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Rezistentni Skrob véeském péivu

Souhrn

Hlavnim cilem této bakaigké prace bylo édit mnozstvi rezistentniho Skrobu (RS) v
c¢eském pe&ivu a zjistit, zda existuje rozdil v jeho obsahkonverénim a rozpékaném peu
ze zamrazeného polotovaru. RS je z pohledu lidskévy povaZzovan za prosgny, je
substratem pro #vni mikrofléru, snizuje mnozZstvi isiynich patogel) vaze toxicke
metabolity a fispivd k celkové rovnovaze bakteridlnich drurodu Bifidobacterium a
Lactobacillus spp. RS sniZuje postprandialni glukosovou a insutdu odezvu, coz zlepSuje
kontrolu glykémie u diabetik

V ramci naSi studie byl stanoven obsah rezistbat8krobu dvaceti oblibenych difuh
peiiva bézné dostupnych na nasSem trhu, které byly podrobesiem obsahu RS s pomoci
enzymatického kitu Megazyme (AOAC Method 2002.2 ACE Method 32-40.01). Tato
metoda vyuZziva princip hydrolyzy Skrobu na glukdalizky fyziologickym podminkam
pomoci pankreatické-amylasy, amyloglukosidasy a pH, s naslednym kuoletiickym
stanovenim glukosy.

Prvni den obsahovalo konvan pe&ivo mére rezistentniho Skrobu, celkového Skrobu
a susiny nez @&vo rozpekané ze zamrazeného polotovaru, a to b®@7/mer RS, vysledek
ovSem nebyl prkazny (P=0,05). # sledovani trendu vyvoje rezistentniho Skrobu #bpinu
4 dm starnuti p&va nebyl mezi obma druhy rozdil, festoze i 4. den obsahovalo koniein
petivo Skrobu neprkazre méré (P>0.05). Naist rezistentniho Skrobu veském pévu
vlivem starnuti p&va neni velmi vysoky, u obou dratp&iva se v piibéhu 4 drii starnuti
zvysil 0 15,9 %, resp. 0 10,0 % u kon¥eiho a 0 28,6 % u rozpékanéhdipe.

Nepitikazny vyssi podil mezi éma druhy péiva je zpisoben velkou variabilitou a
heterogenitou skupiny, obsahu semeidiechi a jinych zdroj RS, dale pouzivanim
emulgatof, pridavku RS jako pomocné latky a cyklu zmrazeni anmazeni, ktery ma na

obsah vliv.

Kli¢ova slova: rezistentni Skrob, pekarenské produkty, zamrazesiérpnské produkty,

dietni vlaknina.



Resistant starch in Czech Bakery Products

Summary

The aim of this thesis was to analyse the redidtarch content (RS) in Czech
bakery products and to determine majaifedence between conventional and pre-baked
bread. The RS has the fibre fraction of the food meany benefits in healthy diet. It is a
substrate for the colonic microflora, it is redupinntestinal pathogens, binds toxic
metabolites and elevates their excretion and sépfi@anced content of bifidobacteria and
lactobacilli. The RS improves glycaemic control diabetics diet because it reduces
postprandial glucose and insulin response.

Within this study, we analysed twenty selectedebpgakproducts available on the
Czech market and determined the RS content at lpyrohase and for other three days of
aging. The RS was detected with Megazyme KAOAC Method 2002.2 and
AACC Method 32-40.01). Principle of this methodasstarch hydrolysis to glucose using
pancreatico-amylase, amyloglucosidase and pH with follow-ufpodmetric determination.
This method is thus very close to physiologicaldibans.

At the time of purchase, samples of conventionakeby goods differed
insignificantly from the samples of pre-baked gqgddsresistant starch, total starch and dry
matter. Conventional breads contained approx. 8vléss RS compared to pre-baked breads,
but this was not significant. During the aging four days RS content in pre-baked rise by
approx. 28.6 %, while only 10,0 % increase was $eegonventional breads. Mean RS rise
for all breads was 15.9 %. However, differenceldoth breads was not significant due to very
high variation between replicates.

High variations in the samples was partially causg the method selected whereas
the pre-baked goods were rich in seeds, nuts damel gburces of RS possibly leading to
unequal sample distribution. The non-significarffedences in both bakery goods groups

might be due to cycles of freezing and thawings® af emulsifiers.

Keywords: resistant starch, bakery goods, frozen bakerggiodietary fibre.
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1 Uvod

Oblibenost p&va je nejen uceské populace vysokd. Dnesni trh je nasycen
pekarenskymi produktyiznych odliSnosti, zakaznik si proto vybira dle té&sh preferenci.
Je obec# znamo, Ze pavo je rychlym zdrojem energie a jeho nadbytekdejinicku mize
byt pricinou obezity. Na zakladtohoto migni v posledni daob zesiluje trend vyhledavani
zdrawjSich drulii petiva, jako je nafiklad p&ivo celozrnné&i vicezrnné, a stoupé zajem o
peiivo s podilem zitné mouky (Kopéava, 2007). Druhym trendem je tendence omezovani
konzumace p#va (CSU, 2013). Faktem nav&écim populaci ke zrné Zivotniho stylu je
hlavre informovanost o vysokych vyskytech civilizgch chorob.

Ceska republika je nar@dnich mistech evropskych i celsgwych statistik v p&tu
onemocgni kolorektalnim karcinomem. Obezita v nasi zenstihwje 21 % obyvatel, 34 %
obyvatel se pohybuje nad hranici normalni vahy &epddi trpici diabetem stale roste
(VZP, 2011). Bmto chorobam Ize ve&t8ing pripadech pedejit stravovacimi a pohybovymi
navyky. Ma proto smysl informovat o sloZeni potrayejich nutrénich hodnotach a podfib
tak prevencidchto chorob.

U potravin, které se konzumuji v hojnérajije tato pdeba jest vysSSi. Zandili jsme
se na pekarenské produkty &bé obchodni sitsupermarket, které se v nasSi zemgirg
konzumuiji. Majoritni sloZkou @é&va jsou Skroby. Mimo rychle a pomalu stravitelnéfkoobu
vSak pé&ivo obsahuje i retrogradovany Skrob, ktery je reziti \ici enzymatickému 8peni,
diky cemuz pechazi az do tlustéhareva, kde ma podobnou funkci jako viaknina.

P¥i fermentaci rezistentniho Skrobu (RS) v tlustérfewst vznika velké mnoZzstvi
kyseliny méselné a jejich solh-vitro testy ukazuji, Zze RS stimuluje bakterie produkujito
kyselinu. Kyselina méselné je energeticky subgtrat buiky sttevniho epitelu a inhibuje
tvorbu zhoubnych buk. RS proto hraje preventivni roli v incidenci natldlustého stva,
ale i obezi a dalSich onemoé¢ni, diky jeho peménam i traveni. RS je metabolizovan
po 5-7 hodinach po konzumaci, na rozdil gdngého tepely upraveného skrobu, ktery je
Sttpen téndit okamzit po konzumaci. Dlouhy proces traveni RS zvySujeitpegtosti
a snizuje inzulinémii a postprandialni glykémiéiehoz Ize pozitive vyuzit v jidelnéku
diabetika (Pereira et al., 2002).

V roce 1982 byla &bec poprvé P mereni neSkrobovych polysachatidzjiSttna
piitomnost frakce Skrobu, ktera je rezistentdéivenzymatickému traveni (Englyst et al.,
1982). Jejich préci rozsli Berry Colin S., zamsstnany Englystem, ktery rozvinul postup

meéieni obsahu RS vyuZitimramylasy, ovSem s vynechanim¢pteniho zakati na 100 °C,



¢imz se vice fiblizil fyziologickym podminkam (Berry, 1986). Za&chto podminek byl
zmefen vySSi obsah RS ve vzorcich. Zjist bylo nasledé potvrzeno Englystem et al.,
pomoci studie s vyuzitim ileostomie (Englyst andrtuings, 1985, 1986, 1987).

Patatkem 90. let minulého stoleti byl fyziologicky ywwam RS pl objasin. BEhem
evropského vyzkumného programu EURESTA bylo vywnuikolik novych ¢i upravenych
metod stanoveni RSiiRladem niiZze byt stanoveni,ifpkterém jsou vzorky zZvykany a po
piidavku pepsinu se smisi s pankreatickeamylasou a amyloglukosidasou za stalého
ttepani ve vodni laznifp37 °C, pH 5 a po dobu 15 hodin. Centrifugaci sk& srazenina
obsahujici RS, ktera se promyje octanovym pufreem@/u centrifuguje, RS je zdegpen
kombinaci @dinku dimethylsulfoxidu, tepla a termostabilntamylasy (Muir and O'Dea,
1992). DalSi metody se odliSuji koncentraci powhitenzyni, pH inkubace a vyuzitingi
nevyuzitim ethanolu po inkubacbsamylasou.

Obecré v nasi zemi stoupa nabidka¢p@a rozp€eného ze zamrazenych polotavar
Cilem naSi prace bylo zjistit, zda vsfedku zmrazovéani je obsah retrogradovaného Skrobu

RS3 vysSi nez u konvéniho peiva.



