptury bola vol'ba vhodného technologického postupu spracovania
vyrobku.

Pre pekarske ucely bola zvolend doméca pekarenn znacky Moulinex, ktord obsahovala
$pecialny bezlepkovy program. Pévodné prednastavené parametre na pekarni v bezlepkovom
programe sa ukazali ako nevhodné, ked'Ze striedka bochnika bola konzistenciou podobna kasi
a obsahovala nadmerné mnozstvo vody a vyrobok sa javil nedopecene. Ako optimdlna
sa ukdzala dprava teploty na 170°C a taktiez optimalizdcia doby hnetenia pred vypecenim.
Jednotlivé pekarske pokusy su zadokumentované na Obrazku 24.
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Obrdzok 24: Chlieb pripraveny z bezlepkovej chlebovej zmesi a pridavku pSenicného
hydrolyzatu(zlava 50 g pridavok, v strede s pridavkom 75 g hydrolyzovanej pSenicnej miiky, sprava
pridavok 100 g hydrolyzdtu).

V kapitole 4.6.6 boli popisané jednotlivé zlozenia pouzitych zmesi na pripravu bezlepkovych
chlebov aj pridavky hydrolyzovanej pSeni¢nej muky. Chlieb bol peceny vzdy v dvoch
paralelnych meraniach.

5.4.2 Aktivita vody finalneho produktu s pSeni¢nym hydrolyzatom
Vo vypecenych produktoch bola merana hodnota aktivity vody ay. Predpokladany pridavok

pSeni¢ného hydrolyzatu zbaveného gluténu zvysil aktivitu vody oproti kontrole (Tabulka 13).

Tabulka 13: Hodnoty aktivity vody finalnych produktov vypecenych pekarskych vyrobkov

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Kontrola K

aw 0,980 0,991 0,986 0,958

5.4.3Senzoricka analyza finalneho vyrobku

Hlavnym cielom senzorického hodnotenia bolo posudit prijatelnost nového druhu
bezlepkového chleba obohateného o pSeni¢ny hydrolyzat (hodnota gliadinu 10,79 ppm)
v pridavkoch 6 %; 9 % a 12,5 %.Pripravené chleby boli porovnané s kontrolnou vzorkou,
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ktord bola bez pridavku hydrolyzovanej suspenzie. Vzorky boli hodnotitelom predlozené
pod kédmi (1, 2, 3, K).
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Hodnotenie tvaru chlebov
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Obrdzok 25: Vysledky hodnotenia tvaru pekdrskych vyrobkov bodovou metodou. 1 vzorka obsahuje
6 % pridavok hydrolyzdtu pSenicnej muky; 2 vzorka 9 % pridavok hydrolyzovanej suspenzie a vzorka
3 12 % pridavok pSenicného hydrolyzdatu, K je kontrola, respektive tradicna receptira pouzivana

v pekdrskych bezlepkovych aplikdcidch bez pridavku hydrolyzdtu.
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Obrdzok 26: Vysledky hodnotenia farby korky pekdrskych vyrobkov. Vysvetlenie legendy
Jje uvedené v popise k Obrdzok 18.

Vplyvom pridavku hydrolyzadtu v mnozstve 12 % (vzorka 3) doslo k vzniku praskliny
na spodnej Casti povrchu bochnika. Tento fakt vSak neznizil hodnotenie kvality tvaru
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a povrchu posudzovateI'mi. Uvedena skutocnost’ suvisi s tym, ze Specializované bezlepkové
pekérske vyrobky obsahuju praskliny a ide o prirodzenu stucast’ tychto produktov.

Hodnotenie farby striedky (Obrdazok 27) pripravenych chlebov bolo ovplyvnené
predovsetkym porovnavanim s beznym pekarskymi vyrobkami, ktoré maja typickd tmavu
farbu korky, prejavom c¢oho bolo viac ako 50 %-né hodnotenie posudzovatelov,
ze vzorky 2 a 3 maju menej typicku farbu, na aku st konzumenti zvyknuti.
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Obrdzok 27: Vysledky hodnotenia farby striedky pekdrskych vyrobkov. Vysvetlenie legendy
je uvedené v popise k Obrdzok 18.
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Obrdzok 28: Hodnotenie porovitosti striedky pekdrskych vyrobkov. Vysvetlenie legendy je uvedené
v popise k Obrdzku 18
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Obrdzok. 29: Hodnotenie lepivosti striedky pekdrskych vyrobkov. Vysvetlenie legendy je uvedené
v popise k Obrdzku 18.

