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ABSTRAKT
Abstrakt cesky

Bakaléiska prace je zamétena na popis enzymatické hydrolyzy sacharidli a proteinti enzy-
my zvanymi hydrolasy, které katalyzuji Stépeni chemickych vazeb za dcasti vody. Bakalat-
ska prace obsahuje popis potravinaiského vyuziti této hydrolyzy. Principem enzymatické
hydrolyzy sacharidii je Stépeni a- nebo B-glykosidovych vazeb glykosidasami. Hydrolyzu
peptidovych vazeb proteinti a peptidl katalyzuji peptidasy. Bakalarskd prace také popisuje
izolaci hydrofilnich vitaminl pouZitim ptislusnych glykosidas ¢i peptidas, v ptipad¢ lipo-
filnich vitamini /ipas. Obsahuje studie, které popisuji vyuziti piislusnych hydrolas k izola-

ci jednotlivych vitaminl a srovnavaji pouZiti enzymatické, kyselé ¢i alkalické hydrolyzy.

Klic¢ova slova: enzymy, enzymaticka hydrolyza, hydrolasy, glykosidasy, peptidasy, sacha-

ridy, proteiny, potraviny, vitaminy

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

Bachelor thesis is focused on the description of enzymatic hydrolysis of carbohydrates and
proteins by hydrolytic enzymes, which catalyse the cleavage of chemical bonds with the
participation of water. Bachelor thesis contains a description of the food using of this hyd-
rolysis. The principle of enzymatic hydrolysis of carbohydrates is the cleavage of a- or
B-glycosidic bonds using glycosidases. The principle of enzymatic hydrolysis of proteins
and peptides is the cleavage of peptide bonds using proteinases. Bachelor thesis also
describes the isolation of hydrophilic vitamins using appropriate glycosidase or proteinase,
in the case of lipophilic vitamins using appropriate lipase. This work contains studies
which describe using of relevant hydrolytic enzymes to isolate individual vitamins and

compare the use of enzymatic, acid or alkaline hydrolysis.

Keywords: enzymes, enzymatic hydrolysis, hydrolytic enzymes, glycosidases, proteinases,

carbohydrates, proteins, foodstuffs, vitamins
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UVOD

Enzymatickou hydrolyzou sacharidil a proteini je chdpdno Stépeni ptfislusnych chemickych
vazeb za ucasti vody enzymy hydrolasami. Hydrolasy jsou po chemické strance jednodu-
ché proteiny, které se podileji na hydrolytickém rozkladu Zivin. Maji vyznamné vyuZiti v

potravindiském pramyslu a pfi izolaci vitamin z potravin.

Sacharidy jsou latky, které ve své molekule obsahuji minimdln¢ tfi alifaticky vdzané uhli-
kové atomy (monosacharidy) a také slouCeniny, které se z nich tvoii vzdjemnou kondenzaci
za vzniku glykosidovych vazeb (oligosacharidy, polysacharidy). Glykosidasy jsou enzymy,
jez katalyzuji hydrolyzu glykosidovych vazeb.

Proteiny jsou polymery aminokyselin, jeZ ve své molekule obsahuji vice neZ 100 aminoky-
selin vzdjemné spojenych peptidovou vazbou. Kromé peptidovych vazeb se na utvafeni
jejich struktury podileji jesté jiné vazby, zejména disulfidové, esterové a amidové. Peptida-

sy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb proteinii a peptidu.

Vitaminy jsou nizkomolekuldrni exogenni esencidlni latky. V lidském organismu maji
funkci katalyzatori biochemickych reakci, hraji vyznamnou tlohu pfi procesech vstfebava-
ni a vymény latek mezi vnéjSim prostfedim a Zivym organismem. Pro lidsky organismus
jsou esencidlnimi latkami a tak je Clovék odkdzdn na jejich piijem v potrave.
Z potravin lze hydrofilni vitaminy (rozpustné ve vod¢€) izolovat enzymatickou hydrolyzou
pii pouziti prislusnych glykosidas Ci peptidas, lipofilni vitaminy (rozpustné v tucich) s vyu-
Zitim lipas.

Cilem bakaléaiské prace je popsat vlastni piisobeni a potravinaiské vyuZziti enzymatické
hydrolyzy sacharidll a proteinii. Zabyva se také vyuzitim piislusnych glykosidas, peptidas,

piipadné lipas k izolaci ptisluSnych vitamini z potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ENZYMY

Pted sto lety bylo zndmo jen nékolik enzymd, katalyzujicich vétSinou hydrolyzu kovalent-
nich vazeb. Tyto katalytické bilkoviny byly pojmenovany ptidanim ptipony —asa (-dza)
ke jménu hydrolyzované substance nebo substratu: lipasy tedy hydrolyzovaly tuk (lipos),
amylasy Skrob (amylon) a proteinasy proteiny. Tato terminologie pietrvava Castecné do-
dnes, ukdzala se vSak nevyhovujici po objevu enzymi katalyzujicich odlisné reakce.
V soucasnych ndzvech enzymu sice zlstidva zachovana ptipona —asa (-dza), nazev vSak
prihliZi téZ k typu katalyzované reakce. S objevy dalSich a dalSich enzymu se vSak v na-
zvoslovi nevyhnutelné objevovaly dvojznacnosti a Casto nebylo jasné, o ktery enzym se
jednd. K odstranéni tohoto nedostatku ptijala Mezinarodni biochemickd unie (International
Union of Biochemistry, [UB) komplexni, ale jednozna¢ny systém nomenklatury enzymii,
zaloZeny na reakénim mechanismu. Kazdy enzym ma4 své kddové cislo (E.C.), sestdvajici
ze Ctyt Cisel oddélenych teckami. Prvni ¢islo zafazuje reakci podle typu do piislusné tiidy,
druhé a tieti do piislusné podtiidy, resp. podpodtiidy. Ctvrté &islo pak oznaduje specificky

enzym [1].

1.1 Kofaktory enzymii

Enzymy maji jako biologické katalyzitory vysoce selektivni Gc¢inek. Rada enzymi kataly-
zujicich pfenos skupin ¢i jiné reakce vyzaduje kromé piisluSného substratu dalsi organic-
kou molekulu zvanou koenzym; bez jeji pfitomnosti je enzym neaktivni. Kofaktory, které
je tfeba odlisit od enzymii samotnych, jsou definovany jako nizkomolekuldrni neaminoky-
selinové organické slouceniny nezbytné pro aktivitu enzymi. Mnohé z nich jsou derivaty
adenosinmonofosfitu (AMP) ¢i vitamin skupiny B. Hovoifime pak o koenzymech.
Vétsina kofaktorti je na enzymy vazana nekovalentnimi vazbami, ty, které jsou vazany ko-

valentné se nazyvaji prostetické skupiny [1].

Koenzymy nejsou nutné pfi lytickych reakcich, véetné hydrolytickych reakci katalyzova-

nych travicimi enzymy [1].

1.2 Mechanismus acinku enzymu

Zpisob ucinku riznych enzymu je rozdilny a zdvisi na druhu katalyzované reakce. Pti

vSech reakcich katalyzovanych enzymy se tvoii komplexy enzym-substrat (ES), ve kterych
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je substrat, resp. substraty v mimotadn¢ reaktivni forme. Tvorbou téchto komplexli se sni-
Zuje aktivacni energie potfebnd na pfeménu substratu, pfi¢emz se vytvari komplex enzym-
produkt (EP), ktery se rozpadd na enzym a produkt (resp. produkty). Pfeména komplexu
ES na komplex EP se uskutecniuje velkou rychlosti. Zminéné premény jsou pii mnohych
enzymovych reakcich vratné. Podle poctu substrati zicastnénych na reakci rozliSujeme:

a) jednosubstratové reakce - patii k nim reakce katalyzované isomerasami a hydrolasami

Napt. glukosa-6-fosfatasa (D-glukosa-6-fosfdt-fosfohydrolasa, E.C. 3.1.3.9) katalyzuje re-
akci: D-glukosa-6-fosfat + HO — D-glukosa + P; (monofosfat)

b) dvousubstratové reakce - patii k nim reakce katalyzované oxidoreduktasami, trans-

ferasami a ligasami
Napf. hexokinasa (ATP: D-hexosa-6-fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.1) katalyzuje reakci:

ATP (adenosintrifosfat) + D-hexosa — ADP (adenosindifosfat) + D-hexosa-6-fosfat [2].

1.3 Hydrolasy

K enzymatické hydrolyze se vyuzivaji enzymy zvané hydrolasy. Katalyzuji St€peni che-
mickych vazeb (zejména C-C, C-O a C-N) za tucasti vody. Hydrolasy jsou po chemické
strance jednoduché proteiny (bez kofaktoril) a podileji se na hydrolytickém rozkladu Zivin.
Velmi Casto se enzymy z této tfidy pfipravuji uméle pro rizné primyslové vyuziti. Piikla-
dem mitiZe byt vyroba plisiové amylasy Stépici Skrob. Na jednotlivé podtiidy se d€li podle
typu Stépenych vazeb. Katalyzuji hydrolyzu esterti (esterasy), glykosidi (glykosidasy),
amidt (amidasy), aminQ (aminohydrolasy), peptidi a proteini (peptidasy, proteinasy)
a jinych latek. Reak¢ni mechanismus je zaloZzen na pienosu radikdlu z hydrolyzovaného
substratu na vodu. Lytické enzymy tedy ptisobi na specifické chemické vazby, napt. pepsin
a trypsin na peptidové vazby. Mohou plisobit na mnoho rtznych peptidovych substrati,
¢imz se zmenSuje pocet potfebnych travicich enzymi. Proteinasy mohou katalyzovat téz
hydrolyzu esterti, coZ ma jen omezeny fyziologicky vyznam. Pouziti esterti jako syntetic-
kych substratl vSak vyznamné prispélo pravé ke studiu mechanismu plsobeni proteinas.
N¢ekteré lytické enzymy jsou velmi specifické. Chymotrypsin hydrolyzuje peptidové vazby,
v nichZ piislusi karboxylovd skupina aromatickym aminokyselindm (fenylalanin, tyrosin,
tryptofan). Karboxypeptidasy odbourdvaji aminokyseliny z karboxylového, zatimco ami-

nopeptidasy z aminového konce polypeptidového fetézce [1].
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Podstatou traveni je hydrolyza makromolekuldrnich latek z potravy uc¢inkem hydrolytic-

kych enzymi. Vznikaji jednodussi latky prochdzejici biomembranami [3].

Za normalnich fyziologickych podminek tvofi Zlazy v zazivacim ustroji Stdvy s velkym
nadbytkem enzymu. Kolb (1970) udavd, Ze aktivita trypsinu, chymotrypsinu, pepsinu
a a-amylasy je asi stondsobnd, nezZ je tfeba ke traveni pfijatych bilkovin a Skrobti a stejné
tak v nadbytku je sekrece lipasy a ZluCovych kyselin, i kdyZ ne v takovém stupni jako u

predchozich enzymt [4].

Enzymy jsou stile odbourdviny proteinasami. Odbourdvani nastava pii malych struktur-
nich zménach enzymu (napi. rozvinuti peptidového iétézce) a nebo pii odd€leni enzymt
vazanych na membrdnich. Takovéto zmény ,,;rozeznavaji* proteinasy pritomné ve vSech
bunikdch a zacinaji rozklad zménénych enzymi. Enzymy s kratSim poloCasem rozkladu
jsou mén¢ stabilni neZ enzymy s delSim poloCasem rozkladu. Pfi nedostatku bilkovin se
prodluzuje polocas rozkladu vétSiny enzymd, pfi¢emZ syntéza a odbourdvani se omezuji

[2].

1.3.1 Déleni hydrolas podle jejich funk¢ni charakteristiky

Hydrolasy, které katalyzuji hydrolyzu esterti, amidl a peptidd, se vyznacuji zpravidla urci-
tou funk¢ni charakteristikou nebo vlastnosti charakteristickou pro jejich pusobeni. Roze-
znavame podle toho:

a) peptidové a karboxylové esterasy s aktivnim serinovym zbytkem,

b) peptidové a karboxylové hydrolasy s aktivnim cysteinovym zbytkem,

¢) hydrolasy zéavislé na urcitych kovovych iontech,

d) peptidové hydrolasy s puisobenim pti nizkém pH [5].

1.3.2 Hydrolasy produkované mikroorganismy a jejich potravinarské vyuziti

Mikroorganismy produkuji do prostiedi extracelularni proteinasy, které odbouravaji mole-
kuly proteinii na molekuly o mens$i molekulové hmotnosti a usnadiiuji tak pranik téchto
molekul ptes cytoplazmatickou membrénu. Endopeptidasy Stépi vnitini peptidové vazby
a exopeptidasy §tépi termindlni peptidové vazby proteinli a peptidi. Bakterie, kvasinky i
mikromycety obsahuji proteinasy, které se prakticky vyuZivaji v syrafstvi, pivovarnictvi

a pfi zpracovani textilnich vldken a kuzi [6].
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Esterasy hydrolyzuji estery, napft. lipasa Stépi estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu,
fosfatidylcholin Stépi lecitinasa (a-toxin Clostridium perfringens je lecitinasa C), metoxy-
lovou skupinu pektini hydrolyzuji enzymy pektasy vyskytujici se u bakterii a hub roda

Aspergillus a Penicillium [6].

Hydrolyzu velkych molekul polysacharidii na mensi molekuly urychluji exoenzymy, které
umoziuji snadnéjs$i prinik molekul pfes cytoplazmatickou membranu. Mezi glykosidasy
produkované mikroorganismy lze zatadit amylasu, chitinasu, hyaluronidasu, maltasu, ga-

laktosidasu a dals$i enzymy. Celulasu produkuji bakterie, plisné i prvoci [6].

Fosfatasy katalyzuji Stépeni fosfolipidl, adenosinfosfatti, nukleovych kyselin a dalSich
estert kyseliny fosfore¢né. Tyto enzymy se vyznamné uplatituji pfi syntéze bilkovin a pfi
kvasnych procesech [6].

Amidasy oteviraji vazby C-N a zdrovei ze substratu uvoliluji amoniak. Pfikladem miZe byt

ureasa, kterd Stépi mocCovinu na amoniak a oxid uhli€ity, nebo penicilinasa Stépici lakta-

movy kruh penicilinu za vzniku neic¢inné formy tohoto antibiotika [6].
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2 SACHARIDY

Nézvem sacharidy se oznacuji polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které obsahuji v
molekule minimdalné tii alifaticky vdzané uhlikové atomy a také slouceniny, které se z nich

tvoii vzdjemnou kondenzaci za vzniku glykosidovych vazeb [7].

Jsou zdkladnimi slozZkami vSech zZivych organismi, biologicky aktivnimi molekulami
a nejrozsifencjSimi organickymi slouceninami v biosféfe. VéEtSina monosacharidl a oligo-
sacharidit ma sladkou chut, protoZe vyvoldvaji konforma¢ni zmény chutovych receptort.

Tato konformac¢ni zména se projevi pravé vjemem sladké chuti [7].

Podle poctu cukernych jednotek vdzanych v molekule sacharidu je délime na monosachari-

dy, oligosacharidy a polysacharidy [7].

Spole¢ny ndzev pro monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy je hologlykosidy, coz
znamend, Ze dany sacharid je sloZen pouze z cukernych jednotek. Nejjednodussimi cukry
jsou monosacharidy. Ty nemohou byt ddle hydrolyzovany na jednodussi cukry. Oligosa-
charidy se sklddaji ze dvou aZ deseti kovalentn¢ vdzanych monosacharidovych jednotek
pojenych pomoci glykosidové vazby. Polysacharidy obsahuji fddov¢ stovky az tisice mono-
sacharidi nebo jejich derivati pojenych rovnéz glykosidovymi vazbami. Heteroglykosidy
nesou na sob¢ glykosidicky vdzanou necukernou slozku, tzv. aglykon (napt. peptidy, pro-

teiny, lipidy, nukleotidy...) [7].