2 Literarni reSersSe

2.1 Rezistentni Skrob a souvislosti jeho vzniku

Jednu z hlavnich slozek lidské potravy itv@kroby, polysacharidy zasobniho
charakteru vyskytujici se v rostlinach a jejichstech. Skrob se sklada z linearni amylosy,
ktera je tvéenaa-D(1-4) glukosovymi jednotkami, a Ztweného amylopektinu obsahujici
D(1-4) aa-D(1-6) vazby. Porr téchto dvou polysacharidovliviiuje fyzikalni viastnosti
daneho Skrobu (Sajilata et al., 2006).

Podle stravitelnosti Skrob roddjeme na #kolik skupin: rychle stravitelny Skrob,
pomalu stravitelny Skrob a Skrob rezistentni. Rgcstravitelny a pomalu stravitelny Skrob
jsou druhy Skrobu, které jsou zcela traveny enzyrmavicim traktu, kdezto Skrob rezistentni
neni gistupny pro travici enzymy (Sérka et al., 2013).

RS je klasifikovan datyi hlavnich skupin s ozdanim RS1-RS4. Tyto druhy RS se
odliSuji v rezistenci traveni v tenkéntesé a ve vyskytu v potravinovych zdrojich. RS1 je
tradveni nefistupny Skrob, jelikoZ je zachycen v celych ne¢bst&n¢ umletych zrnech nebo
semenech, a to v b&meé stné nebo v proteinové matrici. Krainvyskytu v zrnech
a semenech ho nachazime §estuseninach adstovinach. Mezi RS2 patskrobové granule
s typem krystalinity B nebo C obsaZzené v syrovycamiorach, zelenych bananech a ve
vysoce-amylosovém kukigdném Skrobu. RS3 je retrogradovany Skrob vyskytugei
v uvaenych a nasledn zchlazenych brambordch, dpeu, kukuwiénych lupincich
a potravinovych produktech, které byly dlouhod@opakova# oSetovany vihkym teplem.
RS4 je chemicky upraveny Skrob k rezistenci enzigk@inu traveni. Timto Skrobem se
fortifikuji potraviny a napoje (Fuentes-Zaragozalet 2010).

Hlavnim zdrojem Skrabv potras ¢lovéka jsou obilniny. Obilné Skroby pochazejici
Z pSenice, Zita, fgnene a tritikale maji ve srovnani s hlizkovymi $ralva typy Skrobovych
zrn - Wtsi Skrobova zrna typu A a mensi krobovéa zrna BifBarka et al., 2013).

Skrobova zrna typu A obsahuji vice amylosy, m#ginteplotu Zelatinizace a vy3si
prechod k entalpii oproti Skrobovym Zmm typu B (Van Hung and Morita, 2005).

Tato Skrobova zrna jsou nerozpustna ve studen& atelmohou absorbovat molekuly
vody, a tim bobtnat. Bobtnani se zvySuje pahivani vodné suspenze, a tim dochazi
k procesu Zelatinizace, neboli mazawét Zelatinizace vzdy iedchazi retrogradaci a je
prvnim krokem ke vzniku RS.iPZelatinizaci pechézi Skrobova zrna z uspdaného stavu



do neusptadaného diky {sobeni intenzivnich vibraci molekul, které&mt pavodni
intermolekularni a intramolekularni vodikové vazhyakZze se Skrob stavd amorfnim.
Pti pronikani molekuly vody dovritzrna sodasré pronikaji molekuly amylosy ze zrna
do vodného progtdi. Vznikla disperze obsahuje molekutadispergovan&astice (hlava
amylosu) a zbytky nabobtnalych skéletkrobovych zrn, coz se projevi v tokovém chovani
(Sérka et al., 2013).

Amylosa je v roztoku v podeénahodile uspi@danych Sroubovic, které po ochlazeni
reasociuji za vzniku dvojitych Sroubovic, které ysetabilizovany vodikovymi vazbami.
Proces, pi kterém tyto dvojSroubovice vznikaji, se nazyviiagradace. Retrogradace je tedy
pomala rekrystalizace Skrobovych zrn zchlazegiidehydrataci a je kodaym krokem, diky
kteremu vznika RS. DvojSroubovice vzniklé procesestrogradace vyti@ji hexagonalni
krystalickou strukturu, jejiz glykosidické vazbyjseu @istupné prax-amylosu (Haralampu,
2000).

Ani béZzna tepelna Uprava potravin obsahujici RS typu R&&nsobuje disociaci
amylosové krystalinity, coZini krystalinickou amylosu velmi rezistentnidr enzymatické
hydrolyze v travicim traktu (Sarka et al., 2013)vri? dva typy rezistentniho Skrobu RS1
a RS2 jsou po vhodné tepelné Ugrgotravy pomalu, ale pénstravitelné, kdezto RS typu
RS3 brani traveni zcela (Fuentes-Zaragoza etdlQ)2

Obsah RS2 idZeme zvysit zativanim vodné suspenze obsahujici vysoceamylosove
Skrobové granule za stasné pitomnosti inhibitoé Zelatinizace, zafvanim v kyselych
vodnych roztocich alkoholi zahivanim s minimalnim mnoZstvim vody (Sarka et @13).
MnoZstvi rezistentniho Skrobu typu RS3 zvySime opakym zakatim suspenze v autoklavu
a naslednym zchlazenim (Sajilata et al., 2006).

K tomuto kroku se vyuziva Skrob s vysokym obsatenylosy, jako je najklad
vysoce-amylosovy kukitny Skrob, u Bhoz se uvadi vygfek az 48 %, nebo se
v amylopektinu enzymaticky rozfti vazbya-D-(1-6), kdy po ukoteni hydrolyzy v roztoku
zustavaji linearnirettzce amylosy, u kterych se ¥yhost uvadi az 47 %. Obsah RS3 Ize
zvysit i vyuzitim Zelatinizace Skrobu za velmi viggbo tlaku s fedchozim vyuZitim extruze
Skrobu ¢i kyselé hydrolyzy. Obsah chemicky modifikovanéhoobu typu RS4 je mozné
zvySit napiklad kyselou hydrolyzou Skrobu z amyl&jeene opakovanym zedtim
a zchlazenim (Séarka et al., 2013).

Vysoky obsah RS nalézame v krihach a Skrobech z nich izolovanych, po tepelném
upraveni vSak RS u Iu&tin s vysokym obsahem RS klesa. NaopakéhiBy s nizkym

obsahem RS po tepelném upraveni prokazuji vysok§sn@dbsahu RS, tento jev souvisi
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s retrogradaci amylosy lé#tinového Skrobu. Nejvy3Si zvySeni obsahu RS pdriépgporay
bylo zjiS€no u izolovaného Skrobu a to proto, Ze byl Skroblergn z proteinové matrice.
Ale Udaje pro izolované Skroby si zZadaji¢teni, jelikoz se Udaje odiznych autolt liSi
ve Skrobech podobného typu (Séarka et al., 2013).

U obilnych produki po tepelné Upravdochazi ke zvySeni obsahu RSstogvili
retrogradaci amylosy. Rezistenci Skrobui mligesci mize tedy ovliviovat giprava

a skladovani potravin (Sajilata et al., 2006).

2.2 Rezistentni Skrob ve vyZzi¥ ¢lovéka

Skroby jsou vyznamnym zdrojem energie v lidskéwir je proto jasné, Zze maiji
specificky vliv na zdravéloveka. Jejich nutkini hodnotu ovliviuje struktura jejich molekuly,
kterd se po tepelné, mechaniakéchemické Upra¥ stdva biologicky fistuprgjSi. Rychle
stravitelny Skrob je spjaty s vysokym glykemickymdéxem, coz ma negativni vliv
na civilizatni onemocaini jako je diabetes, kardiovaskularni onemiméra obezita (Sarka et
al., 2013). Rychle i pomalu stravitelné Skroby jsgu traveni zcela hydrolyzovany. RS
hydrolyzovan neni, proto seiaauje mezi nevyuzitelné polysacharigylakninu, se kterou
ho spojuje podobna funkce (Sajilata et al., 2006).

K dietni vldknirg fadime rostlinné polysacharidy, oligosacharidy anifig jejichz
spole&nou vlastnosti je odolnostiti enzymatickému 8peni v tenkém g\e. VIakninu dale
délime na rozpustnou, kterd je fermentovana bakterientlustém stewe, a vilakninu
nerozpustnou, ktera neni rozlozitelna. Fyziologickévani RS se podoba hla&vrozpustné
vlaknirg, jako je napiklad guma guar. RS ma st&jjako rozpustna vlaknina pozitivni vliv
na zdravi tlustého igva. Snizuje atrofii g&vniho epitelu a zvySuje mnozstvi produkcediun
strevnich krypt. Jako rozpustna vlaknina i RS snizZcimlesterol a triglyceridy v Krvi
(Fuentes-Zaragoza et al., 2010).