Priblizne 40 % hodnotitelov oznacilo, ze im dany druh chleba, respektive konkrétne
vzorka 1 vyhovuje, ¢o sa tyka konzistencie a lepivosti. Vzorka 2 sa pohybovala v intervaloch
malo az dost lepivych produktov, v zavislosti od preferencii kone¢ného konzumenta
(Obrazok 29). Vzorka 3 vsak bola polovicou hodnotitelov oznaena za mazl'ava, ¢o mdze
negativnym spdsobom ovplyvnit pripadna volbu kuapy takéhoto bezlepkového chleba
(Obrazok 28). Ani jeden typ vSak nebol vyhodnoteny ako vel'mi lepivy ¢i neakceptovatel'ny.
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Obrdzok 30: Hodnotenie pruznosti striedky pekarskych vyrobkov. Vysvetlenie legendy je uvedené
v popise k Obrdzku 18.

Pri hodnoteni pruznosti bez obsahu pridavku hydrolyzatu (Obrazok 30) sa prejavila vyrazna
odlisnost” oproti ktorémukol'vek chlebu pripraveného s touto zlozkou, a to najmi v intenzite
lepivosti  anepruznosti. AvSak absentujuca  schopnost inovovanych  vyrobkov
vzorky 2 a 3 plnohodnotne vysubstituovat’ pruznost” klasickych chlebov nebola hodnotiteI'mi
vnimana negativne, nakol'koide o typicky prejav bezlepkovych vyrobkov, ¢o potvrdilo
150 % posudzovatel'ov priradenim k vlastnosti striedky u kontroly K, privlastok lepivd az

menej lepiva.
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Hodnotenie chutnosti
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Obrdzok 31:Hodnotenie celkovej chutnosti pekdrskych vyrobkov. RozliSenie 1-K uvedené v texte
k Obrazku 18.

Vona a chut vyrobku bola hedonicky hodnotena na zéklade posidenia intenzity a prijemnosti
vybranych deskriptov pouzitim neStrukturovane; usecky, ktorej zaciatok vyjadroval
nevyhovujuci chutovy profil akoniec naopak vynikajucu chut (Obr. 31). Z hl'adiska
chutnosti bola najlepsie prijatd vzorka 1 s pridavkom 6% pSenicného hydrolyzatu, priCom
vyhovovala 40 % respondentov. Akceptacia vzorky s najvyssim pridavkom hydrolyzatu bola
totozna ako pri kontrole, ¢o je vyhodnocované ako velmi pozitivny vysledok.
20% respondentov  oznaCilo vzorku 2 ako nevyhovujicu adany produkt
by do jedédlneho listka nezakomponovali.

Na zdklade ddajov uvedenych vyssie je mozné konstatovat’, ze v réznych posudzovanych
parametroch bola akceptovatel'nost konzumentmi odlisna, preto nie je mozné s presnostou
stanovit’ najvhodnejsiu recepturu, ktora by dominovala vo vSetkych skimanych vlastnostiach
Sirokej Skale konzumentov. Uvedena skuto¢nost’ moze suvisiet' s tym, Ze v sucasnosti rozni
spotrebitelia dbajui na Siroké spektrum nutricnych, senzorickych a technologickych
skuto€nosti, ¢o sa  prejavilo  ivrdznorodosti  nadobudnutych  vysledkov.
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6 ZAVER

Zamerom diplomovej prace s ohl'adom i1 na sufasny stav vedeckych poznatkov a potreby
praxe bolo pripravit inovovany pSeni¢ny hydrolyzat so znizenym obsahom gluténu
pod hranicu 20 ppm na kilogram produktu pre aplikdciu v bezlepkovych potravinéch.