2.1 Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou cukry sloZzené z 2-10 monosacharidovych jednotek. Maji podobné
vlastnosti jako monosacharidy. Jsou rozpustné ve vod¢ a maji vétSinou sladkou chut.
Z oligosacharidii jsou vyznamné pfedevsim disacharidy sloZené ze dvou monosacharido-
vych jednotek. Disacharid mize vznikat kondenzaci a- nebo B-anomerni hydroxylové sku-
piny monosacharidu s libovolnou hydroxylovou skupinou jiného monosacharidu. Je-li v
molekule oligosacharidu zachovan alesponi jeden poloacetalovy hydroxyl volny, ma re-
dukéni vlastnosti (redukuje Fehlingiiv roztok). Redukujici disacharid vykazuje v roztocich
mutarotaci a vyskytuje se jako a- nebo B-anomer. Mezi redukujici disacharidy patii malto-
sa, isomaltosa, cellobiosa a laktosa. Jsou-li vSechny poloacetalové hydroxylové skupiny
zablokovany, jde o cukr neredukujici. Mezi neredukujici disacharidy fadime napft. sacharo-

su [7].
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2.1.1 Sacharosa

Sacharosa (B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid) je nazyvana taktéZ jako cukr titinovy
(z cukrové titiny, Saccharum officinarum) nebo fepny (z cukrové tepy, Beta vulgaris).
Sacharosa tvoii ve vodé velmi dobte rozpustné krystalky sladké chuti, zndmé jako kuchyn-

sky cukr. Pii ztrat€¢ vody v molekule za vyssi teploty se méni na karamel. V potravinaistvi

se pouziva pfti slazeni potravin a je vychozi surovinou kvasného primyslu [7].

2.1.2 Maltosa

Maltosa (O-a-D-glukopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa) se taktéz nazyvd sladovym cuk-
rem. Jako produkt enzymové hydrolyzy Skrobu je pfitomna v kli¢icich semenech je¢mene
(sladu). Vznikd hydrolyzou Skrobu pisobenim kyselin nebo enzymii amylas. V chlebovém
tésté¢ vznikd maltosa hydrolyzou Skrobu pisobenim enzymi kvasinek Saccharomyces cere-

visiae a enzymu piitomnych v mouce [7].

2.1.3 Laktosa

Laktosa (O-B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukopyranosa) je mén¢ sladkd krystalicka
latka (mlécny cukr), vyskytujici se v mléce savcu. V kravském mléce je jeji mnoZstvi
4,7 %, v matetském az kolem 6 %. VétSinou kvasinek je nezkvasitelnd, bakterie ji vSak
dokazi zkvasit na kyselinu mlécnou, ¢ehoz se vyuziva pii vyrobé zakysanych mlécnych

vyrobk, jeZ obsahuji 3 az 4 % laktosy [7].

2.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou vysokomolekuldrni latky, z nichZ nékteré jsou ve vodé rozpustné na
koloidni roztoky nebo maji schopnost bobtnat, n¢které jsou nerozpustné. Polysacharidy
jsou Casto amorfni, ve vod¢ pfevazné nerozpustné a na rozdil od monosacharidil a niZsich
oligosacharidli nemaji sladkou chut’. Jsou slozeny z vice nez 10 monosacharidovych jedno-
tek, zpravidla vSak z nékolika set, tisicti a n¢kdy i miliond stavebnich jednotek. Jednotlivé
molekuly jsou vzdjemné¢ vazany a- nebo B-glykosidovymi vazbami. Hydrolyzou se $té€pi na
niz8i jednotky oligosacharidi a ddle aZ na monosacharidy. Stavebnimi jednotkami polysa-

charidti byvaji disacharidy (s vyjimkou nékterych bakteridlnich polysacharidii). Mezi nej-

vvvvvv
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podle jejich funkce do dvou zdkladnich skupin: na polysacharidy stavebni a polysacharidy

se zasobni funkci [8].

2.3 Zasobni polysacharidy

Rezervni polysacharidy tvofi zdsobu chemické energie, kterou 1ze uvolnit jejich odbourd-
nim. Nachdzime je v hlizach rostlin (Skrob, inulin), u mikroorganismu (dextran), v jatrech
a svalech Zivocichi (glykogen) apod. Metabolismus rozkladu zdsobnich polysacharidi po-
skytuje vétSinu energie potfebné pro ostatni biochemické a biologické pochody. Velmi roz-
Sitenym pohotovym zdrojem energie je glukosa, jeji prebytek se skladuje v jitrech a ve

svalech jako glykogen [7].

2.3.1 Skrob

Skrob je zdsobnim polysacharidem vétsiny rostlin. Jeho dvéma hlavnimi slozkami jsou
amylosa, kterd ma nevétvenou Sroubovicovou strukturu a amylopektin, ktery sestavd z vét-
venych fetézci slozenych z glukosovych jednotek spojenych a(1—4)- a a(1—6) glykosi-

dovymi vazbami [8].

Skrob je syntetizovan rostlinami jako jejich hlavni pohotovy zdroj glukosy. Uklddd se
v semenech, kofenech, hlizdch, listech, v organelach cytoplasmy nazyvanych plastidy,
zejména v amyloplastech (patii mezi bezbarvé leukoplasty). Hlavnimi zdroji Skrobu v po-
travindch i jeho primyslovymi zdroji jsou brambory a obiloviny, zejména pSenice a Zito.
Skrob je hygroskopicky bily prasek, ktery se v horké vod& rozpousti na koloidni lepkavy
roztok $krobového mazu. Piikladem muze byt pudinkovy prasek [7].

Amylosa je glukan, jehoZ zdkladni stavebni jednotku tvoii maltosa. Amylosa se rozpousti
v teplé vodé, roztokem jodu se barvi modie. Jeji obsah ve Skrobu kolisd v zavislosti na jeho
puvodu (vétsSinou zaujima 15 - 20 %) [7].

CHo0H CH, OH

Amylosa [7]
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Amylopektin je nerozpustny ve vod¢, v teplé vod¢é pouze bobtnd. Jodem se barvi fialove.
Neni tvofen pouze piimymi fetézci maltosovych jednotek pojenych o1—4) glykosidovou
vazbou, ale ma i bo¢ni vétveni (stavebni jednotkou je isomaltosa) s glykosidovymi vazba-
mi o(1—6), a to piiblizné po kazdych dvaceti az pétadvaceti glukosovych zbytcich. Obsa-
huje také malé mnoZzstvi esterové vazané kyseliny fosfore¢né (asi 0,17 % P,Os) [7]. Amy-
lopektin zdhfevem mazovati, tvoii 80 - 85 % Skrobu. Makromolekula amylopektinu mize

obsahovat az jeden milion glukosovych jednotek, coz ji fadi mezi nejvetsi piirodni moleku-

ly na svété [1].

EHZCH- CHo0H
4] o
HS H H/ n H
& il 1
OH HJ/—0 H 4]
H OH H oH

Amylopektin [7]

2.3.2 Glykogen

Glykogen je zasobni polysacharid Zivoc¢ichii. Nejvice se vyskytuje v buinikdch kosterniho
svalstva, ve svalech (srde€nim) a v jaternich bunkach je uloZen ve formé¢ granuli. Pii hla-
dovéni jeho obsah klesa a glykogen muze z jater upln¢ vymizet. Rovnéz pii praci ubyva i
svalového glykogenu. Post mortem dochézi k jeho rychlé degradaci, v mase se pak po pro-
behlém zrani vyskytuji jen monosacharidy, resp. jejich fosforecné estery (glukosa-1-fosfat,
fruktosa-1,6-bisfosfat) v mnoZzstvi az 0,15 %. Glykogen je také obsaZen ve vysSich hou-
bach, plisnich, kvasinkéch a bakteriich. Vznikd syntézou z cukrii pfijatych potravou. Slouzi
jako pohotovy, Cerpatelny zdroj glukosy, jejimZz odbourdnim ziskdva organismus energii. Je
to bezbarva latka ve vod¢ rozpustnd na koloidni roztok, jodem se barvi hnédocervené az

Cervené. Pfi parcidlni hydrolyze glykogenu lze ziskat maltotriosu, dextriny a glukosu, jako

u hydrolyzy amylopektinu [8].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2.3.3 Inulin

Je zdsobnim polysacharidem celedi hvézdnicovitych rostlin (Asteraceae, Compositae).
Vyskytuje se napt. v hlizach a kotfenech jifin, arty¢okli, pampelisek a ¢ekanek [1]. Z jejich
kotenil se také pfipravuje (tepelnym zpracovianim lze z kofenli ¢ekanky ziskat ndhrazku
kavy). Sklada se z mén¢ nez sta D-fruktofuranosovych zbytkli vazanych B(1—2)-glykosi-

dovymi vazbami zpravidla ukon¢enymi molekulou D-glukosy [7].

2.4 Stavebni polysacharidy

Stavebni polysacharidy jsou ve vodé nerozpustné, vyztuzuji a zpeviiuji pletiva rostlin (celu-

v

losa, hemicelulosa) i tkan¢ nékterych zivocicht (chitin u koryst) [7].

2.4.1 Celulosa

Celulosa je zdkladnim strukturnim polysacharidem bunécnych stén vyssich rostlin. Je moz-
no ji nalézt i v n¢kterych houbach a zelenych tasidch. Ve vod¢ a zfedénych kyselinach je

nerozpustnd a s jodem nedava zadné zbarveni [7].

- B i
HOT ™ /. o C”'CH 0 ||r)’]‘xﬂm . s _CHf 1;:"?"-x,ﬁ .
o o = N 0
o -/ w / \-._.-'"“"*a.c{-'-__,"“"--, /
CHOH ‘0 rH,cH 0 oM cHaoH O
Celulosa [7]

Celulosa je linedrni polymer obsahujici az 15 000 D-glukosovych zbytk spojenych
B(1—4)-glykosidovymi vazbami. Kazda z vazanych glukosovych jednotek v fetézci je oto-
¢ena vzhledem k predchozi a v této poloze je udrzovédna intramolekuldrnimi vodikovymi
vazbami. Celulosa prochdzi travicim traktem Clovéka jako vldknina [8]. Strukturné jsou
celulosova vldkna pojena vodikovymi mistky, coZ jim ddvd vyjimecnou pevnost a neroz-
pustnost. Ve stén¢ rostlinnych bun€k jsou uloZena a navzajem propojena hmotou, skladaji-
ci se z necelulosovych polysacharidii a proteind (napf. extensin). Ve difevé tato hmota ob-

sahuje hemicelulosy a lignin [7].

2.4.2 Hemicelulosy

Hemicelulosy jsou strukturni necelulosové polysacharidy bunéénych stén rostlin, které v

piirodé doprovazeji celulosu. Radi se mezi né hlavné heteroglukany, heteroxylany, hetero-
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mannany aj. Hydrolyzou poskytuji rizné cukry (D-galaktosu, L-arabinosu, D-glukosu,

D-xylosu) a uronové kyseliny, nejvice D-galaktouronovou nebo D-glukuronovou [8].

2.4.3 Chitin

Je stavebnim polysacharidem bunécné stény vétSiny hub a bezobratlych Zivocichii. Vysky-
tuje se naptiklad v krunyfich korySii a hmyzu. Strukturné chitin sestdvd z N-acetyl-D-
glukosaminovych jednotek spojenych B(1—4)-glykosidovymi vazbami [1]. Za zdkladni

stavebni jednotku chitinu se obecné povazuje disacharid chitobiosa [8].

2.4.4 Pektinové latky

Jsou skupinou polysacharidii zahrnujicich pektinové kyseliny a jejich soli pektany. V rost-
lindch se vyskytuji ve formé protopektinii a pektocelulos, které jsou nerozpustné ve vodé.
Jsou sloZeny z jednotek poly-D-galaktouronové kyseliny esterifikované metanolem, obsa-
huji glykosidové vazby a(1—4). Samotny pektin je definovén jako linearni polymer metyl-
esteru poly-D-galaktouronové kyseliny s glykosidovymi vazbami a(1—4). Je rozpustny ve

vode [7].
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3 ENZYMATICKA HYDROLYZA SACHARIDU A JEJI
POTRAVINARSKE VYUZITI

3.1 Glykosidasy a jejich déleni

Enzymy katalyzujici hydrolyzu glykosidovych vazeb (glykosidasy) jsou stereospecifické,
takZe katalyzuji Stépeni bud’ jen a- nebo B-glykosidovych vazeb. Kyselinami se glykosido-
va vazba hydrolyticky Stépi za uvolnéni sloZek, ze kterych glykosid vznikl, v alkalickém

prostiedi je pomérn¢ odolna [7].

Glykosidasy (E.C. 3.2) tvofi z potravinafského hlediska velmi vyznamnou skupinu esteras.
Déli se na podskupinu glykosidhydrolas (sacharidas, E.C. 3.2.1, katalyzujici hydrolyzu
O-glykosylovych slou€enin), podskupinu glykosidas (E.C. 3.2.2, katalyzujici Stépeni N-gly-
kosylovych slou¢enin) a na podskupinu katalyzujici Stépeni S-glykosylovych sloucenin
(E.C. 3.2.3). Potravinarsky vyznamné jsou enzymy podskupiny glykosidhydrolas. Jsou to
zejména a-amylasa (a-1,4-glukan-4-glukanhydrolasa, E.C. 3.2.1), f-amylasa (a-1,4-glu-
kan-maltohydrolasa, E.C. 3.2.1.2), glukoamylasa (a-D-1,4-glukan-glukohydrolasa,
E.C. 3.2.1.3) a celulasa (-D-1,4(1,3)-glukan-4-glukanhydrolasa, E.C. 3.2.1.4) [5].

3.2 Enzymaticka hydrolyza oligosacharidi

3.2.1 Enzymaticka hydrolyza sacharosy a jeji potravinarské vyuziti

Hydrolyza sacharosy poskytuje smés glukosy a fruktosy zvanou invertni cukr. Nazev je
odvozen od vzniku siln¢ levotoc¢ivé fruktosy, ktera se pii tom tvofi. Ta vyvolavd zménu
(inverzi) predchoziho pravotocivého piisobeni sacharosy [1]. Enzym, ktery hydrolyzu sa-

charosy na glukosu a fruktosu katalyzuje, se nazyva invertasa [7].

Invertasa (B-fruktosidasa, sacharasa, p-D-fruktofuranosid-fruktohydrolasa, E.C. 3.2.1.26)

ma praktické uplatnéni pii vyrobé umélého medu, coz je v podstaté invertni cukr.

Vev s

s mekkou fonddnovou néplni. Ta se ziskd inverzi ur¢itého podilu sacharosy na glukosu

a fruktosu [5].
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3.2.2 Enzymaticka hydrolyza maltosy

Enzym maltasa (o-D-glukosid-glukohydrolasa, E.C. 3.2.1.20) katalyzuje hydrolyzu mal-
tosy na glukosu, avSak ve form¢ enzymového piipravku se v potravinafském primyslu ne-

uplatiuje [5].

3.2.3 Enzymaticka hydrolyza laktosy a jeji potravinarské vyuziti

Hydrolyzou enzymem laktasou poskytuje laktosa své stavebni jednotky, D-galaktosu a D-
glukosu [7]. p-galaktosidasa (f-D-galaktosid-galaktohydrolasa, laktasa, E.C. 3.2.1.23) se
uplatiiuje v mlékaiském pramyslu pfi vyrobé tzv. delaktosovaného mléka, tj. mléka zbave-

ného laktosy, ke které jsou nékteré déti i dospé€li intolerantni [5].

3.2.4 Sladké mlééné vyrobky bez piidavku cukru

Utinkem laktasy se laktosa §tépi na glukosu a galaktosu, které jsou sladsi neZ samotny di-
sacharid. Na tomto principu je mozné vyrobit nizkokalorické sladké mlécné produkty

(s nepatrnym nebo Zadnym piidavkem cukru) [9].

Tyto vyrobky mohou konzumovat i osoby, které trpi nesnasSenlivosti vii¢i laktose. Na Tech-
nické univerzit€¢ v Mnichové vyvinuli postup, v némz se do zakysaného mlé¢ného vyrobku,
tésné pred jeho plnénim do obalu, pfiddva malé mnoZstvi enzymu laktasa z kmene Asper-
gillus oryzae. Hydrolyza probihd v obalu béhem faze distribuce: 3 az 5 dna pfi teplote
4 - 10 °C. Mnozstvi pfidavku se musi volit tak, aby doSlo k hydrolyze miniméln¢ 80 %

laktosy. Vyrobek se oznacuje jako ,,se snizenym obsahem laktosy* [9].