DalSi spolénou vlastnosti je, Ze RS je také substratem praaoiganismy tlustého
streva, které ho metabolizuji na mastné kyseliny skigra fettzcem. Mikroflora tlustého
stteva diky RS vytvéi kyselinu octovou, propionovou a maseln®ada ¥deckych studii
doSla k nazoru, Ze retrogradovany RS je hlavninejgt$im zdrojem pro tvorbu kyseliny
maselné, ktera jeitezitym zdrojem energie pro by sttevniho epitelu (Brouns et al., 2002).
Kyselina maselna a propionova ma také potencidini na snizeni rizika kolorektalniho

karcinomu (Topping and Clifton, 2001).
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Studie provedena na prasatech naajea Ze butyrat produkovany RS typu RS3 je vice
distélre fermentovan v kolonu a je vice preésSpy pro zdravi tlustého isiva nez RS2
pochazejici ze syrovych brambor. JelikoZ prasatp veémi podobnou travici soustavu jako
¢lovek, da se pedpokladat stejny efekt (Martin et al., 2000).

Prijem RS také snizuje igvni pH, snizuje mnoZstvi plynu vyprodukovanghdm
fermentace, sniZzuje mnozZstviiestnich patogely mnozstvi toxickych metabalitve stew
a sekundarni ztiové kyseliny, zlepSuje absorpci ititku a vapniku a ma pozitivni vliv
na rovnovahu bakterialnich driutrodu Bifidobacterium spp. alactobacillus spp. Rijem
RS zvySuje objem stolice, snizuje symptomyijmovych onemocni, ale pi zvySeném
piijmu miZe mit mirné projimavécinky. Mezi dalSi zdravotniffnosy RS pat stimulace
imunitniho systému a sniZeni postprandialni glukésa insulinové odezvy, cozute vest
ke zlepSeni kontroly glykémie u diabeitiiBrouns et al., 2002).

Konzumace RS v poslednich letech vSak klesa, praodpodobré kvali zméne
stravovacich navykrychle se rozvijejici @imyslové spolénosti, kdy se snizilaipdevsim
konzumace chleba. Jedna studie zaznamenala spfjeni RS ve Francii z 7-9 g/den na
3—7 g/den Bhem 40 let (Brouns et al., 2002).

Spoteba ve s#té se v fiznych zemich liSi. V Evropské uniini asi 3 az 6 g/den.
V USA je denni fijem mirre vy3si 3-8 g, v Australii 5 az 7 g a nejvy3si jmdii a Cing, kde
¢ini 10-18 g/den. K denni sgebs nejvice pispiva chléb, dstoviny a zelenina. \Ceské
republice je denniifjem RS asi 3,2 g, coZz v porovnani s dogenou davkou 5 g/den
a ve srovnani s ostatnimi z&mi, neni mnoho (Séarka et al., 2013).

RS snizuje energetickou hodnotu potravy, prot@enbyt nadhradou zasbné Skroby
¢i vlakninu, a tim obohatit potravinu, ktera se stamv. funkni. Hodnota energie RS je
piiblizné 8 kJ/g (2 kcal/g), coz je mnohem nizSi nez hodrestargie stravitelnych Skrap
kteracini 15 kJ/g (4,2 kcal/g) (Liversey, 1994).

DalSim pozitivem k fortifikaci potravin jsou lep&enzorické vlastnosti, kdy RS
na rozdil od vlakniny neobi tak hrubym chiovym vjemem. Obohacovani potravin RS
muze diky jeho piznivym &inkim na zdravi zlepSit zdravotni stav populace.
V potravindském ptimyslu RS nizeme také vyuZzit jako synbiotikum v jogurtech, djélyo
podpde mistu giznivych mikroorganisin. Na rozdil od Zelirujicich latek na bazi
polysacharid jako je psyllium a guma guar, e byt RS fjiman jako podstatna slozka
potravy. Ve farmaceutickémionyslu mize byt vyuzit jako filmotvorna latké& plnivo tablet,

a tim umoznit uvoléni I&iva az v tlustém sew (Sarka et al., 2013).
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2.3 Pekarenské suroviny a jejich vliv na vznik rezistemiho Skrobu v

pecivu

Prvni zminky o p&ni chleba se datuji okolo 11 000 létm I. v obdobi neolitu.

Archeologické dkazy z Italie, Ruska &eské republiky v3ak ukazuji, Ze mleti rostlin pro
vytvoreni mouky a nasledna vyroba chleba zafjiz 28 000 let p n. I. (Bobrow-Strain,
2012) Zpocatku se chléb konzumoval v podoplacek, pozgi se z&alo vyuZzivat kvasku
nebo-li fermentace, coz dalo vznik kynutemuipe. K oblibenému kvaskovému chlebu se
postupemcasu zdalo vyralkt mnoho alternativ mensiho $ea, jako jsou housky, Zemle,
bagety, rohliky apod. (Sicard and Legras, 2011).

Dnesni trh je nasyceny mnoha druhgipe riznych velikosti, tvar a barev, které jsou
odliSné nejen svou chuti a vzhledem, ale i sloZzedéjich slozeni se obvykle liSi ve sloZzkach
obohacujici dany produkt jako rddad mak, slunénicova seminka, diypva seminka,
sezamova a jina semena, které&tiyasyp péiva ¢i jsou sodasti tsta. Oblibenost geva je
velmi vysoka, vCeské republice v roce 20knila spoteba chleba na obyvatele za rok
41,3 kg a spdeba pSeriného a trvanlivého peva 65,4 kg CSU, 2013).

Zakladni slozky, které jsou podstatné pro vznikiyge jsou vSak stejné. Mezi hlavni
suroviny k vyrolg peiiva pati mouka, voda, kvasinky a tuk. Mouka vznika rozdimezrn
obilovin riznych druli. Vyuzivda se mouky kukitné, Zitné, jéné, ovesné, ryzove
a nefastji pSencné. Dilezité je uedomit si, Ze kazdaifsada pouzita k @geni ma funkni
vliv na peivo a mize ovlivnit jeho kvalitu (Cauvain, 2012).

Gcely, jelikoz ma nejlepsi vilastnosti proge@i v porovnani s ostatnimi druhy plodin. Obilné
zrno je tvdeno z 50-80 % sacharidy, proto jsou obilniny povahy za hlavni zdroje energie
pro ¢lovéka (Dewettinck et al., 2008).

Pridavek sacharidjako glukézy, maltdzy, ribdzy a sachar6zy sniZtjgpe krystalizace
a tak i mnozstvi RS.iPinterakci molekul sachands fettzcem Skrobu dochéazi ke #n&
Pridavek sacharid ktery hraje roli pi tvorbé rezistentni frakce Skrobuigeho gelovaini,
musi vSak byt ve vysSi koncentraci, a to v pam 1:10:5 (konéy
Skrob : voda : sacharidy).fiPgelovagni pSeniného Skrobu se obsah RS snizil ze 3,4 %
na 2,8 % v fitomnosti sachar6zy nebo glukdzy a sniZeni jehalbsa 2,5 % Zsobila

interakce s ribdzowi maltdézou (Sajilata et al., 2006).
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Proteiny tvéi 8—12 % obsahu pSeénieho zrna. Hlavnimi bilkovinami pSéného zrna
jsou gliadin a glutenin, které maji vysoky obsablipu a glutaminu (Dewettinck et al., 2008).
Gliadin a glutenin ovlixiuji vlastnosti &sta, a to hlavhtaznost a pruznost. Jsou to proteiny s
nizkou nutréni hodnotou, drazdi imunitni systém, coziggbuje pedevsim glutenovou
intoleranci. V BZném pSertiném peivu v3ak diky svym vlastnostem hrajilézitou roli.

Pfi testech s autoklavovanim bramborového Skrobufidapim albuminu a jejich
nasledného zchlazeni, byla zisha redukce RS, proto seeppoklada, Ze i doprovodny
protein ma vliv na snizeni obsahu RS (Sajilatd.eR@06).

V pSentném zri je pouze 1,5-7 % lipid zahrnujici esencialni mastné kyseliny.
Na lipidy jsou navazany vitaminy v nich rozpustnéytosteroly (Ruibal-Mendieta et al.,
2004). Obsah mastnych kyselin pSenice je podobalub Zita a j@gmene, pSekiné lipidy
jsou bohaté na kyselinu palmitovou a linolovoup ASak navic obsahuje vySSi mnozstvi
linolenové kyseliny (Chung and Ohm, 2000).

Dominantnimi polarnimi lipidy v membranach iy jsou fosfolipidy, glykolipidy
a galaktolipidy. Fijem €chto polarnich lipid maze mit vliv na redukci absorpce cholesterolu
(Sugawara and Miyazawa, 2001). ZvySeny obsah amwoamyloso-lipidovém komplexu
snizuje mnozstvi RS. AvSak existuji studie, ktemdyl@so-lipidovy komplex povaZuji
za jednu z forem RS (Sajilata et al., 2006).