V prvom kroku bola na zaklade stanovenia obsahu nutri¢nych zloziek zvolena preduprava
pSeni¢nej suspenziesterilizaciou. Amylografickym stanovenim jeho reologickych vlastnosti
sa zistilo, ze tento technologicky medzikrok kvalitativne ovplyvnil Skrobovi matricu,
¢im vyznamne ulahCil nésledné hydrolytické Stiepenie Skrobu komplexom amylazy
a glukoamylézy.

Nasledujuca Cast’ prace bola zamerana na vyssie spominana hydrolyzu Skrobovej matrice,
za ucelom spristupnenia gluténovych molekul inkorporovanych v tejto Spirdle. Enzymy boli
analyzované z hladiska ich aktivit a schopnosti degradovat Skrob a tvorit redukujuce
sacharidy. Ako najvhodnejSia  kombinacia enzymov bola vybrand amylaza
MT3K (0,1 %) a glukoamyldaza GLUAMK (0,1 %). Produkcia redukujicich sacharidov a teda
uspesnost’ degradacie Skrobu bola sledovana meranim oboch tychto parametrov nezavisle
od seba. Vysledna hodnota Skrobu v sterilizate po 4 hodinovom hydrolytickom Stiepeni bola
29 % a ndrast redukujdcich sacharidov bol z povodnej hodnoty
1,47 % na 87 %. Nadobudnuté vysledky koreSponduju so zaznamenanym poklesom pH.

V dalSsom  kroku  bol  hydrolyzat  podrobeny  enzymatickému  pdsobeniu
protedz.V pravidelnych intervaloch (0 az 24 hodin)sa odoberala zhydrolyzovand suspenzia,
v ktorej sa stanovoval obsah gliadinu pomocou imunologickej metody ELISA. Najnizsia
hladina skimaného alergénu (10,79 ppm/kg) bola zaznamenand pri enzymatickej kombinécii
exoprotedzy Flavourzyme (0,1 %) a endoprotedzy Neutral Protease (0,1 %) po 7. hodine
hydrolytického posobenia. Tato hodnota je takmer polovicou z povolenej hladiny
20 ppm/kg gliadinu v bezlepkovych  vyrobkoch podla nariadenia  Komisie
pre Codex Alimentarius EU.

Ukoncenim prace bolo odskti§anie nami vytvoreného hydrolyzovaného pSeni¢ného
prepardtu v pekdrskych bezlepkovych vyrobkoch, konkrétne v celiatickom chlebe.
Hydrolyzovany pripravok bol inkorporovany do zakladnej receptiry bezlepkového chleba
v roznych mnozstvach. Boli pripravené chleby s 0; 6; 9 a 12,5 % pridavkom hydrolyzatu.
Upecené chleby boli senzoricky posudené .Z hladiska chutnosti bola najlepSie prijata
vzorka 1 s pridavkom 6 % pSeni¢ného hydrolyzatu, pricom vyhovovala 40 % posudzovatel'ov.
Akceptacia vzorky s najvy$sim pridavkom preparatu 12,5 % bola totozna ako pri kontrole,
¢o bolo vyhodnocované ako pozitivny vysledok. V pripade merania farby mal chlieb
s pridavkom hydrolyzatu mierne svetlejsSiu korku 1 striedku v porovnani s chlebom
neobsahujicim pripravok, nie vSak vyrazne.

Zaverom je mozné konStatovat, Zze nadobudnuté charakteristiky tykajuce
sa hydrolyzovanych psSeni¢nych sterilizatov davaju Sancu implementéacie do bezlepkovych
vyrobkov ateda zaujat’ vyrobcov i pacientov trpiacich ochorenim celiakia. Nami vytvoreny
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enzymaticky upraveny prepardt je vhodny nielen na pripravu pekdrenskych produktov,
ale iinych typov celiatickych potravin (pecivarenské vyrobky, funk¢né néapoje a iné).

58



7 ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[1] WANG, CH. Y., WU, S.J,, SHYU, Y. T. Antioxidant properties of certain cereals as
affected by food-grade bacteria fermentation. Journal of Bioscience and Bioengineering.
2014, vol. 117, p. 449-456.