3.2.5 Glykosidy a jejich enzymaticka hydrolyza

Glykosidy jsou definovany jako derivaty cyklickych forem sacharidd, u nichz je vodik po-
loacetalového hydroxylu nahrazen alkylem nebo arylem. Nachazeji se zejména v rostli-
nach. Glykosidy se snadno hydrolyzuji ziedénymi kyselinami. Dilezité je vyuZiti jejich
enzymatické hydrolyzy, kterd se vyznaCuje znaCnou stereospecifitou. a-Glykosidasy
(napt. maltasa) $tepi jen a-glykosidy, fS-glykosidasy (napt. emulsin) hydrolyzuji pouze
B-glykosidy. Pomoci téchto enzym lze urcit, jde-1i o a- nebo B-glykosid. Napt. amygdalin
(nachdzi se v horkych mandlich, jadrech peckovin) poskytuje hydrolyzou dvé molekuly

glukosy, benzaldehyd a kyanovodik [10].
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3.3 Enzymaticka hydrolyza polysacharidu

3.3.1 Enzymaticka hydrolyza Skrobu

Produkty netplné hydrolyzy Skrobu nazyvame dextriny (maltosa, maltotriosa, isomaltosa,
maltotetralosa aj.). Jsou to mirn€ nazloutlé latky, rozpustné ve vod¢, které se jodem barvi
ruzné, podle délky fetézce. Napt. dextriny slozené ze Ctyf az Sesti glukosovych jednotek se
nebarvi vibec (achrodextriny), fetézce z osmi aZz dvandcti glukosovymi zbytky se barvi
Cervené (erytrodextriny) [8]. Limitni dextriny jsou prvni produkty, které se tvoii, jakmile
hydrolyza dosdhne urcitého stupné vétveni. Vznikaji typicky ze Skrobu piisobenim rostlin-
né amylasy, kterd Stépi fetézce amylopektinu od neredukujicich koncli pouze k mistim
vétveni [1]. Dextriny vznikaji také zahfivanim Skrobu na teplotu asi 160 °C (pfi peceni

chleba) [8].

Traveni Skrobu zacind jiz v ustech pasobenim slinné a-amylasy (1,4-a-D-glukan-4-glu-
kanhydrolasa, diastasa, ptyalin, E.C. 3.2.1.1), kterd hydrolyzuje a(1—4)-glykosidové vaz-
by a v Zaludku je inaktivovédna. Traveni pokracuje v tenkém stievé ucinkem pankreatickych
enzymu a-amylasy, isomaltasy aj. Tyto enzymy rozlozi §krob na smés disacharidu maltosy,
trisacharidu maltotriosy, oligosacharidy a dextriny, které obsahuji a(1—6) vétveni. Vznik-
1é meziprodukty jsou pak rozkladany specifickymi enzymy stfevni sliznice a-glukosidasou
(maltasa, o-D-glukosid-glukohydrolasa, E.C. 3.2.1.20), kterd odbourd po jedné glukose
z oligosacharidu, a-dextrinasou (1,6-a-D-glukon-6-glukohydrolasa, E.C. 3.2.1.11), ktera
hydrolyzuje a(1—4)- a a(1—6)-vazby a sacharasou (f-D-fruktofuranosid-fruktohydrolasa,

E.C. 3.2.1.26). Monosacharidy jsou poté vsttebavany do krevniho ob&hu [8].

VsSechny amylasy katalyzuji Stépeni a-1,4-glukanovych vazeb, a to tak, Ze a-amylasa
(a-1,4-glukan-4-glukanhydrolasa, E.C. 3.2.1.1), kterd se oznacuje jako dextrinogenni,
umozni St€peni Skrobu zprvu za vzniku sacharidii o 6 az 7 glukosovych jednotkach a potom

se Stépené produkty postupné odbourdvaji na maltosu [5].

Enzym a-amylasa je endoglykosidasa, zatimco f-amylasa je exoglykosidasa. f-Amylasa
(a-1,4-glukan-maltohydrolasa, E.C. 3.2.1.2), oznaCovana jako sacharogenni, zasahuje od
neredukujictho konce molekuly tak, Ze ob& posledni glukosové jednotky se odStépuji v
B-form¢ maltosy. Novéjsi vyzkumy nasvédcuji tomu, Ze a-amylasa je metaloenzym, ktery

vyzaduje na jednu svou molekulu jeden ion Ca®*. Odstrani-li se vépenaté ionty, ztraci en-
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zym svoji aktivitu. Rostlinné S-amylasy se inaktivuji ¢inidly reagujicimi s tiolovymi skupi-
nami. Proto se pfi jejich katalytickém ptisobeni predpokladd vyznamnd tloha tiolovych
skupin. a-Amylasa je termostabilnéjsi (ptisobi jesté v rozmezi 65 az 75 °C) nez f-amylasa

[5].

3.3.2 Potravinarské vyuziti amylolytickych enzymu

Amylasy se uplatiuji pii ztekuceni a zcukteni Skrobu (napf. pti vyrobé Skrobovych, mal-
tosovych a glukosovych sirupti). Hydrolyzované Skroby slouzi jako sladidla a nosice aro-
mat pfi vyrobé cukrovinek, ndpojii, zmrzliny. V potravinafstvi se pouZivaji rizné amy-
lolytické piipravky, oznaCované jako sladové amylasy, plisnové enzymy apod. Dnes se
hojné pouzivaji plisnové amylasy v pekdrenském pramyslu ke zlepSeni technologickych
hodnot pseni¢nych mouk. K tomu tcelu se pouzivaji i bakteridlni amylasy, které jsou ter-
mostabilnéj$i nez amylasy plisnové. K vyrobé glukosy ze Skrobu slouzi glukoamylasa (1,4-
a-D-glukan-glukohydrolasa, E.C. 3.2.1.3), mnohdy ve form¢ imobilizované. Je G¢innd po

pfedchozim ztekuceni Skrobu, at’ jiZ kyselinami nebo a-amylasou [5].

3.3.3 Enzymaticka hydrolyza inulinu

Inulin je bezbarva latka mikrokrystalické struktury, dobfe rozpustnd v horké vodé. Zrede-
nymi kyselinami nebo enzymem inulinasou (2,1-p-D-fruktan-fruktanohydrolasa, E.C.
3.2.1.7) se snadno $tépi na D-fruktosu (obr. 1) [7]. Hydrolyzou poskytuje inulin fruktosu
[1].

inufinasa

OH

Obrazek 1. §tépeni inulinu inulinasou [7]
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3.3.4 Enzymaticka hydrolyza celulosy

Celulosu nemiZe mnoho savcil, mezi nimi ani primati, tedy ani ¢lovek stravit, ponévadz
jim chybi hydrolasa, kterd by atakovala B(1—4)-glykosidové vazby tohoto polysacharidu.
Celulosa je tedy vyznamnym zdrojem objemného nestravitelného zbytku v potravé.
Ve stievé prezvykavci a jinych byloZravcil jsou mikroorganismy (sttevni mikrofldra), které
mohou svymi enzymy tuto B-vazbu atakovat [1]. Vylucuji komplex celulolytickych enzy-
mu pod spoleénym ndzvem celulasy (1,4-(1,3; 1,4)-p-D-glukan-4-glukan-hydrolasy, E.C.
3.2.1.4). Pomoci téchto enzymil si byloZravci rozkladaji celulosu az na kone¢ny produkt
glukosu, kterd je ddle bakteriemi fermentovana na nizsi organické kyseliny [7]. Tim vytva-
feji z celulosy energeticky dostupny zdroj. Tento mikrobidlni pochod se mize uplatiiovat
v omezeném rozsahu také v lidském tlustém stievé [1]. Klasickym zdrojem celulas jsou

1 hlemyzdi Helix pomatia a nové se zjistilo, Ze 1 termiti [5].

Ciaste¢nou hydrolyzou celulosy vznikd smés disacharidf, trisacharidti a tetrasacharid,
z nichZ asi 50 % tvoii disacharid cellobiosa, ktera je pokladdna za stavebni jednotku celu-
losy [8]. Cellobiosa je enzymové Stépena cellobiasou (f-D-glukosid-glukohydrolasa, f-
glukosidasa, E.C. 3.2.1.21) na dvé molekuly D-glukosy [7].

3.3.5 Potravinaiské vyuziti celulolytickych enzymu

Celulolytické enzymy slouzi k primyslovému ziskavani cukri z celulosy, ale téZ k od-
stranovani zdkalll vyvolanych celulosou a hemicelulosami v citrusovych a jinych ovocnych
Stdvach. V konzervarenském pramyslu se celulasové piipravky pouZivaji k odstraiovani
celulosovych vldken z fazolovych luskli i jinych zelenin. Tim se podstatné zvySuje
stravitelnost a vyuzitelnost pfitomnych Zivin. Mimofadné uplatnéni maji celulasové

piipravky i v primyslu krmivarském [5].

3.3.6 Enzymaticka hydrolyza chitinu

Ve vodé€ je nerozpustny a pomérné odolny vici chemickym c¢inidlim. Rozklad4 se pouze
bakteridlnimi enzymy chitinasami, enzymem lysozymem (ten $té€pi chitodextriny) a koncen-
trovanymi kyselinami. Vzhledem k tomu, Ze lidsky organismus neni schopen zcela $tépit
chitin, jsou houby pro ¢lovéka jen ¢4stecné stravitelné. Navic, chitin tvoii komplexy s vét-

Sinou tézkych kovt (Hg, Pb), které mohou byt pti¢inou intoxikaci [8].
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3.3.7 Enzymaticka hydrolyza pektinovych latek

Pektin se pfipravuje kyselou hydrolyzou z protopektinti ¢i jejich enzymatickou degradaci.
Pisobenim protopektinasy se protopektin (v rostlinach) hydrolyzuje na pektin, ktery je déle
degradovan pektinesterasou na kyselinu pektinovou. Polygalaktouronidasa katalyzuje hyd-

rolytické Stépeni pektinové kyseliny na galaktouronovou kyselinu [5].

E: protopektinasa E: pektinesterasa
protopektiny ----------- > pektin ------------- > pektinova kyselina
E: polygalaktouronidasa

----------- > D-galaktouronova kyselina

Obrazek 2. Enzymatickd degradace protopektinii [8]

Enzymy protopektinasa a polygalaktouronidasa katalyzuji hydrolyzu glykosidickych va-
zeb, pektinesterasa katalyzuje hydrolyzu esterovych vazeb, odStépeni methanolu. Trivici
enzymy neStépi jejich glykosidové vazby, podobné jako u jinych sloZek vldkniny, ¢ast
z nich v8ak podléha hlubokému rozkladu piisobenim bakteridlni mikrofléry tlustého stieva.
Béhem zrani ovoce a zeleniny nastidvd enzymatickd i neenzymatickd degradace pektino-
vych latek, jez se projevuje meknutim plodl, napf. jablek ¢i rajcat. Pektinové latky se pfi-
pravuji k vyrobé¢ dzemt a marmeldd. Vyrabéji se extrakci vhodného materidlu jako tzv.

jable¢ny nebo citrusovy pektin [8].

3.3.8 Potravinarské vyuziti polygalaktouronidasy a jeji déleni

V potravindiské praxi, zvlast€ pii vyrobé riznych ovocnych ndpoji, se pouZzivaji rtizné
pektolytické enzymové ptipravky, pfevazné ptivodu mikrobidlniho, jejichz Gc¢innou sloZkou
je polygalaktouronasa (polygalaktouronidasa), oznaCovana téz jako pektinasa (poly-1,4-o-
D-galaktouronid, glykanohydrolasa, E.C. 3.2.1.15). Ta svym piisobenim pfispiva k Cifeni
ovocnych $tdv, nebot’ zabranuje jejich rosolovaténi, jehoZz hlavni pfi¢inou byva pektin.

vvvvv

zahrnuji pod nézev polygalaktouronasa tti enzymy:
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a) ztekujici polygalaktouronasu, ktera katalyzuje St€peni 1,4-glykosidickych vazeb pekti-

novych polyuronidi,

b) ztekujici polymethylgalaktouronasy, které katalyticky hydrolyzuji vysokoesterifikované

pektiny,

¢) zcukiujici polygalaktouronasu hydrolyzujici pektin, pravdépodobné na konci redukuji-

ciho tetézce molekuly [5].
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4 PROTEINY

Proteiny jsou polymery aminokyselin, které vznikly procesem proteosyntézy. Ve své mole-
kule obsahuji vice nez 100 aminokyselin vzdjemné spojenych peptidovou vazbou. Kromé
peptidovych vazeb se na utvafeni struktury proteinti podileji jesté jiné vazby, zejména di-
sulfidové (-S-S-), esterové a amidové (umoZiiuje spojeni serinu, treoninu, argininu nebo
lyzinu prosttednictvim kyseliny fosfore¢né). Poradi (sekvence) a pocet jednotlivych ami-
nokyselinovych zbytkl v fetézci jsou pro kazdy protein specifické, determinované genovou
vybavou bunck. VSechny proteiny v nasi biosféfe maji stejnou zdkladni stavbu a lisi se jen
pofadim prevazn¢ 20 kédovanych aminokyselin jako stavebnich jednotek. Podle biologické
funkce, kterou vykonavaji v biologickych systémech se proteiny d€li na: strukturni, kataly-

tické, pohybové, ochranné, zasobni, senzorické, regulacni, vyzivové [7].

4.1 Strukturni proteiny

Strukturni proteiny jsou sloZkami vSech Zivych bunécnych struktur — cytoskeletu, bunéc-
nych organel a biomembran. Extracelulédrni fibrilarni proteiny (keratiny, kolageny a elasti-
ny) spolecné¢ s peptidoglykany a adhezivnimi proteiny (fibronektin, laminin) doddvaji tka-

nim mechanickou pevnost a pruznost [7].

4.1.1 Kolageny

Kolageny se vyskytuji skoro ve vSech pojivovych tkdnich jako jsou kiiZe, chrupavky, cévni
stény, zuby a kosti. Zakladni struktura kolagennich vldken je tvofena molekulami tropoko-
lagenu, které jsou sloZeny ze tii vzdjemné stocenych stejné dlouhych vlaken (pfevazné

a-helix), které samovoln¢ agreguji za vzniku kolagennich vldken [8].

4.1.2 Elastiny

Elastiny doprovazeji kolageny ve Slachich, pojivovych tkdnich a ve sténdch cév. Jejich
zakladni stavebni jednotkou je tropoelastin, ktery je tvofen jednim polypeptidovym fetéz-
cem. Tvoii se z rozpustného prekurzoru proelastinu. Jednim z typt pficnych vazeb je
desmosin a jeho isomer isodesmosin. Desmosinové vazby jsou pevné, odolavaji i1 kyselé
hydrolyze a zptsobuji dplnou nerozpustnost elastinii. Elastiny 1ze odbourat specifickymi

proteolytickymi enzymy elastasami [8].
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4.1.3 Keratiny

Keratiny jsou produkty bunék epitelu. Vyskytuji se na vnéjsi strané pokozky (epidermis),
v srsti, rozich, kopytech, nehtech, pefi apod. Obsahuji vysoké mnozstvi glycinu, serinu
a cysteinu. Tvrdost, nerozpustnost a roztaznost doddvaji keratinim disulfidové vazby,
zpeviyjici celou strukturu keratinti. Travici enzymy je mohou degradovat az po predeslém

ptreruseni disulfidovych vazeb [8].

4.2 MIé¢né proteiny

Kasein je hlavni protein v kravském mléce, v némz tvoii asi 80 % vSech mlécnych bilko-
vin. Kaseiny obsahuji relativné vysoky podil prolinu a hydrofobnich aminokyselin, téZ fos-
foserinovych zbytki. Existuje fada riznych variant kaseind, které se od sebe 1i8i chemickou
strukturou a vlastnostmi (napf. ogi-, Os2-, Psi-, Ksi-kasein). Kasein je velmi termostabilni,
coZ znamend, Ze se zvySenim teploty nesrdZzi [11]. Degradaci B-kaseint proteolytickymi

enzymy mléka vznikaji y kaseiny. Kasein je obsazen v mléce ve form¢ vapenaté soli [10].

Syrovétkové (sérové) proteiny (napf. a-laktalbumin, B-laktoglobulin, imunoglobuliny) tvoi{
piiblizné 20 % bilkovin kravského mléka. Jsou termolabilni, tepelnou Gpravou se denaturu-

Ji. Maji vysoky obsah cystinu a tryptofanu, na ktery je kasein chudy [12].
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5 ENZYMATICKA HYDROLYZA PROTEINU A JEJI
POTRAVINARSKE VYUZITI

5.1 Peptidasy a jejich déleni

Peptidasy (E.C. 3.4) jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb proteinii
a mnoha peptidi. Je to velmi rozséhld skupina enzymti, z nichz mnohé (pfedevsim enzymy
digestivni) patii k nejlépe prostudovanym. DéEli se na dvé& hlavni skupiny: peptidasy (exo-
peptidasy) a prokinasy. K peptidasam patii podskupiny a-aminopeptidasy (E.C. 3.4.11),
acyl-amino-acidhydrolasy, téZ oznacené jako peptidylamino-acidhydrolasy (E.C. 3.4.12),
dipeptidhydrolasy (E.C. 3.4.13), dipeptidylpeptidasy (E.C. 3.4.14) a peptidylpeptidasy
(E.C. 3.4.15). Proteinasy (proteasy) se d€li na serinové proteinasy (E.C. 3.4.21), tiolové
proteinasy (SH-proteinasy, E.C. 3.4.22), kyselé proteinasy (acidproteinasy, E.C. 3.4.23),
metaloproteinasy (E.C. 3.4.24) a proteinasy, u nichZ neni dosud zndim mechanismus jejich

pusobeni (E.C. 3.4.25) [5].