PSentné zrno dale obsahuje dalSi aktivni latky jako méhe vitaminy, antioxidanty
a fytochemikalie (Pereira et al., 2002). Mezi vilaynobsazené v pSenici patvitaminy
rozpustné ve vag skupiny B jako thiamin, riboflavin, niacin a pgaxin. PSenice je také
zdrojem kyseliny listové a biotinu. Obilniny obsghakolo 1,5-2,5 % minerél NejvysSi
obsah maji fosforu, dale jsou také zdrojem draskéaaliku, vapniku, Heiku, Zeleza, zinku,
medi a selenu (Dewettinck et al., 2008).

Pridavek vapniku a drasliku ke zgelasre@mu bramborovému Skrobuigobil na snizeni
obsahu RS. Pra¥godobr proto, Ze tyto dva prvky zamezuji tveérlvodikovych nfistki
mezi amylosou a amylopektinem (Sajilata et al.,6100

Obsah vody je wezity pro proces gelatinizace, ktetyni molekuly plreé pristupné
travicim enzynim. Hydratace se proto vyuzivéi piipraw sSkrobovych pokrm, které maji
byt rychle strAveny. Podle zdroje Skrobu a obsahyl@sy se pouziva teplota v rozmezi 40—
120 °C. Voda hraje roli iip zmrazeni d&sta ¢i chleba. Ve zmraZzenych produktech ledové
krystaly vody neustéle &i svou velikost i tvar, a to hlagndisledkem kolisani teploty.
Krystaly vody pochazejici z lepku, faze Skrofiuvolnd voda znovu krystalizujicimz se

neustale z&Suji. Krystalizace volné vody oviiwje kvasinky, které reaguji ztratou vody
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dusledkem osmotického tlaku, coZz ma fiepivy vliv na buiku kvasinky. V péeném chlebu
Zelatinizovany a&asté&né retrogradovany Skrob také ztraci vodu, coz podpatist ledovych
krystali, které poskozuji strukturgdta (Eckardt et al., 2013).

2.4 Pekarenské technologie a jejich vliv na vznik reztentniho Skrobu

Podminky zpracovani mohou owiiwat proces Zelatinizace a retrogradace Skrobu,
coz ma dopad na obsah RS (Thompson, 2000). Je nagiiké@vat fyzikalni procesy pro
korekci obsahu RS ve Skrobové suspenzi (Augustial.eR008). VyuZiti Upravy podminek
pH, teploty atasu pé&eni, p&tem cykli zalati a zchlazeni, suSeni a mrazeni, Ize technicky
zvysit obsah RS v potravinach (Sajilata et al.,6)00

Vyrob¢ peiva predchazi zpracovani obilného zrna, tedy j&ls@&ni a mleti. Zakladni
anatomickd stavba zrna obilovin je stejnd. iTyioctyii hlavni ¢asti: endosperm, aleuronova
vrstva, otruby a kéiek. Klicek obsahuje i@vazei lipidy, které vyzivuji embryo. PSefnié
otruby jsou bohaté na obsah neSkrobovych polysatthgko jsou arabinoxylany, celulosa
a B-glukany. Pod vrstvami otrub se nachazi endospdery je tvéen Skrobem. Endosperm
pokryva je&t aleuronova vrstva, ktera je bohata na bilkovinyeraly a vitaminy. Mletim se
odcEluji otruby a kléek od endospermu, ktery je vyslednym produktem imR¥t procesu
mleti je s klekem a otruby obvykle odstrama i aleuronova vrstva. Namlety produkt proto
obsahuje méh vitaminu B, mineralu, lipid a proteifi, neZz nenamleté psS€né zrno.
Pro biologickou dostupnost Zivin je krémmleti dilezity i proces vyroby a skladovani
produkfi z obilovin (Dewettinck et al., 2008).

Proces vyroby pva je primarg zaloZen naiech hlavnich krocich: smichani surovin,
fermentaci a pe&eni (Dewettinck et al., 2008). Techniky zpracovamliviuji Zelatinizaci
a proces retrogradace&imz maji vliv na vznik RS. MozZnosti zvySeni obsaR$ je
pramyslow vyuzivano, a to id peceni, vyrol téstovin, vyuzitim extruzeci pouZzitim
autoklawvi (Sajilata et al., 2006).

Pro vyvoj spravné texturyfip peceni a extruzi je d@lezitd schopnost expanze
vzduchovych komor. Vlaknina ma tendenci zesilovazikiaini strukturu potravin,
coZz omezuje schopnost expanzéid®ek RS pro zvySeni obsahu celkové vidkniny vSak
nema negativni vliv na vyvoj struktury produktu. extrudovanych vyrobcich RS naopak
zachovava strukturu produktu a nejenze zvySuje lohakniny, ale také sniZzuje spebu

energie procesu (Haralampu, 2000).
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Extruze je v pekarenskémapnyslu vyuzZivano zejména k vyrélprodukti s vysokym
obsahem vlakniny, jako jsou ndidad kukui¢né lupinky a dalSi snidavé ceredlie. Vyuziti
nativniho Skrobu k vyrabrezistentnihoti pomalu stravitelného Skrobu extruzi, vyZaduje
nefilis vysoky tlak a teploty < 100 °C (Séarka et aD13).

Proces p&eni zvySuje obsah RStigemzZ nejvyssi obsah RS byl zaznamenéancivae
peteného dlouze ip nizSi teplok, oproti chlebu pgenému pi nizSich podminkach nez je
bézné (Sajilata et al., 2006). Rentgenova krystakyrakazuje, ze &em retrogradace
pSenéného Skrobu i 40 °C a 95 °C vznikaji dva druhy krysialP¥i vysSi teplot se tvdi
krystaly s ¥tSim pa@tem lamel ve své strukte, které zvySuji rezistencii pankreatickéo-
amylase (Perera et al., 2010). RS je schopen oalolayysokym teplotadm,ip oSeteni UHT
(137 °C po dobu 5 sekund) jsou zachovany tietiny retrogradovaného Skrobu (Brouns et
al., 2002).

Skladovani chlebd&i sladkého pé&va za normalnich podminek zvySuje obsah RS
(Kale et al., 2002). Uschova ea za nizkych teplot zvySuje obsah RSeste (Sajilata et
al., 2006). Zmrazenjast&én¢ upe&eného produktu neodsitge proces, ke kterému dochazi
po Uplném up&eni. Interakce mezi slozkamigpea neni zmrazenimiprusena, coz jagmé
v pribéhu starnuti p skladovani vysledného pekarenského produktu @ws et al., 2003).

Pfi zmrazeni syrovéhoésta na -18 °C se vSak upravuji vlastnosti Skrobato T
modifikace vlastnosti Skrobu se jen néimdrazi na Zelatinizaci Skrobu, ale ma vyznamny vli
na rychlost retrogradace a mnozstvi retrogradovaaéhylopektinu (Ribotta et al., 2003).

Diferencialni skenovaci kalorimetrie chovani anpgktinu Ehem Fedpeeni,
zmrazeni, skladovani, rozmrazeni, dpe a starnuti dhem skladovani ukazala, Ze doba
skladovani zmrazeného produktu zvySuje rozsah tteptoogradace a také zvySuje celkovou
entalpii pro roztaveni amylopektinu. Doba skladdvamrazeného produktu také cuje
rychlost tvrdnuti vysledného produktahem starnuti (Barcenas et al., 2003).

RS v peivu ma reékolik funkénich znaki, zlepSuje kehkost a méa lepSi barvu i ¢hu
oproti tradéni vlidknirg (Sajilata et al., 2006). Jeho dobré senzorickétrtssti jsou vyhodou
pro zvyseni oblibenosti a&ipnu vliakniny konzumenty (Buttriss and Stokes, 2008ejenze
piidavek RS obohacuje produkt o vlakninu, ale takédasté@ charakteristiku, které neni
u vyrobki s vysokym obsahem vlakniny jinak dosazeno (Thdah@maand Mahadevamma,
2003).

Ackoli vyrobci RS tvrdi, Ze fortifikace RS neém senzorické vlastnosti produktu,

ukazalo se, Zeffudavek RS f vyrob¢ muffint méni vnimani vihkosti, sladkosti a jako jeho
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nova vlastnost se objevila zrnitost. Tyto vlastnesak nendly vliv na celkové pijatelnosti
produktu konzumenty (Baixauli et al., 2008).

2.5 Metody stanoveni rezistentniho Skrobu

Metodyin-vitro pro stanoveni RS v potravindch jsou zaloZzené padabeni traveni
v travicim traktuclovéka. Hlavnim bodem metod je proto enzymaticka hyjal ktera se
dale kombinuje s chemickou hydrolyzou nebo graviedu izolaci. Velky vyznam
v pouzivani &hto metod ma ifprava vzorku a mechanické procedury jako je mleti
¢i homogenizace vzorku, které nahrazuji Zvykani ¢Reet al., 2010).iPméieni obsahu RS
v potravinachin-vitro je nejdilezitéjSi odstramni stravitelného Skrobu z d&eného vzorku.
VSechen stravitelny Skrob se odstre pomoci termostabilng-amylasy (Sajilata et al.,
2006).