[2] ROSENFELDER, P., EKLUND, M., MOSENTHIN, R. Nutritive value of wheat and
wheat by-products in pig nutrition: A review. Animal Feed Science and Technology. 2013,
vol. 185, issues 3-4, p. 107-125.

[3] HARDT, N. A., BOOM, R. M., VAN DER GOOT, A. J., Starch facilitates enzymatic
wheat gluten hydrolysis. LWT — Food Science and Technology. 2015, vol. 61, p. 557-563.

[4] KIEFFER, R., SCHURER P., KOHLER P., WIESER, H. Effect of hydrostatic
pressure and temperature on the chemical and functional properties of wheat gluten: Studies
on gluten, gliadin and glutenin. Journal of Cereal Science. 2007, vol. 45, issue 3, p. 285-292.

[5] LAFIANDRA, D., RICCARDI G., SHEWRY, P. R.Improving cereal grain
carbohydrates for diet and health. Journal of Cereal Science. 2014, vol. 59, issue 3,
p- 312-326.

[6] KOEHLER, P. Chapter 1 — Celiac Disease-A Complex Disorder. Celiac Disease and
Gluten. 2014, p.1-96.

[7] LANGSTRAAT, T. D., JANSENS, K. J. A.,, DELCOUR, J. A., VAN PUYVELDE
P., GODERIS B. Controlling wheat gluten cross-linking for high temperature processing.
Industrial Crops and Products. 2015. Dostupné z:
http://ezproxy.cvtisr.sk:2057/science/article/pii/S0926669014008206

[8] LIONETTIL E., CATASSI, C. New clues in celiac disease epidemiology,
pathogenesis, clinical manifestations, and treatment. International Reviews of Immunology.
ISSN 1563-5244, 2011, vol. 30, no. 4, p. 219-231.

[9]  PEREZ, CRESPO, L., CASTILLEJO DE VILLASANTE, G., RUIZ, A., C., LEON, F.
Non-dietary therapeutic clinical trials in coeliac disease. European Journal of Internal
Medicine. ISSN 1879-0828, 2012, vol. 23, no. 1, p.9-14.

[10] BRIANI, CH., SAMAROO, D., ALAEDINI, A. Celiac disease: from gluten to
autoimmunity. Autoimmunity Reviews. ISSN 1568-9972, 2008 , vol. 7, no. 8, p. 644—650.

[11] SEALEY-VOYKSNERA, J. A., KHOSLAB, CH., VOYKSNERC, R. D.,
JORGENSONA, J. W. Novel aspects of quantitation of immunogenic wheat gluten peptides

by liquid chromatography—mass spectrometry/mass spectrometry.
Journal of Chromatography A. ISSN 0021-9673, 2010, vol. 1217, no. 25, p. 4167-4183.

59


http://ezproxv.cvtisr.sk:2057/science/article/pii/S0926669014008206

[12] STRAUCH, K., A., COTTER,V., T. Celiac disease: an overview and management for
primary care nurse practitioners. The Journal for Nurse Practitioners. ISSN 1555-4155, 2011,
vol. 7, no. 7, p. 588-599.

[13] ELLI L., RONCORONI L., HILS M., PASTERNACK, R., BARISANI D.,
TERRANIC., VAIRA V., FERRERO S., BARDELLA, M. T. Immunological effects of
transglutaminase-treated gluten in coeliac disease. 2012, Human Immunology, vol. 10,
p- 992-997.

[14] MARSH, M. N. Gluten, major histocompatibility complex, and the small intestine.
A molecular and immunobiologic approach to the spectrum of gluten sensitivity ('celiac
sprue'). 1992, Gastroenterology, vol. 102, issue 1, p. 330-354.

[15] NIEWINSKI, M.M. Advances in celiac disease and gluten-free diet. Journal of the
American Dietetic Association. ISSN 0002-8223, 2008, vol. 108, no. 9, p. 661-672.

[16] DUGGAN, J.M. Coeliac disease: the great imitator. Medical Journal of Australia.
ISSN 1326-5377, 2004, vol. 180, no. 10, p. 524-526.

[17] TENNYSON, C. A., LEWIS S. K., GREEN, P. H. R. New and Developing Therapies
for Celiac Disease. Therapy Advences in Gastroenterology. 2009, vol. 2, issue 5, p. 303-309.