Peptidasy jsou nepostradatelné pro Sté€peni, trdveni a autolyzu proteind, a proto jsou téz
hojné rozsiteny. Nékteré jsou produkovany pouze v travicim tustroji Zivocichti a jsou pro né
typické. Néekteré tyto enzymy jsou produkovény ve formeé inaktivnich proenzymil a museji
byt aktivovany v misté svého ptisobeni. Tato aktivace byva n¢kdy autokatalyticka. Piestoze
vétsina peptidas neni zv1asté specificka k ur€itému substratu, nebot’ katalyzuje Stépeni né-
kolika substrati, piece jen umoznuji Stépeni takovych peptidovych vazeb, které se vyskytu-
Ji v misté urcitého uspotddani, napt. polarnich skupin s kladnym nebo zdpornym ndbojem
a nekterych nepolarnich radikalt, jako jsou aromatickd jadra aromatickych aminokyselin.
Clenéni peptidas na podskupiny vychédzi z jejich specifity, s jakou katalyzuji hydrolyzu
peptidovych vazeb termindlnich aminokyselinovych zbytkd, tj. bud’ s volnou aminovou
nebo s volnou karboxylovou skupinou. Proto se tyto peptidasy oznacuji téZ jako exopepti-
dasy. a-Aminoacylpeptidasy jsou aminopeptidasami o rizné specificnosti a peptidylamino-
acidhydrolasy jsou karboxylpeptidasami. Takovou aminopeptidasou je napt. mikrosomdlni
aminopeptidasa (mikrosomdlni a-aminoacylpeptidasa, E.C. 3.4.11.2), ktera katalyzuje hyd-
rolyzu aminoacylpeptidu na aminokyselinu a oligopeptid. Karboxypeptidasou je napt. kar-
boxypeptidasa A (peptidyl-L-aminoacidhydrolasa, E.C. 3.4.12.2), ktera katalyzuje hydroly-
zu peptidyl-L-aminokyseliny za vzniku peptidu a L-aminokyseliny [5].
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5.1.1 Pepsin A

Pepsin A (E.C. 3.4.23.1) patii k hydrolasam plusobicim pfi nizkém pH, jeho optimalni pH
se pohybuje kolem 2. Katalyzuje pfednostné¢ hydrolyzu vazeb Glu (glutamova kyselina)
(Leu) (leucin) - Tyr (tyrosin) (Phe) (fenylalanin). Hydrolyzou asi 10 % peptidovych vazeb
vznikaji polypeptidy o molekulové hmotnosti od 600 do 3000. Pepsin A je produkovin
hlavnimi bunikami zalude¢ni sliznice, a to ve form¢ inaktivniho pepsinogenu. Ten se akti-
vuje na pepsin katalyticky protonem [5]. Vlivem iontl H, pii pH 1,5 - 2,5 a jiz aktivnich
molekul pepsinu, se z molekul pepsinogenu odstépuje vice peptidil, pfi¢emz se uvolni kata-
lyticky aktivni centrum. Pfi slabé kyselém pH zaludkového obsahu se aktivace zpomaluje.
Odstépeny peptid (inhibi¢ni peptid) se mtiZze pii slabé kyselém, resp. neutrdlnim pH vazat
s pepsinem a intenzivné sniZovat jeho aktivitu. Pfi kyselém pH (menSim nez 4,5) se inhi-
bi¢ni peptid z pepsinu odstépi. Pro Gcinek pepsinu je tudiz potfebnd dostateCna sekrece
HCI. Béhem sekrece Zalude¢ni $tdvy se malé mnoZstvi pepsinogenu piepravuje z hlavnich
bunék do krevni plazmy a moci se vylucuje jako uropepsinogen. Vylucovani uropepsino-
genu stoupa pii poSkozeni zaludec¢ni sliznice [2]. Pepsin A se ziskava ze zalude¢ni sliznice

vepit [5].

5.1.2 Trypsin

Trypsin (E.C. 3.4.21.4) katalyzuje hydrolyzu vazeb -Lys- (lyzin) -x- a -Arg- (arginin) -X-,
kde x je libovolnd aminokyselina. Katalyzuje téZ hydrolyzu téch esterti a amidd, které jsou
odvozeny pouze od L-aminokyselin a které maji bazicky postranni fetézec. Jeho ucinnost je
optimalni pti pH 7 az 8. Inaktivni formou trypsinu je trypsinogen. V této forme se naléza v
pankreatické $taveé. V tenkém stfevé se aktivuje enteropeptidasou (enterokinasou) [5].
Trypsin vytvofeny vlivem této peptidasy potom aktivuje dalsi molekuly trypsinogenu i jiné
zymogeny [2]. Aktivuji jej téZ nékteré plisnové proteinasy. Aktivace trypsinu spoc¢iva
v odstépeni hexapeptidu, jehoz sekvence aminokyselin je Val- (valin) -Asp- (asparagin)
-Asp-Asp-Asp-Lys (lyzin) [5]. Trypsin miZe byt inhibovadn riznymi inhibitory. Samotna
pankreticka St'dva obsahuje G¢inny trypsinovy inhibitor. Jednim z dal$ich ZivociSnych inhi-
bitort trypsinu je ovomukoid, glykoprotein vajecného bilku. Kiermeyer a Semper prokdzali
trypsinovy inhibitor i v mléku. Antitrypsinovy ucinek lze vysvétlit tvorbou komplext
s trypsinem - predpokldda se vznik dimernich i trimernich komplexti. U ovomukoidu je

prokdzano, Ze se tento inhibitor vdZe na jednu aminoskupinu trypsinu. Steve a Podrazky
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potvrdili svymi pracemi, Ze je trypsin inhibovan tioly. Jednotlivé trypsinové inhibitory se
li81 mezi sebou zpravidla jen rozdilnou molekulovou hmotnosti a rozpustnosti v 2,5% ky-
selin¢ trichloroctové, avSak ani v tomto sméru nebyly shleddny podstatné rozdily mezi
inhibitory rostlinnymi a Zivo¢iSnymi. VétSina z nich se inaktivuje vys$Simi teplotami v du-

sledku konformac¢nich zmén bilkovinné molekuly [5].

5.1.3 Chymotrypsin

Chymotrypsin (E.C. 3.4.21.4) katalyzuje hydrolyzu peptidovych vazeb, v nichz je karboxy-
lova skupina poskytovdna aromatickymi aminokyselinami (Phe - fenylalanin, Tyr - tyrosin,
Trp - tryptofan), ¢i aminokyselinami s velkym nepolarnim zbytkem (napt. Met - metionin)

[1].

Ser 195 (serin, Cislo udavd potradi aminokyseliny v aminokyselinovém fetézci) chymo-
trypsinu je vodikovou vazbou vazan k His 57 (histidinu), ktery je vodikovou vazbou vdzan
k Asp 102 (kyselin€ asparagové). Tyto tfi aminokyselinové zbytky chymotrypsinu jsou na-
zyvany katalytickou triddou. Zatimco kyslik Ser 195 napada uhlik peptidové vazby, slouzi
His 57 jako bédze k serinovému protonu a zdporn¢ nabitd Asp 102 stabilizuje kladny ndboj,
ktery se utvaii na histidinovém zbytku. To brani vzniku nestabilniho kladného naboje na
hydroxylové skupiné Ser 195 (obr. 3). Chymotrypsin nekatalyzuje ptimé ptiisobeni vody na
peptidovou vazbu, namisto toho vytvaii pfechodny kovalentni acyl-enzym. Probihajici re-
akce maji dvé hlavni faze. V acylacni fizi je rozsSt€pena peptidova vazba a utvorena estero-
va vazba mezi peptidovym uhlikem a enzymem. V deacyla¢ni fazi je esterova vazba hydro-

lyzovéna a neacetylovany enzym je obnoven [13].

Podobné jako tfada dalSich proteinas katalyzuje chymotrypsin také hydrolyzu nékterych
estertl. Tato schopnost chymotrypsinu sice nema fyziologicky vyznam, usnadiiuje vSak stu-
dium mechanizmu katalyzy [1]. Napf. $t€pi etylester tyrosinu na tyrosin a etanol, vyznacuje
se tedy esterasovou aktivitou [5]. Hydrolyza niz§ich esterti a amidt chymotrypsinem probi-
ha mnohem pomaleji nez hydrolyza peptidi, jelikoz je pfi reakci s mensimi substraty dosa-

Zeno niZ$i vazebné energie [13].

Chymotrypsin sestava ze tii polypeptidovych fetézct spojenych disulfidovymi mustky [13].
Inaktivni formou chymotrypsinu je chymotrypsinogen. Aktivuje se pusobenim trypsinu,
kterému je strukturou a vlastnostmi blizky [5]. Chymotrypsin je derivatizaci Ser 195, svého

velmi reaktivniho serinového zbytku, inaktivovan reakci s diisopropylfosfofluoridem
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(DIPF), se kterym ostatnich 27 serinovych zbytkti chymotrypsinu nereaguje. DIPF inaktivu-

je stejnym mechanismem také fadu dalSich proteinas zvanych "serinové proteinasy" [1].

Serlos

bstrate |

His57

Obrazek 3. Struktura chymotrypsinu s navdzanym substratem [13]

5.1.4 Katepsiny

Vyznamnymi peptidasami jsou katepsiny (E.C. 3.4.4.23), z nichZ katepsin C je dipeptidyl-
peptidasou (E.C. 3.4.14.1), zatimco katepsin B (E.C. 3.4.22.1) a katepsin D (E.C. 3.4.23.5)
patii k proteinasam. Katepsiny hraji dileZitou tlohu pfi autolyze proteinil a tedy i pfi pro-

cesu zrani masa. Katepsin C se uplatiiuje i pfi transpeptidaci [5].

5.1.5 Rostlinné proteinasy

Z hlediska potravinédiského jsou dulezité nekteré rostlinné proteinasy, které je mozno vyu-
Zit k riznym dcelim. Patii sem papain (E.C. 3.4.22.2) ptitomny v mlécné §t'avé melouno-
vitych plodi Carica papaya, chymopapain (E.C. 3.4.22.6) a ficin (E.C. 3.4.22.3) vyskytuji-
ci se v mlécné stave plodu jednoho druhu fikovniku a bromelain (E.C. 3.4.22.4) obsazeny
ve $tave ananasu. Jde prevazné o enzymy, které jsou aktivovany nékterymi tiolovymi slou-
¢eninami, jmenovité cysteinem a glutationem. Papain je aktivovén i sulfanem a kyanovo-
dikem. Naopak oxidac¢ni Cinidla, jako jodi¢nany a vzdusny kyslik, enzymy inaktivuji. Pa-
pain inhibuje trombokinasu, ¢imZ zabrafuje pfremcné protrombinu na trombin a tedy
i tvorb¢ fibrinogenu. V potravinédiské praxi se papain, ficin a bromelain pouzivaji k ume-
Iému zkiehnuti masa, papain i v pivovarnictvi k odstranéni neZadouciho proteinového za-

kalu [5].
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5.1.6 Plisnové proteinasy

Dulezitymi producenty peptidas a proteinas jsou rizné mikroorganismy, zejména plisné
z rodu Penicillium a Aspergillus. Aspergillopeptidasa konvertuje trypsinogen na trypsin.
Nékteré streptokoky produkuji streptococcuspeptidasu. Tento enzym je méné specificky,

avSak neschopny katalyzovat Sté€peni vazeb s glycylovymi zbytky [5].

5.2 Enzymaticka hydrolyza kolagenu a jeji potravinarské vyuziti

Nativni a denaturovany kolagen mohou hydrolyticky §tépit specidlni proteinasy kolagenasy
produkované mikroorganismy rodu Clostridium, zv1ast€ kolagenasa 2 (E.C. 3.4.99.5), kte-
rou produkuje Clostridium histolyticum [5]. Pisobenim kolagenasy na kolagen se odstépuji

pfevazné peptidy, které maji na konci aminokyselinu glycin (Gly) [14].

Ve svalech denaturovany kolagen kyselinou mlé¢nou je hydrolyzovan pfi zrani masa také
jinymi enzymy, napft. cysteinproteinasou (katepsinem B;). Teplem denaturovany kolagen je
mozno hydrolyzovat pepsinem nebo trypsinem. Jeho charakteristickou vlastnosti je smrs-
tovani molekuly pfi zahifivani na urcitou teplotu, které miiZeme pozorovat pfi vareni a pe-
¢eni masa. Pii vyssi teploté (kolem 90 °C) se narusuje struktura molekul kolagenu, prerusi
se vazby mezi polypeptidovymi fetézci, molekuly tropokolagend se uvolni a vznikd sol
rozpustné Zelatiny. Pfi ochlazeni se ndhodné obnovuji vazby mezi ¢4astmi piivodnich fetéz-
ct. Tyto struktury pak zachycuji znaéné mnozstvi vody a vznikd gel (Zelatina). Zelatina
vznika také pii vafeni, peceni a jiné tepelné Gpravé masa. Potravindiska zelatina se vyrabi

z kolagenu kiZi a kosti extrakci vodou po ¢astecné alkalické nebo kyselé hydrolyze. Z ko-

lagenu se vyrabé¢ji také klihovkova stfivka jako jedlé obaly pro masné vyrobky [8].

Vzhledem k nizkym poZadavklim na energii je v posledni dobé& upfednostiiovan pied hyd-
rolytickym rozkladem kolagenu v kyselém nebo zdsaditém prostiedi rozklad enzymaticky,
pomoci kterého 1ze v zdvislosti na zvolenych podminkach hydrolyzy ziskat produkty s raz-
nymi vlastnostmi a riznymi moldrnimi hmotnostmi. Hlavnimi vyhodami hydrolyzy kataly-
zované proteolytickymi enzymy jsou mirné reakéni podminky dané maximalni teplotou
80 °C, alkalitou smési v rozmezi pH 8-9 a atmosférickym tlakem. Ziskany bilkovinny hyd-
rolyzét obsahuje nizky podil anorganickych soli. VyuZiti hydrolyzatl je velmi Siroké. Mo-

hou byt pouZity v potravinafstvi jako latky uchovavajici viini nebo chut’. Jsou hojné vyuzi-
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vany také v kosmetice, kde se pridavaji do krémt ¢i pletovych masek. Mén¢ kvalitni pro-

-----

5.3 Enzymaticka hydrolyza keratinu a jeji potravinaiské vyuziti

Peptidové vazby keratinu umoZznuje Stépit keratinasa (E.C. 3.4.99.11) produkovand nékte-
rymi mikroorganismy z rodu Streptomyces [5]. Vyuziti keratinli pro potravinaiské ucely je
omezeno pouze na vyrobu tzv. potravindiského keratinu, ktery se n€kdy pouZziva ve smési
s jinymi surovinami pro vyrobu proteinovych hydrolyzati [8]. K jejich vyrob¢ slouzi tzv.
kyseld proteinasa, tj. mikrobidlni enzym katalyzujici hydrolyzu peptidovych vazeb v po-

meérné Sirsi oblasti pH (2 az 6) [5]. Alkalickou hydrolyzou lze z keratinti vyrobit lepidla [8].

5.4 Enzymaticka hydrolyza mléénych proteini a jeji potravinaiské
vyuziti

Sladké srazeni mléka je uskutecnéno pomoci enzymd, tzv. syfidel, které se ziskdvaji z Za-
ludkti mladych telat [11]. Hlavnim pozadavkem na syfidlové enzymy je tzkd substratova
specifita a vysoka schopnost koagulace sladkého mléka (pfi teploté pod 10 °C ke koagulaci
nedochazi) [12]. Tyto enzymy jsou schopny Stépit kasein na specifickém misté, ¢imz dojde
k rozdéleni molekuly kaseinu na dvé Casti. Prvni ¢4st se nazyva para K kasein, ktery vy-
tvaii sraZeninu. Druhd cast se nazyva glykomakropeptid, ktery je rozpustny a piechazi do

syrovatky. Sladké srdZeni se vyuziva pro vyrobu syra [11].

MiIéko lze koagulovat téméf vSemi proteinasami, ale pouze omezeny pocet z nich vyhovuje
vySe uvedenym pozadavkim. Diive se pouZivalo vyhradné¢ chymosinovych syfidel ziska-
nych z telecich slezl sajicich telat, avSak chymosinovéa syfidla byla v disledku nedostatku
vychozi suroviny nahrazovédna jinymi typy proteinas Zivo¢isSného a mikrobidlniho ptivodu

[12].