Principem &chto stanoveni je sledjd, kdy nejprve fi enzymatické digesciip37 °C
po dobu 20 minut Ize ve vzorku stanovit rychle \&tené Skroby pomoci glukosy.
Po druhém enzymatickém ¢peni i 37 °C po dobu 100 minut je mozné analyzovat
ve vzorku pomalu stravitelné skroby. V dalSim krekeuRS rozpusti pomoci koncentrovaného
roztoku KOH g 0 °C po dobu 15 minut, a poté pos@ni Skrobu amyloglukosidasou
pii 70 °C po dobu 30 minut jiz ieme determinovat obsah RS v daném vzorku (Haralamp
2000).

Jednou moznosti fyziologického¢teni metodin-vivo je determinovat nestraveny
Skrob obsazeny v ileu. Vzorky ilea mohou byt nabmgzintubaci. Klasickd metoda vSak
vyuziva ngfeni glykemického indexu, tedyéieni koncentrace glukosy v krvi podikou
po prvnich 2 hodinach po uziti Skrobu. Tento vysleddale dlime sérem glukosy
ekvivalentnim k mnoZstvi zkonzumované glukosy. Dal&Zpisobem je dechovy test,
kdy métime vodik v dechu, ktery se vylje kwili zvySené fermentaci Zigobené RS
(Sajilata et al., 2006).

Znalost mnoZstvi RS jeitkZita nejen pro konzumenta, ale i z hlediska Hal$yuziti
RS v potravinach. Skroby t¥iozakladni slozku Siroké $kaly obilnych pekarenskgoodukt
na s¥tovém trhu, a tim pokryvaji i&Sinu energetickéhoffpmu populace. Jejich velkou
vyhodou je nizkd cena a dostupnost, na druhéésjegich velky @gijem mize byt procast
dnesni populace, kter&ils nedodrzuje zdravy Zivotni styl, rizikovym fakem. Z hlediska
preventivnich opaeni je mozné diky unikatnim vlastnostem RS zlep8dostatky (vysoky

glykemicky index, nizké mnozZstvi vlakniny) qpea. RS pro své dobré senzorické (jemna
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chuw’, bil4 barva) a technologické vlastnostiza byt s vyuZitim poznatko jeho chemickém,
mechanickém a fyzikalnim chovani cennym dé&pm @i vyrobé pekarenskych produkt

a jeSt cenrjSi slozkou diky nuttinimu obohaceni produktu. RS j&rpzenou sloZzkou nasi
stravy, jelikoZz pochazi zipodnich zdraj, je jeho uZiti jako fidatné latky hodnoceno klagn

(Homayouni et al., 2014).
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3 Hypotéza a cil prace

V sowasné dobroste nabidka rozpékanéhapa ze zmrazenych polotovaa €Si se
oblib¢ jak konzument, tak i prodej@. Vzhledem k odlisné technologii vyroby a kroku
zmrazeni se domnivame, Ze obsah RS §ehtd vyrobki vySSi nez u konveéniho ¢erstvého
peiiva a jejich konzumace tedyire byt z tohoto Uzkého pohledu vyhégh. Pe&ivo je
vedle lud¢nin jednim z nejvyznan#sich zdrofi RS vy vyZi ¢loveka. Existuji jen kusé
informace o tom, kolik RS obsahujedp® béZné dostupné v maloobchodni sitiGR tato

prace ma za cilifspét analyzou obsahu RS¢eském pévu ke zgesreni tohoto odhadu.

19



4 Material a metody

4.1 Material

K analyze bylo pouZzito 10 vzaik béZzného konvetniho peéiva a 10 vzork
rozpe&eného p&va ze zamrazenych polotovaVzorky (Tab. 1) byly zakoupeny v obchodni
siti Kaufland a Mr. Baker. Analyza vzdrkprobihala oddélere, nejprve byly analyzovany
vzorky konveiniho pe€iva a poté nasledovala analyza vZorkozpe&eného pé&va
ze zamrazenych polotovarpomoci Resistant assay kit (Megazyme Internatidreland,
Wicklow, |E) dle manudalu vyrobce. Kit obsahoval leélsjici enzymy a slaeniny:
amyloglukosidasu, pankreatickow-amylasu, reakni pufr a reakni enzymy GOPOD,
standardni roztok D-glukosy a kontrolu. Ké&ieni obsahu RS slouzily i dalSi chemické
latky: malat sodny (100 mM, pH 6), octan sodny (4,2pH 3,8), octan sodny (100 mM, pH
4,5), hydroxid draselny (2 M), denaturovany ethai®@ % v/v). Podrobny seznanigrava
reaknich¢inidel a postup i praci je popsan v protokolu v samostatiiéoge této bakal&ké
prace. K experimentélni¢innosti slouzilo BZné laboratorni vybaveni a moderni
technologie: elektricky mlynek Fex IKA A 11 (IKA® Wke GMBH&Co.KG, Staufen, DE),
spektrometr SPEKOL® 1300 (Analytik Jena AG, Jeb&) a program IBM SPSS ver. 20
(IBM Inc, New York, US).

Tab. 1: Charakteristika aipod analyzovanych vzoik

Vzorek Prodejce
Kaiserka makova Kaufland
Kaiserka multi-cerealni Kaufland
Bageta svétla Kaufland
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Vzorek Prodejce
Bageta fitness Kaufland
Ciabatta s raj¢aty Kaufland
Dalamanek pistolet s posypem Kaufland
Fitness bulka vicezrnna Kaufland
Houska dyrova Kaufland
Houska wiking vicezrnna Kaufland
Chléb slunecnicovy - specialni Kaufland
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Vzorek Prodejce
Chléb konzumni Kaufland
Chléb kladensky klas kulaty Kaufland
Houska razenka Kaufland
Rohlik tukovy Kaufland
Karlovarsky rohlik Mr. Baker
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Vzorek Prodejce
Pivni rohlik Mr. Baker
Zitanek Mr. Baker
Celozrnny rohlik Mr. Baker
Cerealni houska Mr. Baker
Dalamanek sypany Kaufland
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4.2 Metody

Skrob a jeho frakce byly stanoveny presnictvim kitu. Pouzity kit Megazyme
vyuziva AOAC Method 2002.2 a AACC Method 32-40.0ato metoda zahrnuje stanoveni
RS, rozpustného Skrobu a celkového Skrobu obsadertzorcich.

V prabéhu 24 hodin mMzZe byt analyzovano 24 vzarkFi vyvoji této metody bylo
hlavnim cilem co nejvice sdiplizit podminkamin-vivo pro vytvdeni co nejspolehlisjsi
metody. Pod timto z&tmem byl zkouman efekt koncentrace pankreatiak@&mylasy, pH
inkubace, vyznam inhibice maltosy pankreatickou-amylasou, efekt zahrnuti
amyloglukosidasy, vliv michani gepani, a také samotna analyza RS v usazenin

4.2.1 Odbér vzorku a jejich priprava

Pro odkgr vzorku byla vzdy pouZzita jedrivrtina peiva, ktera byla rozemleta pomoci
elektrického mixéru a nasledlrpouzitim elektrického mlynku Fex IKA A 11 préfdo jeji
namleti na jemgjSi ¢astice. Poté bylo odebrano mnozstvi 100+5 mg, Kigté prevedeno
do zkumavky. Ve zkumavce prétda 16 hodin inkubace vzoiks pankreatickow-amylasou
a amyloglukosidasouip37 °C.

Po inkubaci vzork s pankreatickow-amylasou a amyloglukosidasou a nasledné
centrifugaci ve zkumavce vznikl sediment obsahui8i, nerezistentni Skrob a supernatant
obsahujici nerezistentni Skrob. Pro #&lddi nerezistentniho Skrobu od RS byla usazenina
nékolikrat promyta ethanolentimz byl nerezistentni Skrob uvaim do tekutiny. Tekutina,
kterd byla ziskana promyvanim, byla sbhirana jako s$kérny supernatant, ze kterého bylo

pozcEji uréeno mnozstvi nerezistentniho Skrobu.

4.2.2 Stanoveni obsahu rezistentniho Skrobu

K ziskani RS bylo nutné jeho uveétri z usazeniny. RS byl v usazehirozpustn
hydroxidem draselnym a pomoci dalSich purpodminek stanoveni byl uvémdo roztoku.
K méteni RS bylo 0,1 ml tekutiny vzorkurgvedeno do zkumavky, a to pro kazdy vzorek
v duplikatu. Ped vlastnim rétenim byly vzorky inkubovany s re&kim cinidlem GOPOD
a nasleda prevedeny do testovacich zkumavek. Poté byla u vizonkiena absorbance
pii vinové délce 510 nm spektrometrem SPEKOL® 130Bsdkbance vzoik byla ntiena
vaci blanku a pi kazdé analyze byla ¢fena i absorbance glukosy, vzorky blanku i glukosy
byly ptipraveny dle manuélu vyrobce.
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Dosazenim do vzorce pro vyt RS byl po zrreni absorbance vzorku vyfien
obsah RS. K vyptiu byla pouzita prmérna absorbance vzorku a glukosy, hmotnost vzorku

a dalsi veliiny.