[18] IQBAL, A., KHALIL, I. A., ATEEQ, N., KHAN, M. S. Nutritional quality of
important food legumes. Food Chemistry. ISSN 0308-8146, 2006, vol. 97, no. 2, p. 331-335.

[19] STAZI, A.V., TRECCA, A., TRINTI, B. Osteoporosis in celiac disease and in
endocrine and reproductive disorders. World Journal Gastroenterology. ISSN 2219-2840,
2008, vol. 14, no. 4, p. 498-505.

[20] HALFDANARSON, T.R., LITZOW, M.R., MURRAY, J.A. Hematological
manifestations of celiac disease. Blood, Journal of The American Society of Hematology.
ISSN 1528-0020, 2006, vol.109, no. 2, p. 412-421.

[21] YUST, M. M., PEDROCHE, J., GIRON-CALLE, J., ALAIZ, M., MILLAN, F.,
VIOQUE, J. Production o face inhibitory peptides by digestion of chickpea legumin with
alcalase. Food Chemistry. 2003, vol. 81, p. 363-369.

[22] DRAGO, S., EL ASMAR, R., GRAZIA, C. M., TRIPATHI, A., SAPONE, A.,
THAKAR, M., JACONO, G., CARROCCIO, A., ZAMPINI L., FASAMO A. Gliadin,

zonulin and gut permeability: Effects on celiac and non-celiac intestinal mucosa and intestinal
cell lines. 2006, vol. 41, issue 4, p. 408-419.

[23] HALASOVA Rendta. Aplikdcia mikrobidlnych peptiddz pri diprave bielkovinovej
suroviny pre potreby humdnnej vyzivy. Nitra, 2010. Diplomova praca. Slovenska
pol'nohospodarska univerzita v Nitre, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva.

60



[24] MERZ, M., EISELE T., CLAASEN W., APPEL D., RABE S., STRESSLER T.,
FISCHER L. Continuous long-term hydrolysis of wheat gluten using a principally food-grade

enzyme membrane reactor system.Biochemical Engineering Journal. 2015, vol. 99,
p. 114-123.

[25] CLEMENTE, A. Enzymatic protein hydrolysated in human nutrition. Trends Food
Science Technology. 2000, vol. 11, issue 7, p. 254-262.

[26] RIZZELLO, C.G., CURIEL, J. A., NIONELLI, L., VINCENTINI, O., DI CAGNO,
R., SILANO, M., GOBBETTI, M., CODA, R. Use of fungal proteases and selected sordough
lactic acid bacteria for making wheat bread with an intermediate content of gluten. Food
Microbiology. 2014, vol. 37, p. 59-68.

[27] FUENTES-PRADO, E., MARTINEZ-PADILLA, L. P. Colloidal stability and
dilatational rheology at the air-water interface of peptides derived from thermal-acidic treated
wheat gluten. Food Hydrocolloids. 2014, vol. 41, p. 210-218.

[28] NORDQVIST, P., LAWTHER, M., MALMSTROM, E., KHABBAZ, F. Adhesive
properties of wheat gluten after enzymatic hydrolysis or heat treatment — A comparative
study. Industrial Crops and Products. 2012, vol. 38, p. 139-146.

[29] AGYARE, K. K., KWAKU, A., XIONG, Y. L. Emulsifying and foaming properties of
transglutaminase-treated wheat gluten hydrolysate as influenced by pH, temperature and salt.
Food Hydrocolloids. 2009, vol. 23, issue 1, p.72-81.

[30] SONDERGAARD, A.H. - GRUNERT, G. K.- SCHOLDERER, J. Consumer
Attitudes to Enzymes in Food Production. Trends in Food Science & Technology. 2005,
vol.16, no. 10, p. 466-474. ISSN 0921-2244

[31] IBRAHIM, C. O. Development of applications of industrial enzymes from Malaysian
indigenous microbial sources. Bioresource Technology. 2008, vol. 99, issue 11, p. 4572-4582.

[32] CERA, D.C. Serine proteases. IUBMB Life. 2009, vol.61, no. 5, p. 510 -515.