Chymosin (rennin, E.C. 3.4.23.4) umoznuje preménu kaseinii mléka na nerozpustné para-
kaseiny. Tato koagulace mlé¢nych kaseini je velmi diilezitd v syraistvi. Proto rennin zis-
kavany ze zaludku telat je hlavni soucasti syfidel. ProtoZe je ho nedostatek, nahrazuje se v
soucasné dobé¢ syftidly pfipravenymi z mikrobidlnich proteinas. Rennin je produkovéan v

Zaludecni sliznici mlad’at savcd, kde vznikl aktivaci prorenninu [5].
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Alkalickd fosfatasa (ortofosforecny monoester-fosfohydrolasa, E.C. 3.1.3.1) je pfitomna v
Zivoc¢isSnych organismech a téZ v mléku. M4 optimdlni pH v rozmezi 7 az 9. Vyznacuje se
také transferasovymi ucinky. V mlékarenské kontrole slouZzi tzv. fosfatdzovy test k dikazu
pasterace mléka. Frahm prokdzal reaktivaci fosfatasy v pasterovaném mléku. K této reakti-
vaci dochdzi za urcitych podminek, napt. béhem piechovavani pasterovaného mléka pfi

béZné teploté mistnosti [5].

5.5 Hydrolyticky ac¢inek plasminu v mléce

Enzym plasmin - hlavni proteinasa mléka - ovliviiuje vzhledem ke svému proteolytickému
ucinku kvalitu mléka béhem skladovani, pribéhu vyroby a kvalitu mlécnych vyrobkt. Stu-
die uvadi vysledky tcinku plasminu pii chladirenském uchovavani mléka [15].

s 2

Plasmin ma vzhledem ke svému hydrolytickému dcinku vliv i na kvalitu mlécného vyrob-
ku. Plsobeni plasminu je spojovdno s fadou defektl pti vyrobé mlécnych vyrobki, vcetné
téch tykajicich se kvality a vytéZnosti syfeniny nebo vytvareni hotké pachuti. Pti zrani fady
syri ma naopak hydrolyza kaseinli plasminem pozitivni vliv. Cilem studie bylo zjistit fak-
tory, které ovliviiuji proteolyzu vyvolanou plasminem béhem chladirenského skladovani
mléka, a také zjistit, jak tato proteolyza ovliviiuje n€které vlastnosti kaseinovych micel.
Aktivitu plasminu béhem skladovani mléka pfi riznych teplotach ovliviiuji dva konkurujici
si mechanismy: autolyza a aktivace plasminogenu, coZ je zymogen obsaZeny v kaseinovych
miceldch (tzn. enzym v neaktivnim stavu). Pii 5 °C ma vétsi vyznam autolyza, pii 37 °C v
ranych stadiich skladovani ptevaZzuje aktivace plasminogenu. Ménici se aktivita plasminu
pusobi na rozsah hydrolyzy B-kaseinu. Pti 37 °C hydrolyza B-kaseinu stoupd, dokud nedo-
sdhne asi 40 % z ptivodniho B-kaseinu [15].

Disociace B-kaseinu béhem skladovani je vyznamné ovliviiovdna teplotou (se zvySujici
teplotou se zvysuje). Disociovany B-kasein v mlééném séru je rychle hydrolyzovan aktiv-
nim plasminem. Po tepelném oSetfeni mléka (90 °C po dobu 10 min) se aktivita plasminu
sniZi a disociace zvysi. Pfidavek exogenniho plasminu do ohfatého mléka podporuje roz-
pad komplexu [B-laktoglobulin/k-kasein], coz je prvni krok k Zelirovani UHT-mléka v pri-
bchu jeho skladovéani. VSeobecné plati, Ze skladovaci podminky maji rozhodujici vliv na

plasminovy systém a jeho piisobeni na kaseinové micely [15].
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5.6 Enzymova hydrolyza koncentratu bilkovin syrovatky

Cilem price vyzkumnych pracovnikti z Ustavu technologie mléka a tuktt VSCHT bylo najit
vhodné enzymy pro hydrolyzu koncentritu syrovatkovych bilkovin (WPC, Whey Protein
Concentrate) [16].

Byl sledovan vliv tepelné denaturace bilkovin na pribéh hydrolyzy a senzorickd pfijatel-
nost vzniklych hydrolyzétii. Bylo zjisténo, Ze pro vétSinu enzymi je podil rozStépenych
peptidovych vazeb vyssi u 5% (w/w) koncentratu syrovatkovych bilkovin (WPC) v porov-
nani s 20% (w/w) WPC. Vyjimkou je pepsin, u kterého se stupenl hydrolyzy ve 20% (w/w)
WPC zvysil tiikrat oproti 5% (w/w) WPC. Ze sledovani vlivu koncentrace enzymu na pri-
beh hydrolyzy vyplyva, Ze v rozmezi poméru enzym : substrat = 1 : 100 az 1 : 500 probiha
hydrolyza pfi vySsi koncentraci enzymu do vyssiho stupné hydrolyzy, ne vzdy je vSak zvy-
Seni imérné koncentraci enzymu. Pfi senzorickém hodnoceni hydrolyzat z ptedloZenych
peti vzorkt (Fermizym, Flavourzyme, Neutrase, papain, Protamex) vykazovaly nejniZsi
intenzitu hotké chuti hydrolyzaty Flavourzymu a Protamexu. Velmi hotké hydrolyzaty byly

ziskany hydrolyzou papainem a Fermizymem. Tepelnd denaturace bilkovinného substratu

usnadnuje ve vétSin€ piipadl jeho enzymovou hydrolyzu [16].

5.7 Enzymaticka modifikace syrovatkového koncentratu

Plsobeni pepsinu na rizné koncentrovany syrovatkovy substrit (za riiznych podminek a s
riznou mirou hydrolyzy) bylo systematicky zkouméno za tcelem zlepSeni pénotvornych a

emulgacnich vlastnosti syrovatkové bilkoviny [17].

Syrovéatkovy koncentrat s obsahem bilkovin 35 % funkcné nedostacuje pro pouziti jako
samostatny emulgator a pojivo Slehatelnych dezertd. Proto byl spolecny vyzkumny projekt
Vysoké skoly v Kothen (SRN) a Némeckého Institutu potravindiské techniky v Quaken-
briicku podporovany Spolkovym ministerstvem hospodafstvi a prace (projekt ¢. AiF FV
13180 BG) zaméten na enzymatickou modifikaci (hydrolyzu) s cilem zlepSeni Slehatelnosti

a emulgacnich vlastnosti syrovatkové bilkoviny [17].

K oSetfeni byl zvolen pepsin, ktery nestépi hlavni bilkovinu syrovatky — B-laktoglobulin,
coz by mélo byt divodem, Ze se daji symbioticky kombinovat zndmé vyhodné povrchové
vlastnosti B-laktoglobulini s vlastnostmi peptidii vytvofenych pfi hydrolyze. V zavislosti

na stupni hydrolyzy mohou byt tyto vlastnosti velmi rozdilné [17].
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Prokézalo se, Ze ¢im vyssi byla koncentrace substratu (5 az 15 % suSiny), tim vice enzymu
muselo byt pouzito k dosaZeni urcité miry hydrolyzy. Nejvyssi reak¢ni rychlosti se dosaho-
valo pfi teploté 42 °C, zatimco pti 44 °C jiz dochéazelo k inaktivaci enzymu. Reakce se u-
rychluje se sniZzovanim pH, podle poZadovaného stupné hydrolyzy bylo zvoleno pH 1,8
nebo 3,0. Na pocatku (1% hydrolyza) pepsin nejprve plné St€pi sérovy albumin, zatimco
a-laktalbumin a B-laktoglobulin $tépi jen nepatrné, pozdéji (2% hydrolyza) dochdzi k vy-
raznému Stépeni imunoglobulint a a-laktalbuminu, a Stépeni B-laktoglobulinu se zastavuje.
Tato tendence pokracuje 1 pfi vysSich stupnich hydrolyzy — do 5 %. Byly ziskany vzorky
sprejové suseného syrovitkového hydrolyzatu se stupném hydrolyzy od 0 do 6,5 %, aby

byly dale vyuZzity v modelovych systémech s cilem posouzeni vyuZzitelnosti jejich vlastnosti

v redlnych vyrobcich — dezertech [17].

5.8 Produkce biologicky aktivnich peptidi z cizrny vyuzitim proteinas

Biologicky aktivni peptidy se mohou vyskytovat v potravinich jako takové, nebo vznikaji
hydrolyzou bilkovin pfi vyrob€ potravin, napt. béhem zrani syrt, jogurtu a jinych mlécnych
vyrobki. Bioaktivni peptidy vznikaji rovnéZ béhem hydrolyzy bilkovin travicimi enzymy,
napt. trypsinem, chymotrypsinem nebo pepsinem. Dal$i moZnosti vzniku bioaktivnich pep-
tidi je fizend hydrolyza proteini. Vychéazi se z bilkovinnych koncentratii nebo izolati,

na které se v reaktorech plisobi exogennimi proteinasami [18].

Bioaktivni peptidy tvofené pouze nékolika aminokyselinami jsou schopné prochédzet skrz
barieru epitelu v travicim traktu do krvinek. Tak se tyto peptidy dostdvaji do riznych orga-
na (na periferiich), kde se projevuji jejich prospésné ucinky na organismus. Zjistilo se, Ze
maji schopnost modulovat imunitu, maji antimikrobialni, antitrombotické ucinky i schop-
nost zamezovat vysokému tlaku. Antihypertenzni aktivita, kterou vykazuji urcCité peptidy,
spo€iva v inhibici enzymu ACE konvertujiciho angiotenzin I (Angiotensin Converting En-
zyme). Peptidy, které inhibuji enzym ACE, se jiz podafilo izolovat z rGznych zdroju,
napt. z mléka, ryb a pSenice. ACE hydrolyzuje dekapeptid angiotenzin I na oktapeptid an-
giotenzin II, coz je silnd vazokonstrik¢ni latka (vazokonstriktor). ACE hydrolyzuje déle
peptid bradykinin, coz je silny vazodilatitor. Vysledkem vSech téchto Ucinkl je sniZeni
krevniho tlaku. Inhibitory ACE lze tak vyuzivat v prevenci hypertenze (vysokého tlaku)
[18].
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Cizrna neboli fimsky hrach (Cicer arietinum L.) je tieti nejdtlezitéjsi lusténina na sveété
pestovand na zrno (FAO, Organizace pro vyzivu a zemé&d¢lstvi, Food and Agriculture Or-
ganization, 1994). Predstavuje velmi dulezity zdroj bilkovin. Hlavni zdsobni bilkovinou

cizrny je legumin. Na vnéjsi strané molekuly leguminu se nachdzeji hydrofilni o-fetézce,

zatimco hydrofébni jadro bilkoviny tvoii B-fetézce [18].

Enzym alkalasa je nespecificka proteinasa, ktera je k dispozici za nizkou cenu. Pouziva se
pii vyrobé vysoce rozpustnych bilkovinnych hydrolyzatii, napt. ze slunecCnice, fepky nebo
cizrny. Zjistilo se, Ze alkalasa je vhodna také pro vyrobu bioaktivnich peptidil z jinych bil-
kovin. Ve Spanélsku byl ud&len grant vyzkumu, ktery se zaméfoval na vySetiovéni, zda
legumin z cizrny, hlavni zdsobni protein v této lusténin¢, muze piedstavovat zdroj bioak-
tivnich peptidi po hydrolyze alkalasou. Zjistilo se, Ze hydrolyzaty leguminu z cizrny zis-
kané za pouziti alkalasy jsou dobrym zdrojem peptidi schopnych inhibovat ACE. To zvy-

Suje hodnotu bilkovinnych hydrolyzatl cizrny vyrabénych alkalasou [18].

5.9 Enzymové hydrolyzovany pSeni¢ny lepek

Japonska spolecnost Kikkoman vyvinula jako alternativu komer¢né vyrabénych hydrolyzo-
vanych rostlinnych bilkovin enzymové hydrolyzovany pSeni¢ny lepek. PSeni¢ny lepek, kte-
ry byl vybran jako surovina vzhledem k pomérné dobré degradovatelnosti, byl hydrolyzo-
van pifrodni ryZovou kulturou (Aspergillus oryzae), produkujici proteolytické enzymy.
Hydrolyza byla uskute¢néna za ptitomnosti soli a pfi vysoké teploté, zabranujici mikrobi-
alni kontaminaci. Hydrolyzat byl po dozrani zfiltrovan, sterilovdn a dva praskové produkty
ziskané po ususeni byly nazvany NFE-PN, resp. NFE-S. PSeni¢né hydrolyzaty se vyznacuji
intenzivni vini bez postrannich pacht a svétlou barvou. Neobsahuji piidavek glutamatu
sodného. Podle ndzoru vyrobce se mohou pouzivat jako novéd generace ptirodnich ochuco-
vadel a aromat pro nejriznéj$i druhy potravin. Za nejoblibenéjsi piirodni ochucovadla,
vyrobend enzymovou hydrolyzou proteint jsou dosud povazovana séjova omacka a kvas-

ni¢ny extrakt [19].

5.10 Detekéni vyuziti hydrolyzy peptidovych vazeb

Kyselou nebo enzymatickou hydrolyzou Ize kondenzac¢ni peptidové vazby mezi aminosku-
pinami a hydroxyly zrusit (alkalickd hydrolyza se nepouZziva, ponévadz zptsobuje racemi-

zaci uvolnénych aminokyselin). Hydrolyzat 1ze pomérmné snadno analyzovat a za pomoci
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chromatografickych metod stanovit, ze kterych aminokyselin byl peptidicky fetézec sloZen,
1 jejich kvantitu. K zjiSténi sekvence aminokyselin se pouZivaji zvlaStni metody, které vyu-
Zivaji bud’ chemické znaceni koncovych aminokyselin a jejich detekci po hydrolyze, nebo

specifické enzymatické Stépeni peptidovych vazeb mezi urcitymi aminokyselinami [10].

5.11 Proteolytické Stépeni katalyticky neaktivnich proenzymi

Rada proteinas a dal$ich proteini je vyludovéana ve formé biologicky inertnich, neaktivnich
prekurzorovych proteinli zvanych proproteiny, které musi byt na biologicky aktivni enzym
nebo hormon upraveny selektivnim proteolytickym Stépenim. V piipad¢ enzymil se tyto
proproteiny nazyvaji proenzymy nebo zymogeny. Konverze proproteinti na zralé proteiny
zahrnuje selektivni proteolyzu, kterd prevadi proprotein jednim nebo n€kolika ndslednymi
proteolytickymi ,,stfihy* do formy, v niZ se projevuje charakteristickd, napf. enzymova
aktivita zralého proteinu. Mezi proteiny vyrabéné jako proproteiny patii napt. insulin (pro-
protein = proinsulin), travici enzymy pepsin, trypsin a chymotrypsin (proproteiny = pepsi-
nogen, trypsinogen a chymotrypsinogen), proteinasy tvorby a rozpousténi krevnich sra-

Zenin a protein vazivovych tkani kolagen (proprotein = prokolagen) [1].

Sekrece enzymi ve formé& inaktivnich prekurzorl zajiStuje ochranu proti jejich tcinku,
dokud nevznikne jeho potfeba a usnadnuje téz rychlou mobilizaci aktivity bez nutnosti
syntézy novych proteint. Jedna nebo vice proteolytickych reakci pfitom spousti zmény
konformace, kterymi se piibliZuji a ptitfazuji diive vzdédlené zbytky za vzniku katalytického
mista. Peptidy vzniklé selektivni proteolyzou mohou byt uvolnény, nebo mohou zustat spo-

jeny disulfidovymi vazbami [1].

Konverze prochymotrypsinu (pro-CT), polypeptidu s 245 zbytky aminokyselin, na aktivni
enzym a-chymotrypsin zahrnuje tfi proteolytické stfihy a vznik aktivniho meziproduktu

zvaného n-chymotrypsin (z-CT) [1].

5.11.1 Vyznam selektivni proteolyzy katalyticky neaktivnich proenzymu

Konverze proproteinu na jeho zralou a fyziologicky u¢innou formu vede k né€kolika dileZi-

tym poznatktim:

a) proces zahrnuje selektivni proteolyzu, vyZadujici v nékterych piipadech jen jeden prote-

olyticky stiih,
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b) polypeptidovy produkt se mtize odd¢lit nebo zlstat asociovan se zralym proteinem,
¢) proces muZe ale nemusi byt spojen s vyznamnou zmeénou molekulové hmotnosti,
d) hlavnim vysledkem selektivni proteolyzy je dosaZeni nové konformace,

e) je-li proproteinem enzym, vznikd zménou konformace katalytické misto enzymu.
Ve skutecnosti Ize povazovat selektivni proteolyzu proenzymu za proces spoustéjici zmény

konformace nezbytné pro ,,stvoreni* katalytického mista [1].