4.2.3 Stanoveni obsahu nerezistentniho Skrobu

Ke stanoveni obsahu nerezistentniho Skrobu byFip@ierny roztok, ktery vznikl
jiz popsanou dekantaci. 8hy roztok byl doplgn na obsah 100 ml octanem sodnym.
Ze vzniklého roztoku bylo odebrano 0,1 ml vzorkuuwplikdtu a pevedeno do zkumavek,
ve kterych byl vzorek inkubovan s re&akm cinidlem GOPOD. Po inkubaci byl vzorek
pieveden do testovacich zkumavek v nichz probihaltemi absorbance vzarkpri vinové
délce 510 nm za pomoci spektrometru SPEKOL® 1308 tlanku. Ke zjis&ni obsahu
nerezistentniho Skrobu byla pouzitaimErna hodnota absorbance vzorku a glukosy,
hmotnost vzorku a dalSi parametry, které byly desgiz do vzorce pro vyget

nerezistentniho Skrobu.

4.2.4 Stanoveni celkového obsahu Skrobu

Pro zjiséni celkového mnoZzstvi Skrobu ve vzorku bylétea obsah Skrobu
rezistentniho a obsah Skrobu nerezistentniho. Olegadtentniho i nerezistentniho Skrobu byl

vypocten dosazenim do vzdrpro vypa@et dle manualu vyrobce.

4.2.5 Principy pouZité metody

Inkubovani vzorik v trepaci vodni lazni s pankreatickow-amylasou
a amyloglukosidasou po dobu 16 hodin3¥ °C. B:hem této inkubace je nerezistentni Skrob
rozpus¢én a hydrolyzovan na  D-glukosu c¢idkem  pankreatické o-amylasy
a amyloglukosidasy. Reakci ukane gidani ethanolu nebo fomyslow denaturovaného
lihu. Centrifugaci RS stane uchycen v usaze#&insazenina se nasledpromyva 50 %
ethanolem a odisd’uje. Tento krok se provadi dvakratiggmz roztok je vzdy dekantaci
prevadn do skérnych zkumavek. RS je z usazeniny rozpu& M KOH @i michani v ledové
vodni lazni. Roztok je nasledimeutralizovan octanovym pufrem a Skrob je kvativitet
hydrolyzovan na glukosu ¢inkem amyloglukosidasy. Stanoveni obsahu RS seepmv

zmefenim  D-glukosy pomoci  glukoso-oxidasového/peroxagéeo reakniho cinidla
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(GOPOD). Nerezistentni Skrob je stanoven zgrsfho roztoku ziskaného dekantaci, pomoci
meieni D-glukosy obsahujici re&ki ¢inidlo GOPOD po dopkni roztoku na 100 mil.

4.2.6 Statistické zpracovani

Pro deskriptivni statistiku, vyget piiméru a smdrodatné odchylky byl pouzit
MS Excel, Box-Plot graf pro vizualizaci celkovyclysledlka v konvergnim a rozpékaném
pecivu byl vytvoren v programu IBM SPSS ver. 20. Rozdily virpérech obou soubarbyly
porovnavany t-testem funkci customtables ve stejpéogramu a statistické rozdily byly
sledovany na hladiP<0.05.
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5 Vysledky a diskuze

Obsah RS byl analyzovan u 20 diuheftastji prodavaného p#va dostupného
v maloobchodni sitCeské republiky. V Tab. 2 jefghled analyzovaného §ea a obsah RS,
ktery peivo obsahovalo v den nékupu. Jelikoz jsme nakougiivo cerstve,

piedpokladame, Ze zji8té mnozstvi RS odpovida prvnimu dnirspiva.

Tab. 2. Obsahy Skrobovych frakci v geu v den zakoupeni

Typ Vzorek Susina Skrob celkem RS (9/100 g) v
den zakoupeni
Rozpékané peCivo ze  Kaiserka makova 771 64,36 0,63
zamrazeného
polotovaru Kaiserka multi-cereaini 81,6 54,57 0,98
Bageta svétla 72,5 52,83 0,40
Bageta fitness 75,9 49,04 0,85
Ciabatta s rajCaty 66,2 44,69 0,71
Dalamanek pistolet s posypem 76,1 55,15 0,63
Fitness bulka vicezrnna 72,2 50,25 0,68
Houska dynova 72,8 45,16 0,51
Houska wiking vicezrnna 75,7 51,35 0,90
Chléb slune¢nicovy-specialni 58,4 33,71 0,72
Pramér 72,9 50,11 0,70
Konvenc¢ni pecivo Chléb konzumni 56,6 413 1,09
Chléb kladensky klas kulaty 61,8 49,4 0,57
Houska razenka 71,6 61,5 0,22
Rohlik tukovy 73,3 46,3 0,16
Karlovarsky rohlik 774 51,0 0,34
Pivni rohlik 75,8 50,2 0,22
Zitanek 72,1 433 0,37
Celozrnny rohlik 72,6 414 0,42
Cerealni houska 74,6 38,4 0,39
Dalamanek sypany 66,0 39,0 0,64
Priimér 70,2 46,2 0,44
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5.1 Rozpékané péivo ze zamrazeného polotovaru

U rozpékaného gera ze zamrazeného polotovaru byl nejvySSi obsahzf&&n
u kaiserky multi-cerealni, kterd ve 10Ggrstvého vzorku obsahovala 0,98 g RS. Houska
wiking vicezrnna obsahovala 0,90 g RS a bagetad#r0,85 g RS ve 100 g své hmotnosti.
Nerezistentni Skrob se échto ti vzorka pohyboval v rozmezi 49-55 g na 100 g vzorku.
Obsah RS v kaseirce multi-ceredlni jez je 1,22 %ingua obsah RS u housky wiking
vicezrnné, kteryini 1,23 % suSiny je v souladu s uvedenym obsah&njiRymi autory
v bagetach, rohlicicti houskach, ktery je 1,2—1,8 % susiny (Sarka eR8all3).

S ohledem na souvislost obsahu nerezistentnihobg8kse Skrobem rezistentnim
obsahoval vzorek sluteicového chlebu specialniho relatémysoky obsah RS 0,72 g/100 g
pii nizkém obsahu Skrobu nerezistentniho 33,71 ggl®0porovnani s ostatnimi vzorky.
Obsah RS ve slutiricovém chlebu specialnimiie byt ovlivien obsahem inulinu, ktery se
nachazi v seminkach slumice a tvdi posyp chlebugi piidavkem slunénicové mouky
pii vyrobé toho druhu chleba. P srovnani susSiny vSech vzdrkrozp&eného pé&va

e

s

p&iiva ze zamrazeného polotovaru byl&en u bagety s¥lé, a to 0,40 g/100 g.

5.2 Konvenéni petivo

Mezi konvernimi druhy péiva byl nejvyssi obsah RS zjist u chlebu konzumniho,
jeho vzorek obsahoval 1,09 g/100 g RS. Jma&itro studie k ukeni RS, ktera je zaloZzena
na zvykani, uvadi obsah RS v bilém p&eém chlebws 1,5 g/100 g (Akerberg et al., 1998).

V Ceské republice se pro vyrobu tr&miho chleba pouziva s pdeniné a zitné
mouky. Pondr téchto dvou mouk se v fibéhu let nenil a dnes §i vyrobé previada mouka
pSenénd, coz souvisi s celkovym poklesem gpby Zitné mouky. V roce 1995 byla sfmiia
Zitné mouky 20 kg na osobu/rok a gsedta mouky pSetiné 88,1 kg na osobu/rok, o patnact
let pozdiji spotreba zZitné moukyinila 8,5 kg na osobu/rok a speba mouky pSetmné
93,6 kg na osobu/rolCSU, 2012).

Obecrt obsahuje zZitnd mouka @co vice vlakniny neZz mouka psS&néa. Obsah dietni
vlakniny v zitném zra je pramérné 15,5 mg/100 mg suSiny a zZrmpSenéném pameérné

12,4 mg/100 mg suSiny (Johansson et al., 1984).
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Druhé nejvySSi mnozstvi obsahoval dalamanek sypsny0,64g RS ve 100 g
cerstvého vzorku. Chléb kladensky klas kulaty obgah&S 0,57 g/100 g. Pro vyrob¢chto
téi vzorki konvergniho peiva s nejvysSim obsahem RS se pouziva chlelimé. tObsah RS
v Zitno-pSeniném chlebu se uvadi v rozmezi 2,6-4,2 % susink&Siral., 2013).

Pri analyze naSich vzotkkonzumni chléb obsahoval RS 2,01 % suSiny, dalakan
sypany 0,98 % suSiny a kladensky klas kulaty 0,96Winy. NizSi mnozstvi RS v nasich
vzorcich mize souviset s odliSnym p@mem mouk pi jejich vyrokg, tedy niz§im obsahem
Zitné mouky v &ste. Nejnizsi obsah RS byl u konwerho pe&iva zmeen u rohliku tukoveého,

ktery obsahoval ve 100&rstvého vzorku pouze 0,16 g RS.