[33] PRABUCKA, B., DRZYMALA, A., GRABOWSKA, A. Molecular cloning and
expression analysis of the main gliadin-degrading cysteine endopeptidase EPS8 from triticale.
Journal of Cereal Science. 2013, vol. 58, issue 2.

[34] MARTINEZ, A.T.; RUIZ-DUENAS, F.J.; MARTINEZ, M.J.; RIO, J.C.,
GUTIERREZ, A. Enzymatic delignification of plant cell wall: from nature to mill. Current
Opinion in Biotechnology. 2009, vol. 20, no. 3, p. 348-357.

[35] WEIHOEFEN, A., BINNS, K., LEMBERG, M.K., ASHMAN, K., MARTOGLIO, B.
Indetification of signal peptide peptidase, a presenilin-type aspartic protease. Science. 2002,
vol. 296, p. 2215-2218.

61



[36] BARRET, A.J., RAWLINGS, N. D., WOESSNER, J. F. Introduction
metallopeptidases and their clans. Handbook of Proteolytic Enzymes. 2004, vol. 1, p. 325-370.
ISBN 0-12-079610-4.

[37] TEMUSSI, P. A. The good taste of peptidases. Journal of Peptide Science. 2011,
vol. 18, p. 73-82.

[38] SAHA, B. C., HAYASHI, K. Debittering of protein hydrolyzates. Biotechnology
Advances. 2001, vol. 19, p. 355-370.

[39] HARTMANN, G., KOEHLER, P., WIESER, H. Rapid degradation of gliadin peptides
toxic for coeliac disease patients by proteases from germinating cereals. Journal of Cereal
Science. 2006, vol. 44, issue 3, p. 368-371.

[40] LAZARIDOU, A., CHORNICK, T., BILLIADERIS, C. G., IZYDORCZYK, M. S.
Compositoin and molecular structure of polysaccharides released from barley endosperm cell

walls by sequential extraction with water, malt enzymes, and alkali. Journal of Cereal
Science. 2008, vol. 48, issue 2, p. 304-318.

[41] WEL Q.—-ZHIMIN, H. Enzynatic hydrolysis of protein: Mechanism of kinetic model.
Journal Frontiers of chemistry in China. 2006, vol.1, no.3, p. 308-314. ISSN 1673-3614

[42] CINELLIL, B. A., CASTILHO, L. R., FREIRE, D. M. G., CASTRO, A. M. A brief
review on the emerging technology of ethanol production by cold hydrolysis of raw starch.
Fuel. 2015, vol. 150, p. 721-729.

[43] WARREN,F.J., ZHANG, B., WALTZER, G., GIDLEY, M. J., DHITAL, S. The
interplay of alpha-amylase and amyloglucosidase activities on the digestion of starch in in
vitro enzymic systems. Carbohydrate Polymers. 2015, vol. 117, p. 192-200.

[44] RODRIGUEZ, S. D., BERNIK, D. L. Flavor release by enzymatic hydrolysis of starch
samples containing vanillin-amylose inclusion complexes. LWT — Food Science and
Technology. 2014, vol. 59, issue 2, p. 635-640.

[45] HERNANDEZ-JAIMES, C., LOBATO-CALLEROS, C., SOSA, E., BELLO-PEREZ,
L. A., VERNON-CARTER, E. J., ALVAREZ-RAMIREZ, J. Electrochemical characterization
of gelatinized starch dispersions: Voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy
on platinum surface. Carbohydrate Polymers. 2015, vol. 124, p. 8-16.

[46] TAWIL, G., VIKSO-NIELSEN, A., ROLLAND-SABATE, A., COLONNA, P.,
BULEON, A. Hydrolysis of concentrated raw starch: A new very efficient alpha amylase
from Anoxybacillus flavothermus. Carbohydrate Polymers. 2012, vol. 87, p. 46-52.

[47] DURA, A., BLASZCZAK, W., ROSELL, C.M. Functionality of porous starch
obtained by amylase or amyloglucosidase treatments. Carbohydrate Polymers. 2014, vol. 101,
p. 837-845.