5.11.2 Fyziologicka potieba katalyticky aktivnich enzymu

Zatimco nckteré proteiny jsou potiebné stdle, jsou jiné (napf. enzymy tvorby a rozpousténi
krevnich srazenin) zapotiebi jen obcas. JestliZze potieba téchto piilezitostnych enzymt na-
stane, pak jsou obvykle potiebné rychle. Nékteré fyziologické procesy, napf. trdveni, jsou
sice jen piileZitostné, ale zcela pravidelné a predpovéditelné. Naproti tomu k zapojeni ji-
nych enzymi (G€astnicich se napt. tvorby a rozpousténi krevnich sraZenin ¢i reparace tka-
ni) dochdzi jen v odpovédi na naléhavou fyziologickou ¢i patofyziologickou potiebu. Syn-
téza proteas ve formé katalyticky inaktivnich prekurzord navic chrani tkdn¢, v nichZ vzni-
kaji, pred samotrdvenim; autodigesce miZe nastdvat napf. pii pankreatitidé. Syntéza po-
ttebnych proteinli de novo nemusi byt dostatecné rychld pro poZadavky naléhavé patofyzio-
logické potieby, napt. pti ztrat€¢ krve. Navic pro ni musi byt v pohotovosti odpovidajici
kompletni zdsoba prekurzovych aminokyselin. Také proces jejich sekrece muze byt pomaly

vzhledem k fyziologické poptavce [1].
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6 VITAMINY

Vitaminy jsou nizkomolekularni exogenni esencidlni latky, které spolu s bilkovinami, tuky
a sacharidy patii k zdkladnim slozkdm lidské stravy. V lidském organismu maji funkci ka-
talyzatori biochemickych reakci, hraji vyznamnou udlohu pii procesech vsttebavani a vy-
meény latek mezi vnéjSim prostfedim a zivym organismem. Podileji se na metabolismu bil-
kovin, tukl a sacharidl. Lidsky organismus si, aZ na n¢které vyjimky (jako je syntéza nia-
cinu z tryptofanu), nedokdze vitaminy sdm vyrobit, a proto je musi ziskdvat prostfednic-

tvim stravy [20].

Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ (hydrofilni) ndlezi vitaminy skupiny B: vitamin B, (thia-
min), B, (riboflavin), B3 (kyselina nikotinovéa a jeji amid), Bs (kyselina pantotenova), Be
(pyridoxin), Bg (kyselina listovd), B, (kyanokobalamin), kyselina lipoovd, biotin, biofla-
vonoidy a vitamin C (kyselina L-askorbovd a L-dehydroaskorbovd). K vitaminim rozpust-
nym v tucich (lipofilni) patii vitamin A (retinol) a jeho provitaminy (karotenoidy), vitami-
ny D (kalciferoly), vitaminy E (tokoferoly, tokotrienoly), vitaminy K (fylochinony, farno-

chinony), vitamin F (esencidlni mastné kyseliny) [20].

6.1 Vyskyt, vlastnosti a funkce vitaminui

Vyznamnymi zdroji vitamind jsou zejména zdkladni potraviny, které vétSinou dostatecné
pokryvaji jejich pottebu (maso a masné vyrobky, mléko a mlé¢né vyrobky, vejce - prede-
v§im Zloutek, chléb a jiné ceredlni potraviny, ovoce a zelenina). N¢které vitaminy jsou o-
mezeny jen na urcitou skupinu potravin (napf. vitamin Bj, vyskytujici se v potravinich

Zivoc¢isného pavodu) [21].

Vitaminy nejsou pro organismus ani zdrojem energie ani stavebnimi jednotkami tkani. Plni
v Zivych objektech vyznamnou ulohu prekurzorti kofaktor rtiznych enzymu (vitaminy
skupiny B), jiné se uplatiuji v oxida¢né redukénich systémech (vitamin C, vitamin E)
apod. Potieba jednotlivych vitamini miiZe byt zdsadné ovlivnéna nékterou ze slozek potra-
vin, které zabrani plnému vyuziti daného vitaminu nebo jej inhibuji. Takovym latkdm pak
fikdme antivitaminy. Inhibuji urcitym mechanismem funkci daného vitaminu, coz mtize
vést az k projeviim deficience (nedostatku) [20].

V potravindch se vitaminy vyskytuji zpravidla v mnoZstvi od pg.kg” po stovky a7 tisice

mg.kg'1 podle druhu vitaminu, ro¢niho obdobi, druhu potraviny a zptisobu jejtho zpraco-
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vani. Vyskytuji se volné nebo vdzané na jednotlivé sloZky potravy, nejcastéji na sacharidy
a proteiny. U potravin Zivoc¢isného pivodu zdvisi obsah vitaminll na zpisobu skladovani
a zpracovani suroviny, u potravin rostlinného piivodu je vyznamny piedevSim stupen zra-
losti, klimatické podminky béhem riistu, hnojeni apod. Vitaminy patii mezi labilni sloZky
potravin, proto slouzi zarovenn jako indikatory cetnych technologickych a kulinarnich
Uprav. Dnes jsou vitaminy vyuzivany k obohacovani potravindiskych vyrobkd, k tzv. forti-
fikaci a restituci. Restituci se mysli doplnéni jejich obsahu na pivodni hladinu v suroving,
fortifikace je obohacovani na koncentrace vyssi, nez bylo jejich ptivodni mnozstvi [20].

Za prekurzory vitaminl jsou povazovany provitaminy. Jednd se o organické slouceniny bez
vitaminosniho u¢inku, které se vSak v Zivoc¢isném téle meni plisobenim UV zafeni nebo
pomoci enzymu ve vitaminy. Napf. provitaminy vitaminu A jsou oznacovany jako karote-
noidy. Na vitamin A jsou pfeménovany oxidacnim Stépenim za katalytického pusobeni

karotenasy [20].

Nedostatek kazdého vitaminu se projevuje u Zivych objektd chorobnymi pfiznaky, které
v leh¢ich formach oznacujeme jako hypovitaminosa, v t€zSich jako avitaminosa. Pfi¢inou
nedostate¢né resorpce vitaminll byva vétSinou onemocnéni zaZivaci soustavy, napi. zanét-
liva a priijmova onemocnéni. Pfi téchto chorobéach je tfeba dbat na dostatecny piisun vita-
mint. Deficience vitamind byla dfive jednou z hlavnich pfi¢in mnoha nemoci. Pelagra
vznikala z nedostatku nékterych vitaminii B-komplexu, pfedev§im vitaminu Bj, kurdéje
vznikaly nedostatkem vitaminu C, beri-beri nedostatkem thiaminu, kfivice nedostatkem
vitaminu D apod. Naopak nadbytek nékterych vitamind se oznacuje jako hypervitaminosa.
V naSich klimatickych podminkach se s ni prakticky nesetkdvame, objevi se vétSinou ve
spojitosti s nadmérnym piisunem pomoci aditivnich preparétii. Zde jsou zejména nebez-
pecné zvySené davky vitaminti A a D. Pfebyte¢nych vitamind rozpustnych ve vod¢ se orga-
nismus dokdze zbavit a pokud pfestane vitamin pfijimat, organismus z téla nadbytecné
mnozstvi vylou¢i mo¢i. U vitamini rozpustnych v tucich to vSak nefunguje — jsou ukladany
v jatrech. Vitaminy jsou nutné pro udrZzeni mnohych télesnych funkci a jsou schopny posi-
lovat a udrZovat imunitni reakce [20]. Napt. vitamin C patii mezi nizkomolekuldrni antio-
xidacni slouCeniny (jako je kyselina mocov4, bilirubin, tioly, vitamin E, karotenoidy ¢i
koenzym Q) schopné zbavovat télo volnych radikalt [22]. Vitamin A, (all-trans-retinol) se

zase uplatiuje v biochemickych reakcich zrakového vjemu [20].
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6.1.1 Vitamin B, - thiamin

Vitamin B; se skladd ze substituované¢ho pyrimidinového a tiazolového kruhu, které jsou
vzajemn¢ spojeny metylenovou skupinou. V bunikich se vyskytuje predevSim ve formeé
kofaktoru thiamindifosfatu (TDP) v rtiznych enzymech: je napi. kofaktorem fady enzymu
dekarboxylas, koenzymem pyruvdtdehydrogenasy apod. Podili se rovnéz na koneném
odbourdvani metabolickych produktii lipidit a proteini (svymi biochemickymi funkcemi
zasahuje do metabolismu sacharidl, tukd i aminokyselin). V rostlinnych potravinach se
thiamin nachézi pifevazné ve volné formé¢, v ZivoCiSnych produktech je vdzan predevS§im
ve form¢ TDP, ktery musi byt pfed absorpci v organismu enzymaticky rozstépen. Oxythi-
amin, antagonista thiaminu, vznika z vitaminu B, v siln€ kyselém prostfedi a proto se vy-
skytuje v kyselych hydrolyzatech proteint, jako jsou polévkova koteni. Thiaminasa, enzym
vyskytujici se u n¢kterych druhti ryb, $tépi thiamin na pyrimidinovou a thiazolovou slozku,
které jiz nemaji G¢inek vitaminu. Ve vyzivé ¢loveéka thiamin timto enzymem ohroZen nent,

protoZe pfi tepelné uprave se thiaminasa inaktivuje [23].

H
NH,
Tl 3
CHy~CH,
H,C.J% CH; -

Thiamin [23]

6.1.2 Vitamin B, - riboflavin

Zakladem struktury riboflavinu je isoalloxazinové jadro, na které je vazan ribitol, alditol
odvozeny od D-ribosy. Vitamin B, se tcastni oxida¢n¢ reduk¢nich reakei (v potravinach se
nejvice vyskytuje jako soucdst flavinovych kofaktort FMN-Flavinmononukleotid a FAD-
Flavinadenindinukleotid oxidoreduk¢nich enzymil). Z potravin Zivo¢isSného ptivodu je ri-
boflavin daleko 1épe adsorbovén v travicim traktu nez z rostlinné stravy, kde prevlddaji
kovalentn¢ vazané formy, obtizn¢ Stépitelné proteinasami [2]. Riboflavin je pomérné znac-
n¢ staly vuci teplu, predevsim v kyselych roztocich. V neutrdlnich a alkalickych roztocich
je velmi labilni a rozklada se za vzniku fyziologicky nedcinnych produkti. Je velmi citlivy
predeviim na svételné zafeni. Uéinkem svétla v neutralnim nebo kyselém prostiedi piecha-

zi odStépenim postranniho fetézce na lumiflavin, v alkalickém prostiedi pokytuje za stej-
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nych podminek lumichrom. V kravském mléce se riboflavin vdZe na a a B-kaseiny v mnoz-
stvi asi 25 az 30 %, pticemZ takto védzany riboflavin je vii¢i fotochemickému rozkladu

odolnéjsi [24].

H3C:@a:N a5 _oh
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Riboflavin [23]

6.1.3 Vitamin B; - kyselina nikotinova, nikotinamid

Vitamin Bj je odvozen od pyridinového cyklu. Biologicky t¢innymi formami jsou kyselina
nikotinova a nikotinamid. V rostlindch pievazuje volnd kyselina, v Zivoc¢iSnych tkanich jeji
amid. V potravinéch je vitamin Bj pﬁtomen nejvice ve formé& koenzymli NAD* a NADP*
hydrogenasa, glutamdtdehydrogenasa aj. NAD* a NADP' se mj. tdastni také syntézy

a odbouravani sacharidu [20].
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Kyselina nikotinové a nikotinamid [23]

6.1.4 Vitamin B;s - kyselina pantotenova

V prirod¢ se kyselina pantotenovad nejcastéji vyskytuje jako pfirozend soucdst CoA-SH
(koenzymu A), ktery vznikd v heterotrofnich organismech z volné kyseliny pantotenové.
CoA-SH se tcastni klicovych reakei v metabolismu aminokyselin, tuki a sacharidii. Hlavni
biochemickou funkci koenzymu A je pfenos acylovych skupin. Kyselina pantotenova zasa-

huje prostiednictvim CoA-SH do vyznamnych metabolickych cykld, jako je P-oxidace
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mastnych kyselin a citratovy cyklus. Vyskytuje se téZ vdzana v nosném proteinu, oznaco-
vaném jako ACP-SH (Acyl Carrier Protein), ktery ma vyznamnou udlohu pfi biosyntéze
mastnych kyselin [20]. Kyselina pantotenova a jeji soli jsou opticky aktivni latky, ale
v ptirodé se vyskytuji pouze jejich D(+) formy, L(-) forma nevykazuje v lidském organis-

mu vitaminovou aktivitu [25].

Kyselina pantotenova [23]

6.1.5 Vitamin B¢ - pyridoxin

Vitaminem Bg (pyridoxinem) se oznacuji vSechny tii fyziologicky uc¢inné vitaminy Beg,
tzv. pyridoxinova tridda, tvofend pyridoxolem, pyridoxalem a pyridoxaminem [25]. VSech-
ny tfi latky maji bazicky charakter a vytvareji s minerdlnimi kyscelinami soli rozpustné ve
vodé. V biochemickych procesech vystupuje pyridoxin ve formé fosfatovych derivatl pyri-
doxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu. Pyridoxalfosfat se jako kofaktor dekarboxylas ziacast-
nuje reakci v metabolismu aminokyselin. Tyto koenzymy jsou nezbytné i v metabolismu

sacharidii pfi Stépeni glykogenu [20].

Gm ~NH, CIH
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pyridozol pyridozal pyridozarmin

Pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin [23]

6.1.6 Vitamin By - kyselina listova

Kyselina listova vznikd vazbou aminoskupiny kyseliny glutamové na karboxylovou skupi-
nu kyseliny pteroové. Jeji molekula se sklddd z pteridinového kruhu a kyseliny p-amino-
benzoové, na jejiz karboxylovou skupinu je navdzdna molekula kyseliny glutamové.

Pod néazev folaty se zahrnuje skupina dalSich latek odvozenych od kyseliny listové. V pfi-
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rod¢ se vyskytuji derivaty kyseliny listové, které maji ve své molekule navdzano az Sest

zbytkl kyseliny glutamové [23].

Tetrahydrofolaty (FH4) (kyselina listova v redukované form¢) jsou vyznamnymi kofaktory
transferas prenasejicich jednouhlikaté zbytky. Jsou to pfenasece formylovych, metylovych
a hydroxymetylovych skupin, zasahuji do biosyntézy purinovych a pyrimidinovych nukleo-

tidl, tyminu, serinu a glycinu i do regenerace metioninu [23].
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Kyselina listova [23]

6.1.7 Biotin

Biotin ma molekulu slozenou ze dvou ¢asti: z imidazolového a tiofanového kruhu, spoje-
nych v cis-konfiguraci. V piirod¢ se vyskytuje jeho osm stereoisomerti, ale pouze jeden,
D-biotin, je biologicky aktivni. Je to hydrofilni, slabé kysela latka, v neutrdlnim prostiedi
termostabilni. Biotin se vyskytuje jako prostetickd skupina mnoha enzymil katalyzujicich
pienos CO,. V piirodé¢ je nejcastéji vazan na protein pres g-aminoskupinu lyzinu. Pii hyd-
rolyze tohoto proteinu se ziskd biocytin, ktery je povaZzovdn za aktivni formu biotinu.
V zivocisném organismu se biocytin enzymaticky $tépi na biotin a lyzin. Komplex aktivni-

ho biotinu s proteinem se oznacuje BCCP (Biotin Carboxyl Carrier Protein) [20].

Biotin vyZaduji vSechny zivé buiiky, ale syntetizovan je jen vétSinou mikroorganismu, né-
kterymi houbami a vy$$imi rostlinami. Z potravy je absorbovan pouze volny biotin. Biotin
vazany na proteiny musi byt pifedem hydrolyzovan biotinidasou. Z biocytinu, ktery je pro-
duktem proteolyzy ve stieve, je biotin uvoliiovdn bud’ v tenkém stievé pankreatickou bioti-

nidasou, nebo po absorpci ve stievni sliznici a v plazmé plazmatickou biotinidasou [20].
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Biotin [23]

6.1.8 Vitamin E - tokoferoly, tokotrienoly

V piirozenych forméch (a, B, v, ) se jednd o skupinu tokoferol. Zdkladem molekuly je
chromanovy (benzopyranovy) kruh s bo¢nim fetézcem odvozenym od fytolu a rozdil mezi
jednotlivymi derivaty spocCivd v poloze metylovych skupin na chromanovém kruhu.
a-forma je nejCastéjSi a biologicky nejucinnéjsi, ostatni formy maji i¢innost vyrazné nizsi
[4]. V piirodnich materidlech se vyskytuji i jim pifibuzné a-, B-, y-, d-tokotrienoly s tfemi
dvojnymi vazbami v postrannim fetézci [20]. Tokoferoly jsou ptitomné v potravé vétSinou
ve volné formé&. Estery tokoferolll jsou hydrolyzovany v tenkém stfevé. Na dobré vyuziti
tokoferoltl je potfebnd Zlu¢, kterd podporuje tvorbu nejjemnéjsich tukovych kulicek a micel

[2]. Vitamin E je dtlezity pro déleni bun¢k, ddle pro nervstvo a piicné pruhované svalstvo.