5.3 Srovnani konvertniho a rozpékaného pé&va

Celkow konveréni peivo obsahovalo gimeérné o 37,1 % RS ménneZ rozpékané
peiivo ze zamrazeného polotovaru. uP®r susiny rozpékaného gea ve srovnani
s konvenim pe&ivem byl o 3,7 % vy3Si. Rozpékané¢p® ze zamrazeného polotovaru
obsahovalo také v pméru o 7,8 % vice nerezistentniho Skrobu neZivme konvergni.
Celkow vyssSi obsah nerezistentnich Skiob suSi rozpékaného @geva vedl k vySSimu
obsahu RS.

Mezi analyzovanymi vzorky konveniho pe&iva bylo mér ceredlnickti celozrnnych
forem peiva oproti vzorkim peiva ze zamrazeného polotovaru, cofize byt gic¢inou
zjisttného nizsiho @méru mnozstvi RS Werstvém konveinim peivu. U vzorki peiva
byla velk& variabilita a &tSina vzork pefiva ze zamrazeného polotovaru na svém povrchu
obsahovala posyp, ktery mohl mnozstvi RS v niclé @aksit.

Nejcastji pouzivanymi druhy posypu ip vyrob¢ zamrazenych polotovarjsou
seminka maku a sluéieice, dyiova seminka, sezamova seminka&né seminka, ovesné
vlocky ¢i sOjova df. Tato semenai jejich ¢asti mohou vyrazh ovlivnit mnozstvi RS
v p&ivu, jelikoz RS samy firozeré obsahuji. U rozpékaného da se ¢asto semeny,
pohankowi pSenénymi otrubami obohacuje é$to, coz ma také vliv na zvySeni mnozstvi RS
u tohoto druhu pgva. Ovesné otruby naixlad ve 100 g obsahuji 1 g RS, mimo pekarenské
Gcely se vyuzivaji jako snidavé ceredlie (Alsaffar, 2011). Navic dle studievwlivelikosti
otrub na retrogradaciipvyrob¢ celozrnného piva z pSeniné mouky je prawpodobné,

Ze jemré namleté pSenné otruby odvagi vice vody kEhem Zeletanizace Skrobu oproti hgub

namletym otrubamiimz zvySuji mnoZzstvi retrogradovaného Skrobhedm skladovani geva
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¢i geli (Cai et al., 2014). Obsah RS v p$egch viatkach, které mohou byt také vyuzity k
posypu péiva, je 1 % v sudi(Séarka et al., 2013).

K porovnavani rozdil mezi obsahem RS v rozpékanéntipe a p&€ivu konvergnim
nas vedl trend vstajici nabidky p8va ze zamrazeného polotovaru v obchodnich sitich.
Nejen vCeské republice, ale i v ostatniglenskych zemich Evropské unie, totiz ubyvéa podil
rucni prace f vyrobé peiva a pibyva podil rozpékaného @ga dop&eného
v provozovnach¢i v domacnostech. NejvysSi spelta cerstvého konvemiho peéiva je
v Portugalsku, Italii a Nizozemi (nad 90 %) a ndopajnizsi v Estonsku, Irsku a Svédsku
(do 20 %). NejbzrejSim konverné upe&enym, nebo-licerstvym druhem p#éva, je chléb
(Agronavigator, 2009).

Spoteba chleba v naSi zemi vSak klesa, v nasem jideinio nahrazuje pSemeé
peiivo. V roce 1995 byla spiba chleba 58,5 kg na osobu a p&séio peéiva 42 kg
na osobu. O patnact let p@&jidspoteba chleba za cely ra#nila 40,9 kg na osobu a speba
p3enkného péiva byla 51,5 kg na osol{@SU, 2012).

5.4 Zhodnoceni obsahu rezistentniho Skrobu v pgibéhu starnuti peciva

Pro celkové zhodnoceni rozdilu obsahu RS v kotniem a rozpékaném pieu byl
u obou skupin RS porovnavan viapéhu vSech i casovych odbru t-testem. RS byl i
béZném skladovani geva meéren prvni, druhy &tvrty den. Vyvoj piimérného obsahu RS je
uveden v Obr. 1. Nebyl zji&t statisticky vyznamny rozdil mezi konvgrim a rozpékanym
petivem ze zamrazeného polotovaru (P=0,05), vzhledereliké variabili# obsali Skrobu
mezi jednotlivymi vyrobky a iejmé i heterogenit skupiny. Byl zjisén nepfikazny vyssi

podil RS u rozpékaného fiea.

30



d
en 30

O4

3,07
31

rs%
]
—

2,07

|

1

,0 T T
Konvencni pecivo Rozpékané pecivo

typ
Obr. 1. Boxplot obsahu RS mezidha skupinami pgva, n=10 v kazdé skupin

Na za&atku nefeni byl obsah RS derstw nakoupeného gera konveriniho typu
pramérné 0,44+0,26 g/100 g. Reo ze zamrazeného polotovaru tentyz den obsahovalo
0,70+0,17 g/100 g RS. Rozptyl hodnot u vZorkonvergniho typu peéiva byl vysSi nez
u pe&iva ze zamrazeného polotovaru.

Druhy den bylo mnozstvi RS u konwamiho peiva 0,59+0,17 g/100 g
a 0,76x0,16 g/100 g u piea rozpékanéhoCtvrty den byl obsah RS u konweriho peiva
0,49+0,27 g/100 g a 0,78+0,31 g/100 g tipe rozpékaného.

Velky rozptyl RS mezi vzorky jeigjme¢ zpisoben jejich odliSnosti nejen mezi
skupinami, ale i v ramci druhu. Tyto odliSnostiagpbily fakt, Ze u &kterych vzork RS
linearre nevzistal s dobou starnuti. Pokles mnozstvi RS zaznamyematkterych vzork
druhy den miZe byt z@soben nerovnowimné rozloZzenym posypem, a tedy nehomogenitou
vzorku, dale také pouzivanimiipad zabrsujicich starnuti p@va, které Gzce souvisi
s retrogradaci Skrobovych zrn, a tim i se vznikerS. RNagiiklad pidavek aditiva
hypromelosy, kterouradime mezi hydrokoloidy, sniZzuje rychlost tvrdnstfidky peiva
a zpomaluje retrogradaci amylopektinu (Barcenas Rosell, 2005). U rozpékanéhocpa
ze zamrazeného polotovardigavek hypromelosy vyznaminzpomaluje starnuti peva
shizenim retrogradace hlavi¢hem skladovani @eva za nizkych teplot (Barcenas and
Rosell, 2007).

Mezi pouzivana aditiva zabmajici starnuti pSethého peéiva pati SSL/CSL

(stearoyl-laktylat sodny/vapenaty), mono/diglycgri®tampfli and Nersten, 1995; Twillman
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and White, 1988) a hydrokoloidy, mezi ktet@édime karboxymethylcelulosu, gumu guar,
alginat a xanthan (Armero and Collar, 1996; Davidsual.,, 1996; Rosell et al., 2001).
Ve studii provedené Nunes et al. (2008idpvek emulgatdr nengl béhem g@ti dna starnuti
peiva vliv na retrogradaci Skrobu. Tato studie sezalbyvala pouze bezlepkovym chlebem.
Studie vlivu lepku na retrogradaci psamho Skrobu # skladovéni za konstantniho obsahu
vody a teplat 25 °C, pomoci rentgenové krystalografie, diferémdi skenovaci kalorimetrie
a nuklearni magnetické rezonance, vSak nezaznamewiSny vliv gitomnosti lepku
na kinetikuci rozsah retrogradace amylopektinu (Ottenhof anti&ta2004).

K tvrdnuti vlivem starnuti ma mnohem vySsi sklangpékané p#vo oproti p&ivu
konvertnimu. Rozpékané peo je produkt s nizkou dobou trvanlivosti, kteryzaduje
teplotu pod nulou pro jeji prodlouzeni (Barcenad &wosell, 2007). Tvrdnuti rozpékaného
petiva ovliviiuje doba jeho skladovani v zamrazeném stavu, delda skladovani snizuje
kvalitu vysledného vyrobku ztratou jeho vihkostzchluje dobu starnutgimz se zvysSuje
tvrdost peiva (Barcenas and Rosell, 2006).

Studie zabyvajici se dlouhodobym zamrazenim p8ého péiva a tsta ukazala jako
vyhodrejSi mrazeni dsta nezli pé&va, pi zamrazeni &sta ma vysledny produkt lepsi
senzorické vlastnosti, které se nejvice podotajstvému p&vu. Pro dlouhodobé zmrazeni
je také lepsi teplota -19 °C neZzli teplota -8 °kladovanim pi vysSi teplog v mikrostruktute
tésta totiz vznikaji ¥tSi mezery mezi fazemi Skrobu a lepku vlivem retadgce Skrobu,
dehydratace lepku a migraci vody (Eckardt et &113).