62



[48] BELL, L. N.,, HAGEMAN, M. J., MURAOKA, L. M. Thermally induced denaturation
of lyophilized bovine somatotropin and lysozyme as impacted by moisture and excipients.
Journal of Pharmaceutical Science. 1995, vol. 84, issue 6, p. 707-712.

[49] GRAUSGRUBER H., SCHEIBLAUER J., SCHONLECHNER R., RUCKENBAUER
P., BERGHOFER E.Variability in chemical composition and biologically active constituents
of cereals. Vollmann Journal. 2004,p. 23-26.

[50] BIEL, W., BOBKO, K., MACIOROWSKY, R. Chemical composition and nutritive
value of husked and naked oats grain. Journal of Cereal Science. 2009, vol. 49, p. 413-418.

[51] WANG, H., CHEN, H., HAO, G., YANG, B., FENG, Y., WANG, Y., FENG, L.,
ZHAQ, J., SONG, Y., ZHANG, H., CHEN, YQ., CHEN, W. Role of the phenylalanine-
hydroxylating system in aromatic substance degradation and lipid metabolism in the

oleaginous fungus Mortierella alpina.Application Enviroment Microbiology. 2013, vol. 79,
issue 10, p. 3225-3233.

[52] STUPER-SZABLEWSKA, K., BUSKO, M., GORAL, T., PERKOWSKI, J. The fatty
acid profile in different wheat cultivars depending on the level of contamination with
microscopic fungi. Food Chemistry. 2014, vol. 153, p. 216-223.

[53] DODOK L., SZEMES V. Laboratérne kontrolné metédy pre pekarsku a cukrarsku
prax. Gomini. 1998, p. 80.

[54] ZITNY, B. Optimalizacia rezimu pripravy pSeninych ciest miesenim. Autoreferat
dizertaCnej prace. Slovenska poI'nohospodarska univerzita, Nitra, 2010.

[55] WHISTLER, R. L., BEMILLER, J. N., PASCHALL, E.F. Starch: Chemistry and
Technology (Second Edition). 1984, ISBN: 978-0-12-746270-7.

[56] STEIN, L. Scukrovaci proces a jeho vplyv na aktivitu amyldzy. Chemické zvesti. 1950,
¢. 5,s.225-230.

[57] CALDERON SANTOYO, M., LOISEAU, G., RODRIGUEZ SANOJA, R., GUYOT,
J.P. Study of starch fermentation at low pH by Lactobacillus fermentum Ogi E1 reveals

uncoupling between growth and alpha-amylase production at pH 4.0. International Journal of
Food Microbiology. 2003, vol. 80, p. 77-87.

[58] HASHEMI, M., MOUSAVI, S. M., RAZAVI, S. H., SHOJAOSADATI, S. A.
Comparison of submerged and solid state fermentation systems effects on the catalytic
activity of Bacillus sp. KR-8104 alpha-amylase at different pH and temperatures. Industrial
Crops and Products. 2013, vol. 43, p. 661-667.

[59] HANES, CH. S. Studies on plant amylases. Biochem Journal. 1932, vol. 26, issue 5, p.
1406-1421.



[60] SONI, S. K., KAUR, A., GUPTA, J. K. A solid state fermentation based bacterial
alpha-amylase and fungal glucoamylase system and its suitability for the hydrolysis of wheat
starch. Process Biochemistry. 2003, vol. 39, issue 2, p. 185-192.

[61] CIAN,R.E., VIOQUE, J., DRAGO, S. R. Structure-mechanism relationship of
antioxidant and ACE I inhibitory peptides from wheat gluten hydrolysate fractionated by pH.
Food Research International. 2015, vol. 69, p. 216-223.

[62] YANG,F., RUSTAD, T., XU, Y., JIANG, Q., XIA, W. Endogenous proteolytic
enzymes — A study of their impact on cod (Gadus morhua) muscle proteins and textural
properties in a fermented product. Food Chemistry. 2015, vol. 172, p. 551-558.

[63] GEANEY, F., FITZGERALD, S., HARRINGTON, J. M., KELLY, C., GREINER, B.
A., PERRY, L. J. Nutrition knowledge, diet quality and hypertension in a working population.
Preventive Medicine Reports. 2015, vol. 2, p. 105-113.