Ma vyrazny antioxidacni ucinek [4].
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7 IZOLACE VITAMINU ENZYMATICKOU HYDROLYZOU

7.1 Vyuziti glykosidas, peptidas a lipas Kk izolaci vitaminu

K izolaci vitaminl ze vzorki zkoumanych latek ¢i potravin se vyuzivaji odpovidajici en-
zymy nebo smési enzyml v rdmci pouZzitych metod enzymatické hydrolyzy. Hydrofilni
vitaminy je mozné uvolnit pouzitim piislusnych glykosidas ¢i peptidas v zavislosti na su-

rovin€ (vzorku), z niZ je vitamin uvolnén.

Pti analyze lipofilnich vitaminl se vétSinou k hydrolyze (zmydelnéni) vzorku vyuziva alka-
licka hydrolyza, enzymatickou hydrolyzu je moZné provést za pomoci piisluSnych lipas

[26].

7.1.1 Izolace vitaminu B; enzymatickou hydrolyzou

Thiamin je v kyselém prostfedi (pH < 5) relativné stabilni. V neutrdlnim a alkalickém pro-
stiedi je znacné€ nestdly a snadno se hydrolyzuje. K hydrolyze pfispiva také pisobeni oxidu
sifiitého a hydrogensificitant [25].

Thiamin je vétSinou vazan na koenzym karboxylasy (dekarboxylasy), proto se musi uvolnit
z téchto vazeb enzymatickou hydrolyzou, nejcastéji takadiastasou i f-amylasou. Pti pou-
ziti enzymatické hydrolyzy se vzorek potraviny nejprve hydrolyzuje kyselinami (nejcastéji
v autoklavu) 0,1 mol.dm™ HCI, 0,1 mol.dm™ H,SO, pii teploté 100 az 120 °C po dobu
30 min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu a upravé pH na 4 - 5 se vdzany thiamin uvoliu-
je takadiastasou nebo [-amylasou pii teploté 37 °C po dobu 16 hod nebo pii teploté
45 - 50 °C po dobu 3 hod az 15 hod [27].

7.1.2 Izolace vitaminu B, enzymatickou a kyselou hydrolyzou

Riboflavin je vazan esterickou vazbou na kyselinu fosfore¢nou ve formé koenzymu FAD
a FMN, které jsou vazané na sviij specificky bilkovinny nosi¢ (apoenzym) a nejcastéji vy-
stupuji ve formé barevné bilkoviny, Zlutého flavoproteinu. K uvolnéni vdzaného riboflavi-
nu na bilkovinu se pouziva hydrolyzy zfedénymi minerdlnimi kyselinami (HCIl, H,SOy)
a tato kyseld hydrolyza je popsana jako dostacujici. Kromé& kyselé hydrolyzy se pouZziva

enzymatickd hydrolyza. Enzymatickd hydrolyza je nezbytna k uvolnéni riboflavinu z este-
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rické vazby s kyselinou fosfore¢nou - pouZzivaji se enzymy takadiastasa, trypsin nebo cla-

rasa [27].

Byla rovnéz publikovdna metoda, ve které byla porovndvana enzymaticka hydrolyza taka-
diastasou a kyseld hydrolyza 0,1 mol.dm™ HCI na &istém preparatu FAD. Kyseld hydroly-
za probihala pii teploté 70 °C, enzymaticka pii teploté 38 °C a pH 5,2 po dobu 2 hod.
FAD byl hydrolyzovan enzymatickou hydrolyzou z 90 % a kyselou hydrolyzou ze 45 %.
Pti analyze celkového obsahu riboflavinu v krmivech nebo potravinidch by neméla byt en-

zymatickd hydrolyza opomenuta [27].

7.1.3 Izolace vitaminu B; alkalickou a enzymatickou hydrolyzou

Kyselina nikotinova je relativné stabilni, k jeji izolaci se spiSe neZ enzymatickd hydrolyza
pouziva kyseld ¢i alkalickd hydrolyza, jez muze byt pouzita k pfevodu nikotinamidu na
kyselinu nikotinovou, kterd se pak stanovi jako celkovy obsah obou vitamerd, tj. jako suma
kyseliny nikotinové a nikotinamidu (jako ¢inidla k alkalické hydrolyze se pouziva Ca(OH),
nebo NaOH, pfi¢emzZ se nikotinamid hydrolyzuje na kyselinu nikotinovou). Alkalicka hyd-
rolyza je dopliiovdna enzymatickou hydrolyzou a k tomuto ucelu se pouZzivaji enzymy

takadiastasa, papain nebo clarasa [27].

7.1.4 Enzymaticka extrakce pro kapalinové chromatografické stanoveni

vitaminu B3 v potravinach

Enzymaticka extrak¢ni procedura pro stanoveni vitaminu B3 v potravinich prostfednictvim
NAD-glykohydrolasy (NADasy) byla navrZzena jako ndhrada za obvykle pouZivanou hydro-
lyzu HCI. Stanovenim kyseliny nikotinové a nikotinamidu metodou HPLC s fluorimetric-
kou detekci bylo moZzné prokdzat, Ze plisobeni kyselinou nevedlo k uvolnéni biologicky
ucinnych forem kyseliny nikotinové z nékterych potravin (pSenicné mouky, pSeni¢nych
klicki, arasidl), narozdil od hydrolyzy NADasou z Neurospora crassa (37 °C, 18 hod,
pH 4, koncentrace 24 pg.g”' vzorku), kterd umozZnila piesné stanoveni vlastniho obsahu
kyseliny nikotinové a nikotinamidu a spolehlivy odhad biologicky uc¢innych forem vitami-
nu Bj v rtiznych analyzovanych potravindch. Kombinované dodéni proteinasy a amylasy

k NADase, nékdy po predeslém vyuZziti kyselé hydrolyzy, se ukdzalo byt zbyte€nym [28].
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7.1.5 Izolace vitaminu Bs enzymatickou hydrolyzou

Vitamin Bs je dobfe rozpustny ve vodé€ a zahfivanim s kyselinami nebo zdsadami se hydro-

V kyselém i alkalickém prosttedi dochazi k jeji rozsahlé hydrolyze [25].

Uvolnéni kyseliny pantotenové z jejich vazeb se pomoci enzymatické hydrolyzy uskutec-
fluje za pouZiti papainu, clarasy, takadiastasy. Samotné stanoveni kyseliny pantotenové
v krmivech a potravinich je pomérné obtiZzny ukol a existuje pomérné¢ mélo metod stano-

veni (napt. metoda GC - Gas Chromatography, Plynova chromatografie) [27].

7.1.6 Izolace vitaminu B;, B, a Bgenzymatickou hydrolyzou pro jejich stanoveni

HPLC analyzou

Hydrolyza riiznych vzorkl potravin za pomoci smési enzymu a-amylasy, papainu a kyselé
fosfatasy vedla v jediném kroku k uvolnéni vitaminti B;, B, a B¢ (fosforylovanych a véza-
nych v proteinech), jeZ byly pfitomny v téchto vzorcich, které nebyly nijak obohaceny (for-
tifikovany) o vitaminy. Analyza pomoci metody HPLC (High Performance Liquid Chroma-
tography, Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie) se ziskanymi vytazky ukazala, Ze ob-
sah vitamint byl pfinejmensim stejné vysoky jako u vzorkd, jejichZ enzymatickd hydrolyza
byla provedena piisobenim nejefektivnéjsi amylasy. Hydrolyza HCI, velmi ¢asto kombino-
vand pusobenim enzymu a role této kyselé hydrolyzy, kterd ma vést k denaturaci proteint,
se ukdzala byt nadbytecnou vzhledem k piitomnosti proteinasy ve smési pouzivanych en-
zymu. Analyza vysledkl studie ukdzala, Ze pouZzitim danych enzymi je moZné ziskat obsah

vitamina v souladu s certifikovanymi hodnotami [29].

7.1.7 Vyuziti enzymatické hydrolyzy (enzymatického pi‘eCiSténi) pro stanoveni

folati v zeleniné a ovoci HPLC analyzou

5 - 7g vzorku zeleniny a ovoce bylo umisténo do sklenénych lahvi, bylo k nim pfiddno 10
- 12 ml chladného extrakéniho pufru. Pred stanovenim folath byly skladovany maximalné

nékolik tydnt [30].
Pro hydrolyzu vzorkl byla pouzita vepiova konjugasa. Vzorky byly inkubovény pti 37 °C
béhem 3 hod (pomeran¢ 5 hod) pii pH 4,9. Extrakty byly nédsledn€ ponechany 5 min ve

vrouci vodni 14zni, nez doslo k inaktivaci enzymu a nésledné byly zchlazeny ledem. Vzor-
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ky bohaté na Skrob (syrové a vatené brambory, smazené hranolky, fepka olejka, bandn,
mrazeny hraSek, hrachovy polévkovy koncentrdt) byly pred dekonjugaci pieciStény
a-amylasou. 200 ul a-amylasy o koncentraci 500 mg.ml”' bylo pfiddno k extraktu (3 ml)
a vzorek se ponechal inkubovat 3 hod, jeho pH bylo upraveno HCI opét na 4,9, nezli byl
oSetfen veprovou dekonjugasou. Nasledn¢ byla provedena chromatograficka analyza folatt

v inkubovanych extraktech vzork [30].

7.1.8 Izolace biotinu kyselou hydrolyzou

Biotin je pfevazné vazan na proteiny a tyto vazby jsou relativné velmi stabilni. Proto jsou
podminky extrakce obtizné a vlastnimu stanoveni biotinu v krmivech musi pfedchédzet ky-
seld hydrolyza. Jako optimdlni byla popsédna hydrolyza v 6 mol.dm™ HCI nebo 3 mol.dm™
H,S04 pfi teploté 120 °C po dobu 2 hodin v autoklavu [27].

7.1.9 Vyuziti enzymatické hydrolyzy pro stanoveni biotinu v potravinach HPLC

analyzou

Metoda stanoveni obsahu biotinu v riznych potraviniach reverzni fazi kapalinové chroma-
tografie zahrnovala extrakci vitamert (D-biotin, D-biocytin) enzymatickou hydrolyzou
papainem a v ptipadé potteby takadiastasou, postkolonovou derivatizaci avidinem-FITC
(fluorescein 5-isotiokyanat) a fluorimetrickou detekci ziskaného komplexu. Enzymatické
hydrolyze byla davéana ptednost pfed hydrolyzou H,SO4, protoze nevyvoldvala degradaci
vitaminu a umoZnovala dobry odhad biologicky vyuzitelnych forem vitaminu. Navrhovana
metoda méla dobrou vytéZznost (90 - 106 %), uspokojivou opakovatelnost (variacni koefici-

ent niz$i nez 7 %) a velmi nizky deteké&ni limit (0,005 pg.g™) [31].

7.1.10 Optimalizace enzymatické hydrolyzy pro stanoveni vitaminu E v destilatu

kyseliny palmitové

Vitamin E byl koncentrovan z destildtu kyseliny palmitové (PFAD, Palmitic Fatty Acid
Distillate) pomoci komer¢ni imobilizované Candida antarktica lipasy (Novozyme 435)

[32].

PFAD (jodové &islo 56,8 g I, . 100 g oleje, koncentrace vitaminu E 0,37 %) byl poskytnut

firmou Jomalina Pte., s. s r.o., Tanjung Panglima Garang, Selangor, Malajsie. Komer¢ni
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imobilizovana tepeln¢ stabilni Candida antarktida lipasa (Novozyme 435) byla darovana

od Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dansko [32].

Celkem 100 g smé&si PFAD a vody bylo umisténo do 250 ml Erlenmeyerovy barnky. Novo-
zyme 435 lipasa byla ptiddna do reakéni smési, baiika byla proplachnuta dusikem a uzavte-
na gumovym uzaveérem. Banka poté byla umisténa do vodni 14zné o teploté¢ 65 + 1 °C a
hydrolyza zac¢ala michdnim smé&si pomoci magnetického michadla. Reakce byla zastavena
vyfiltrovanim lipasy. Nékolik mililitri reak¢ni smési pak bylo vzato pro stanoveni obsahu
volnych mastnych kyselin (FFA, Free Fatty Acids) a zbyvajici ¢ast byla pouZita pro extrak-

ci tokoferolt a tokotrienolt [32].

Vzorek reakéni smési pro stanoveni FFA byl podroben centrifugaci: 1400 g po dobu néko-
lika sekund, aby se pferusila emulze. 0,500 g PFAD bylo navdzeno do 250 ml Erlenmeye-
rovy baiiky a bylo pfiddno 50 ml zneutralizované isopropanolu kvuli rozpusténi vzorku.
Volné mastné kyseliny byly ndslednd titrovény (zneutralizovany) 0,05 mol.dm™ NaOH
na fenolftalein. Vzorek pro extrakci a stanoveni vitaminu E byl odstfedén na centrifuze
(1400 g) kvuli oddé€leni vody z PFAD. 15 g PFAD bylo odebrano z centrifugy a rozpusténo
v 30 ml etanolu. Vzorek byl poté zneutralizovan 0,5mol.dm™ NaOH na fenolftalein a bylo
dodano 100 ml hexanu. Smés byla pfevedena do separatoru, tfepdna 1 min a ponechdna stat
do vzniku dvou odliSnych vrstev. Spodni vrstva (vodné faze), kterd obsahovala soli vol-
nych mastnych kyselin, byla oddélena. Vrchni vrstva obsahujici vitamin E byla odstfedéna:
2500 g po dobu 30 s, aby se odstranily zbytky vody. Hexanové vrstva byla nakonec pteve-
dena do 250ml baniky a vypafovana pti 60 °C za vakua [32].

Vitamin E (suma tokoferoll a tokotrienolil) ve vzorku byl stanoven pomoci metody HPLC.
0,05 g vzorku bylo rozpusténo ve 2 ml hexanu a 5 ml bylo injektovdno do HPLC systému
vybaveného UV detektorem na 280 nm. Pouzitou kolonou byla Purospher STAR RP-18,
zatimco mobilni fazi byl metanol : voda (95 : 5 v/v). Pritok byl udrzovén na 1 ml.min™
a teplota byla nastavena na 40 °C. Srovnanim s publikovanymi chromatogramy a pfiroze-
nym vyskytem byly a-tokoferol, a-, y- a o-tokotrienoly identifikovany. Plocha piku byla
pouzita pro kvantifikaci vitamini E. Vzhledem k nedostupnosti standardii a-, y- a d-toko-
trienoll byl pouzit D-a-tokoferol jako vné&jsi standard pro kvantifikaci vSech Ctyt vitamint
s pfedpokladem, Ze maji stejnou intenzitu UV. Celkova koncentrace stanovenych a-tokofe-

rold, a-, 6- a y-tokotrienoli byla vyjadfena jako koncentrace vitaminu E [32].
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Faktory ovliviiujici enzymatickou hydrolyzu a koncentraci vitaminu E z extrahované frakce
byly optimalizovany pouZzitim reakéni povrchové metody (RSM, Response Surface
Method). Centralni kompozitni ndvrh byl zaméfen na studium reakci, tj. procenta FFA (Y))
a koncentrace vitaminu E (Y,), zatimco koncentrace lipasy (X,), reakéni doba (X5) a obsah
vody v reaktantu (X3) byly nezdvisle proménné. Pro oba regresni modely FFA a vitaminu E
byl obsah vody nejvyznamnéjSim faktorem. Byly stanoveny optimdlni reak¢éni parametry
pro maximalni vytéZek FFA a vitaminu E. Ukdzalo se, Ze pro maximdlni koncentraci vita-
minu E by méla byt hydrolyza provddéna s 2,5 % (w/w) lipasy a 45,2 — 47,3 % (v/w) vody
po dobu 5,5 - 5,7 hod. Jinou optimélni volbou je hydrolyza PFAD s vyuZzitim 5,3 % (w/w)
lipasy a 45,6 - 50,0 % (v/w) vody po dobu 5,9 hod. PtestoZe ostatni kombinace by mohly
mirn¢ zvysit stupen hydrolyzy, vyZzaduji mnohem vice lipasy a/nebo delsi reak¢ni dobu

[32].
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8 KOMERCNE DOSTUPNE ENZYMATICKE PREPARATY

Primyslové vyrdbéné enzymatické preparaty se vyznamné uplatiuji v potravindistvi pfi
vyrobé chleba, vina a ovocnych $tédv, vyuzivaji se také pii zpracovani textilu a k0zi, pfi
vyrobé detergentd a krmiv. Enzymatické piipravky ¢asto nahrazuji tradi¢ni chemické nebo
pridatné (aditivni) latky a piispivaji k ispordm vody a energie v riiznych vyrobnich proce-
sech. Ziskavaji se nejCastéji jako enzymy produkované mikroorganismy, lze je izolovat
také z rostlin a orgdnt Zivocicht. Jsou doddvany ve formé pevné latky, roztoku nebo pras-

ku, ptipadné lyofilizovaného prasku [33].