Tvrdnuti p€iva ze zamrazeného polotovaruigpbené ztratou jeho vihkosti je mozné
ovlivnit ptidavkem dietni vidkniny k upraveni technologickyetastnosti rozpékaného
peiiva. Fidavek RS jako dietni vlakniny pomaha v rozpékargstivu udrzovat vihkost

béhem jeho skladovani po finalnim dépei (Almeida et al., 2013).
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6 Zavér

Prvni den fi zakoupeni obsahovalo rozpékané€ipe o 37,1 % vice RS nez §ieo
konverni. Zjistené vySSi mnoZstvi jefejmé zpisobeno vysSim podilem vicezrnnych surovin
VvV rozpékaném [@gvu a procesem zmrazeni.

V prab¢hu starnuti se obsah u obou drupetiva zvySoval jen mir& v rozporu
s obecnym paxdomim. Rist RS jeho retrogradacéhiem starnuti péva neni z dietetického
pohledu v sotasném p&vu vyznamny a nest by byt zmhovan jako sotést vyzivovych
doporieni. Je mozné, Ze obsah RSusta u soiasného p&iva mér¢ v dasledku pouzivani
emulgatot, které ovliviuji piirozené starnuti @éva, jelikoz zabrauji retrogradaci

Skrobovych zrn, nebo byl v minulosti tento vyznaeumerné zvelicovan.
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8 Samostatné (ilohy

8.1 Protokol

Seznam slatenin obsazenych v Resistant assay kit - Megazyme:
1. Amyloglukosidasa (3300 U/ml)

Pankreatickai-amylasa

Reakni pufr GOPOD

Reakni enzymy GOPOD

Standardni roztok D-glukosy

o ok w0

Kontrola

Postup p pripraw reakénich roztoki a suspenzi z kitu:
1. Priprava ¥fedného roztoku AMG (300 U/ml)
1.1. ztedit 2 ml amyloglukosidasy (3300 U/ml) ve 2 ml 8)Imalatu sodného
1.2. prevést vznikly roztok do 5 ml zkumavek
1.3. skladovat v mraziice
2. Priprava roztoku A
2.1.rozpustit 1 g pankreatickéamylasy ve 100 ml 100 mM malétu sodného
2.2.michat 5 minut
2.3.pfidat 1 ml Zzedtného roztoku AMG (300 U/ml) a déd promichat
2.4. centrifugovat (1500 ot&k) 10 minut
2.5. preveést supernatant do zkumavky a pouzit v dgrgvy jako roztok A
3. Priprava rea&niho¢inidla GOPOD
3.1.rozpustit reakni pufr GOPOD v 1 | destilované vody
3.2. odnefit 20 ml ze vzniklého roztoku
3.3.rozpustit reakni enzymy GOPOD ve 20 ml roztoku
3.4.po rozpu&tni enzyni roztok geveést zpt k pavodnimu roztoku destilované vody a
reakéniho pufru

3.5.vzniklé reakni ¢inidlo GOPOD skladovat v lahvi, kterd je obalenailkovou folii

Seznam slatenin neobsazenych v Resistant assay kit - Megazyme:
1. Maléat sodny (100 mM, pH 6)
2. Octan sodny (1,2 M, pH 3,8)
3. Octan sodny (100 mM, pH 4,5)
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4. Hydroxid draselny (2 M)
5. Denaturovany ethanol (50 % v/v)

Postup p pripraw roztoki, které neobsahuje Kit:

1. P¥iprava malatu sodného (100 mM, pH 6)
1.1.rozpustit 23,2 g kyseliny jabiaé ve 1600 ml destilované vody
1.2. upravit pH 4 M hydroxidem sodnym na hodnotu pH 6
1.3.v roztoku s upravenym pH rozpustit 0,74 g dihyd@iloridu vapenatého a 0,4 g

azidu sodného

1.4.doplnit objem na 2 |

2. Priprava octanu sodného (1,2 M, ph 3,8)
2.1. pfidat 69,6 ml ledové kyseliny octové k 800 ml destiiné vody
2.2.upravit pH 4 M hydroxidem sodnym na hodnotu pH 3,8
2.3.doplnit objem na 1 | destilovanou vodou

3. Priprava octanu sodného (100 mM, pH 4,5)
3.1. pfidat 5,8 ml ledové kyseliny octové k 900 ml desiilné vody
3.2.upravit pH 4 M hydroxidem sodnym na hodnotu pH 4,5
3.3.doplnit objem na 1 | destilovanou vodou

4. Priprava hydroxidu draselného (2 M)
4.1.pridat 112,2 g hydroxidu draselného k 900 ml deioveéere vody
4.2.rozpustit hydroxid draselny michanim
4.3.doplnit objemna 1 |

5. Ethanol 50 %
5.1. pfidat 500 ml 95 % i 99 % ethanolu k 500 ml destilované vody

1. Fiprava vzorku

1) namleti asi 50 g vzorku elektrickym mlynkem na keditéastic cca 1 mm

N

. Hydrolyza a rozpuhi nerezistentniho Skrobu
1) prevést 100 + 5 mg vzorku do zkumavky
2) pridat 4 ml pankreatické-amylasy (10 mg/ml) obsahujici AMG (3 U/ml) do
zkumavky (roztok A)
3) promichat zkumavku s pomoci vortexu a umistit jizuntalre do fepaci vodni lazh
4) inkubovat vzorek 37 °C s neustalyniépanim (200 udéfmin) 16 hodin
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5) vyjmuti zkumavky z vodni lazn

6) k roztoku gidat 4 ml 99 % ethanolu a promichat na vortexu
7) centrifugovat (1500 ot&k) 10 min

8) prevést supernatant dosshé zkumavky, rozpustit usazeninu 2 ml 50 % ethaaol

9)

promichat na vortexu figat 6 ml 50 % ethanolu a centrifugovat (150Cekd 10 min

pirevést supernatant do&hé zkumavky a opakovat znoviegesly krok

10) preveést supernatant a zkumavky s usazeninou na &bs@apir

3. Mgteni rezistentniho Skrobu

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7
8)
9)

do kazdé zkumavky s usazenindgidat 2 ml 2 M KOH (dojde k rozpu&ti RS) a
michat 20 minut v ledové vodni lazni

piidat 8 ml 1,2 M octanu sodného a okampitomichat

piidat 0,1 ml amyloglukosidasy a d@ypromichat

inkubovat 30 minut ve vodni lazniifp0 °C s oBasnym promichanim na vortex
mixéru

centrifugovat (1500 ot#&k) 10 minut

pievést 0,1 ml roztoku v duplikatu do testovacichrauek

pridat 3 ml reakniho¢inidla GOPOD ke kazdé testovaci zkumavce
inkubovat 20 minut$ 50 °C

zmefit absorbanci kazdého roztokii pinové délce 510 nm oproti blanku

4. Méteni nerezistentniho Skrobu

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)

sliti supernataritze skrnych zkumavek do 100 ml odirmé baiky

doplréni objemu na 100 ml 200 mM octanem sodnym

doh‘e promichat

pievest 0,1 ml roztoku v duplikatu do testovacichrauek

piidat 10 pl zec€ného roztoku AMG (300 U/ml)

inkubovat 20 minut 50 °C

pridat 3 ml reakniho¢inidla GOPOD a inkubovat dalSich 20 mindit 0 °C

zmefit absorbanci kazdého roztokii pinové délce 510 nm oproti blanku

Postup p pripraw blanku:

smichat 0,1 ml 100 mM octanu sodného (pH 4,5) s i2akniho¢inidla GOPOD
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Postup pi piipraw standardni D-glukosy:
* smichat 0,1 ml D-glukosy se 3 ml réakhocinidla GOPOD

5. Vypcaiteni obsahu rezistentniho Skrobu podle vzorce:

Rezistentni Skrob (g/100 g vzorku) AE * F * 10,3/0,1 * 1/1000 * 100/W * 162/180
kde:

AE = pimérna absorbance vzorkuidi blanku

F = absorbance D-glukosy

1/1000 = pevod z mikrograrh na miligramy

W = patateini hmotnost vzorku (navazka)

162/180 = faktor proigvod D-glukosy na anhydro-D-glukosu, ktera se vigkeyve Skrobu
10,3/0,1 = korekce objemu (0,1 ml odebranych z tf)3

6. Vypciteni obsahu nerezistentniho Skrobu podle vzorce:

Nerezistentni Skrob (g/100 g vzorku) AE * F * 100/0,1 * 1/1000 * 100/W * 162/180
kde:

AE = piimérn4 absorbance vzorkudi blanku

F = absorbance D-glukosy

100/0,1 = korekce objemu (0,1 ml odebranych zeri0

1/1000 = pevod z mikrograrh na miligramy

W = paiateini hmotnost vzorku (navazka)

162/180 = faktor proigvod D-glukosy na anhydro-D-glukosu, ktera se vigkeyve Skrobu

7. Vypaiteni celkového obsahu Skrobu:

Celkovy obsah Skrobu = rezistentni Skrob + nerezishtni Skrob
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