[64] LUOTO, S., JIANG, Z., BRINCK, O., SONTAG-STROHM, T., KANERVA, P.,
BRUINS, M., EDENS, L., SALOVAARA, H., LOPONEN, J. Malt hydrolysates for gluten-
free applications: Autolytic and proline endopeptidase assisted removal ofprolamins from
wheat, barley and rye. Journal of Cereal Science. 2012, vol. 56, p. 504-509.

[65] VERHOECKX, K. C. M., VISSERS Y. M., BAUMERT, J. L., FALUDIL R., FEYS,
M., FLANAGAN, S., HEROUET-GUICHENEY, C., HOLZHAUSER, T., SHIMOJO, R.,
WICHERS, H., KIMBER, I. Food processing and allergenicity. Food and Chemical
Toxicology. 2015, vol. 80, p. 223-240.

[66] KONG, X.,ZHOU, H., QIAN, H. Enzymatic hydrolysis of wheat gluten by proteases
and properties or the resulting hydrolysates. Food Chemistry. 2007, vol. 102, p. 759-763.

[67] BERENDS, P., APPEL, D., EISEL, T., RABE, S., FISCHER, L. PErformance
ofenzymatic wheat gluten hydrolysis in batch and continuos processes using Flavourzyme.
LWT — Food Science and Technology. 2014, vol. 58, p. 534-540.

64



8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

8.1 Pouzité skratky

Skratka Vyznam skratky

Al amylografickd jednotka

AFM mikroskopia atomarnych sil

AM amyladza

AMG amyloglukozidédza

AP amylopektin

BZL bezlepkovy

CD celiakia

FUNG komer¢ny preparat fungalnej proteazy
GF bezgluténovy

GLUAMK komer¢ny enzymaticky preparat glukoamylazy
HMW vysoka molekulova hmotnost

HLA T'udsky leukocitovy antigén

MT3K komer¢ny enzymaticky preparat amylazy
LMW nizka molekulova hmotnost

SD smerodajnd odchylka

TG transglutamindza
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9 ZOZNAM POUZITYCH PRILOH

9.1 Pouzité prilohy
Priloha ¢. 1.
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10 PRILOHY

SENZORICKE HODNOTENIE PEKARSKYCH VYROBKOV

Meno:
Déatum:

Uloha 1: Hodnotenie tvaru v§robku bodovou metédou

4 — dobre klenuty

3 - stredne klenuty

2 — mierne klenuty

1 — nepravidelny

0 — plochy, popraskany

Vzorka 1 |2:|3 [4
Hodnotenie

Uloha 3: Hodnotenie farby striedky bodovou metédou

4 — typickd pre tento typ vyrobku
3 — menej typickd

2 — tmavsia/bledsia

1 — tmava, rusiva

0 - vel'mi tmava, nevyhovujica

Vzorka 12 3 |4
Hodnotenie

Uloha 5: Hodnotenie lepivosti striedky bodovou metédou

4 — vel'mi malo lepiva
3 -~ mdlo lepivd

2 - stredne lepivd

1 — dost’ lepiva

0~ vel'mi lepiva

Vzorka 1 12 |3 |4
Hodnotenie

Uloha 2: Hodnotenie farby kérky pomocou nestrukturovanej tsetky

0% 100%
prili§ svetla, resp. optimélne,
tmava rovnomerne

Uloha 4: Hodnotenie pérovitosti striedky bodovou metédou

4 — p6rovitd, jemné steny, stredné péry

3 — menej rovnomernd, jemné steny, stredné pory
2 — nerovnomerna, hrubsie steny, mensie dutiny

1 —drobivé, malé péry, hrubé steny

0 - mazlava, oddelena od korky, takmer bez porov

Vzorka 1 [2 |3 |4
Hodnotenie

Uloha 6: Hodnotenie pruznosti striedky pomocou ne$trukturovane;j Gisecky

0% 100%
nepruznd, lepiva pruzna

Uloha 7: Hodnotenie celkovej chutnosti pomocou nestrukturovanej isecky

0%
neprijatelna,
nevyhovujica

vynikajtica,
prijemnd
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