Mezi nejpouzivangj$i komeréné dostupné enzymatické preparaty patii Papain z Carica
papaya, Pankreatin z veptové slinivky btiSni, Clarasa 300 (Clara-Diastasa), Taka-Amy-
lasa A (Taka-Amylasa z Aspergillus oryzae), Rennin (Chymosin) z zaludku telat a Trypsin

z hovézi slinivky bfisni, které je mozno objednat napft. u firmy Sigma-Aldrich.

V praxi lze také pouzit napt. enzymatické preparaty Macerozyme R-10 (Pektinasa z Rhizo-
pus sp.) a TDF-100A (Amyloglukosidasa z Aspergillus niger) od firmy Sigma-Aldrich,
Novozyme 435 (Candida antarktica lipasa) a Fungamyl 800L (a-Amylasa z Aspergillus

oryzae) od firmy Novozymes.
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Tabulka 1. Vyznamné komercné dostupné enzymatické preparaty [34]
Obchodni Enzymy Vyuziti Firmy
E.C. nazev
hydrolyza a(1—4)-
Fungamyl a-Amylasa z Aspergil-
3.2.1.1 glykosidovych vazeb Novozymes
800L lus oryzae
amylosy
Amyloglukosidasa z
AMG 300L, hydrolyza §krobu na Novozymes,
3.2.1.3 Aspergillus niger
TDF-100A glukosu Sigma-Aldrich
(glukoamylasa)
hydrolyza B(1—4)-
Carezyme Celulasa z Aspergillus
32.14 glykosidovych vazeb Novozymes
1000L sp.
celulosy
Invertasa z pekatského hydrolyza sacharosy na
3.2.1.26 - drozdi (Saccharo- glukosu a fruktosu Sigma-Aldrich
myces cerevisiae) (invertni cukr)
hydrolyza B-D-glykosidi,
3.2.1.23 Lactozym - Galaktosidasa Novozymes
izolace B-galaktosy
Lipase G50 Lipasa z Penicillium ptrednostni hydrolyza 1,3-
3.1.13 Sigma-Aldrich
Amano camemberti vazeb triacylglycerolli
Lipasa z Candida
3.1.1.3 | Novozyme 435 hydrolyza lipida Novozymes
antarctica
hydrolyza pektinové
Macerozyme Pektinasa z Rhizopus
3.2.1.15 10 kyseliny na galaktourono- | Sigma-Aldrich
R- sp.
vou kyselinu
Subtilisin A Proteinasa z Bacillus
3.4.21.14

licheniformis

hydrolyza kaseind

Novozymes
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ZAVER
Bakalatskd prace dokazuje znacné vyuziti enzymatické hydrolyzy sacharidi a proteint v

potravinaiském pramyslu.

Hydrolytické $tépeni glykosidovych vazeb oligosacharidl a polysacharidi katalyzuji glyko-
sidasy. 7. glykosidas maji v potravinafstvi vyznamné uplatnéni amylolytické piipravky,
oznacované jako sladové amylasy. Uplatiiuji se pfi ztekuceni a zcukieni Skrobu, plisiové
a bakteridlni amylasy se pouZivaji v pekarenském pramyslu ke zlepSeni technologickych
hodnot pSeni¢nych mouk. V konzervarenském i v krmivaiském pramyslu hraji diileZitou
roli piipravky celulasové. PouZivaji se k odstraiiovani celulosovych vldken z fazolovych
luskt i jinych zelenin. Tim podstatné zvySuji stravitelnost a vyuZitelnost pfitomnych Zivin.

Pektolytické enzymové piipravky se pouZzivaji pfi Cifeni ovocnych ndpojii a vin.

Peptidasy katalyzuji hydrolyticky rozklad peptidovych vazeb bilkovin a peptidii. Enzyma-
tickd hydrolyza zde nachdzi vyznamné uplatnéni pii uvolnéni aminokyselin pro jejich
chromatografické stanoveni v bilkovinném hydrolyzétu. Ke zjiSténi sekvence aminokyselin
se pouZzivaji zvlastni metody, které vyuZzivaji bud’ chemické znaceni koncovych aminokyse-
lin a jejich detekci po hydrolyze, nebo specifické enzymatické Stépeni peptidickych vazeb
mezi urCitymi aminokyselinami. PouZitd enzymaticka hydrolyza je oproti kyselé ¢i alkalic-

ké hydrolyze Setrnéjsi (alkalickd hydrolyza zptsobuje racemizaci uvolnénych aminokyse-

lin), vytézek enzymatické hydrolyzy je vSak ¢asto netplny.

Z bilkovinnych hydrolyzati maji Siroky vyznam hydrolyzaty kolagenu. V potravinafstvi
mohou byt pouzity jako latky uchovavajici viini nebo chut’. Jejich piiklad velmi dobfe uka-
zuje vyhody pouZiti enzymatické hydrolyzy, kterd je v posledni dobé vzhledem k niZ$im
narokiim na energii upiednostiiovdana pted hydrolytickym rozkladem kolagenu v kyselém
nebo zdsaditém prostiedi. Dulezitymi vyhodami hydrolyzy kolagenu katalyzované proteo-
lytickymi enzymy jsou téZ mirné reakéni podminky dané maximadlni teplotou 80 °C, alkali-
tou smési v rozmezi pH 8 - 9 a pouzitym atmosférickym tlakem. Lze predpokladat, ze
v budoucnosti bude enzymatické hydrolyze kolagenu i jinych bilkovin ddvana stdle vétsi

pfednost pted hydrolyzou kyselou a alkalickou.
V mlékarenstvi nachdzi vyznamné uplatnéni proteolytické enzymy, které zajistuji sladké
srazeni mléka, tzv. syfidla. Sladké sraZeni se vyuziva pro vyrobu syrd. Dfive se pouZivalo

vyhradné chymosinovych syfidel ziskanych ze slezii sajicich telat, avSak chymosinova sy-
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fidla byla v disledku nedostatku vychozi suroviny nahrazovana jinymi typy proteinas Zivo-
¢iSného i mikrobidlniho ptivodu.

Hydrolasy se vyuzivaji také pfi izolaci vitaminti ze vzorkl potravin. Hydrofilni vitaminy je
mozné uvolnit pouZitim ptislusnych glykosidas ¢i peptidas, vitaminy lipofilni s vyuZitim

lipas.

U hydrofilnich vitamind, zvI4st¢ vitaminl skupiny B, nachazi enzymatickd hydrolyza Siro-
ké uplatnéni. Nejcastéji pouzivanymi enzymy jsou papain, clarasa ¢i takadiastasa. Pii
analyze lipofilnich vitaminii se vétSinou k hydrolyze (zmydelnéni) vzorku vyuziva alkalic-
ka hydrolyza. Také pfti izolaci lipofilnich vitaminti vSak zac¢ind v souc¢asné dob¢ enzyma-
tickd hydrolyza nabyvat znacné dileZitosti, své uplatnéni nachdzi napt. enzym Candida

antarktica lipasa.

Enzymatickd hydrolyza napomdhd extrakci vitamint, kterd je potfebnd pro jejich nasledné
chromatografické stanoveni, nejcastéji metodou HPLC. Podobné¢ jako enzymatické hydro-
lyze kolagenu je také enzymatické hydrolyze za tucelem izolace vitaminti ddvana pro jeji
Setrnost stdle vetsi prednost pred hydrolyzou kyselou nebo alkalickou. Lze predpokladat,

Ze 1 v budoucnosti bude tento trend nadéle pokracovat.

Mezi nejpouzivangj$i komeréné dostupné enzymatické preparaty patii Papain z Carica
papaya, Pankreatin z veptové slinivky btiSni, Clarasa 300 (Clara-Diastasa), Taka-Amy-
lasa A (Taka-Amylasa z Aspergillus oryzae), Rennin (Chymosin) z zaludku telat a Trypsin

z hovézi slinivky bfisni, které je mozno objednat napft. u firmy Sigma-Aldrich.

V praxi lze také pouzit napt. enzymatické preparaty Macerozyme R-10 (Pektinasa z Rhizo-
pus sp.) a TDF-100A (Amyloglukosidasa z Aspergillus niger) od firmy Sigma-Aldrich,
Novozyme 435 (Candida antarktica lipasa) a Fungamyl 800L (a-Amylasa z Aspergillus

oryzae) od firmy Novozymes.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[5]

[7]

[9]

[10]

[11]

MURRAY, R. K., GRANNER, D. K., MAYES, P. A., RODWELL, V. W.
Harperova biochemie, 3. vyd., JinoCany: Nakladatelstvi H+H, 2002,
ISBN 80-7319-013-3.

SCHENCK, M., KOLB, E. Zdklady fyziologickej chémie, 1. vyd., Bratislava:
PRIRODA, vydavatel'stvo knih a ¢asopisov, 1991, ISBN 80-07-00418-1.

HANCOVA, H., VLKOVA, M. Biologie II. v kostce, 2. vyd., Havli¢kiv Brod:
Fragment, 2003, ISBN 80-7200-341-0.

ZALABAK, V. a kol. Specificky iicinné ldtky ve vyzivé zviiat, 1. vyd., Praha: Aca-
demia, nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie véd, 1980, ISBN 509-21-857.

Enzymy [online]. [cit. 2-2-2009].

Dostupné na: <http://www.ft.utb.cz/czech/upich/vyuka/chap/prednasky/enzymy.
pdf >.

CECHOVA, L., JANALIKOVA, M. Obecnd mikrobiologie, 1. vyd., Zlin: UTB ve
Zlin€, Academia Centrum, 2007, ISBN 978-80-7318-516-9.

Biochemie - Vzdélavaci portdl Univerzity TomdSe Bati ve Zlin¢ [online].

[cit. 17-11-2008].
Dostupné na: <http://utb.cepac.cz/Screens/Explorer.aspx?id=16>.

HOZA, 1., KRAMAROVA, D. Potravindiskd biochemie I., 1. vyd., Zlin: UTB ve
Zlin€, Academia Centrum, 2005, ISBN 80-7318-295-5.

Sladké mlécné vyrobky bez pridavku cukru, DMZ, sv. 121, & 15, 2000,
635-639 s.

HUBACEK, J. a kol. Chemie pro vysoké skoly zemédélské, 1. vyd., Praha: Statni

zemédélské nakladatelstvi, 1988.

Kasein - Wikipedie, oteviend encyklopedie [online]. [cit. 6-2-2009].

Dostupné na: <http://cs.wikipedia.org/wiki/Kasein>.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

HRABE, J., BUNKA, F., HOZA, 1., BREZINA, P. Technologie vyroby potravin
Zivocisného pitvodu pro kombinované studium, 1. vyd. Zlin: UTB ve Zlin¢, Aca-

demia Centrum, 2007, ISBN 978-80-7318-521-3.
NELSON, D. L., COX, M. M. Principles of biochemistry, 4. vyd., Lehninger.

PECHACKOVA, M. Charakterizace hydrolyzdtii kolagenu pomoci gelové perme-
acni chromatografie s refraktometrickou a viskozitni detekci, diplomova prace,

Zlin: FT UTB ve Zlin¢, 2008.

CRUDDEN, A., FOX, P. F., KELLY, A. L. Factors affecting the hydrolytic action
of plasmin in milk, International Dairy Journal, sv. 15, ¢. 4, 2005, 305-313 s.

CURDA, L., TOVAROVA, 1., TEJ CKOVA, E. Enzymovéd hydrolyza koncentratu
bilkovin syrovatky, Shornik semindre Mléko a syry 2002, 174-178 s.

Enzymatickda modifikace syrovatkového koncentratu, Deutsche Milchwirtschaft,

sv. 55, €. 18,2004, 722 — 723 s.

YUST, M. M., PEDROCHE, J., GIRON-CALLE, J., ALAIZ, M., MILLAN, F.,
VIOQUE, J. Production of ace inhibitory peptides by digestion of chickpea legu-
min with alcalase, Food Chemistry, sv. 81, €. 3, 2003, 363-3609 s.

Enzymové¢ hydrolyzovany pSenicny lepek, Food Technology, sv. 55, €. 5, 2001,
41 s.

HOZA, 1., KRAMAROVA, D., BUDINSKY, P. Potravindiskd biochemie IL.,
1. vyd., Zlin: UTB ve Zlin¢, Academia Centrum, 2006, ISBN 80-7318-395-1.

VELISEK, J. Chemie potravin 2., 2. vyd., Tabor: OSSIS, 1999,
ISBN 80-902391-4-5.

MAURO, S. The role of antioxidants in disease prevention [online].

[cit. 20-9-2008]. Dostupné na: <http://www.sciencedirect.com>.

Zaklady biochemickych procest - Vzd¢lavaci portdl Univerzity TomaSe Bati ve

Zl1ing¢ [online]. [cit. 14-11-2008].
Dostupné na: <http://utb.cepac.cz/Screens/Explorer.aspx ?id=25>.

Vitaminy [online]. [cit. 27-11-2008].
Dostupné na <http://www.ft.utb.cz/czech/upich/vyuka/index.html>.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

BUNKA, F., NOVAK, V., KADIDLOVA, H. Ekonomika vy%ivy a vyZivovd
politika 1., 1. vyd., Zlin: UTB ve Zlin¢, Academia Centrum, 2006,
ISBN 80-7318-429-X.

DAVIDEK, J. Laboratorni pfirucka analyzy potravin, 1. vyd., Praha: SNTL,
1977, ISBN 04-830-77.

Vitamin - water methods [online]. [cit.27-3-2008].
Dostupné na: <http://hplcl.sweb.cz/Vitamin/methods_water.htm>.

NDAW, S., BERGAENTZLE, M., AOUDE-WERNER, D., HASSELMANNLL,
C. Enzymatic extraction procedure for the liquid chromatographic determination

of niacin in foodstuffs, Food Chemistry, sv. 78, €. 1, 2002, 129-134 s.

NDAW, S., BERGAENTZLE, M., AOUDE-WERNER, D., HASSELMANNLL,
C. Extraction procedures for the liquid chromatographic determination of thiamin,
riboflavin and vitamin Bg in foodstuffs, Food Chemistry, sv. 71, ¢. 1, 2000,
129-138 s.

VAHTERISTO, L. a kol. Determination of folates in vegetables and fruits by
HPLC analysis, Food Chemistry, sv. 59, €. 4, 1997, 589-591 s.

LAHELY, S., NDAW, S., ARELLA, F., HASSELMANN, C. Determination of
biotin in foods by high-performance liquid chromatography with post-column de-
rivatization and fluorimetric detection, Food Chemistry, sv. 65, ¢. 2, 1999,

253-258 s.

CHU, B. S., QUEK, S. Y., BAHARIN, B. S. Optimisation of enzymatic hydroly-
sis for concentration of vitamin E in palm fatty acid distillate, Food Chemistry,

sv. 80, €. 3, 2003, 295-302 s.

Novozymes, enzymes [online]. [cit. 8-5-2009].
Dostupné na: <http://www.novozymes.com >.
Sigma-Aldrich [online]. [cit. 8-5-2009].

Dostupné na: < http://www.sigmaaldrich.com>.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACE
ACP-SH
ADP
ATP
BCCP
CoA-SH
DIPF
E.C.
FAD
FAO
FFA
FH4
FMN
GC

HPCL

IUB
NAD*
NADP*
NADasa
PFAD
P;

RSM

TDP

angiotenzin-konvertujici enzym, Angiotensin Converting Enzyme
nosny protein, Acyl Carrier Protein

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

komplex aktivniho biotinu s proteinem, Biotin Carboxyl Carrier Protein
koenzym A

diisopropylfosfofluorid

kédové ¢islo enzymu, Enzyme Commision

flavinadenindinukleotid

Organizace pro vyzivu a zemé&d¢lstvi, Food and Agriculture Organization
volné mastné kyseliny, Free Fatty Acids

tetrahydrofolat

flavinmononukleotid

plynova chromatografie, Gas Chromatography

vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, High Performance Liquid Chromato-
graphy

Mezinédrodni biochemick4 unie, International Union of Biochemistry
nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotidfosfét

NAD-glykohydrolasa

destilat kyseliny palmitové, Palmitic Fatty Acid Distillate

monofosfit

reak¢ni povrchova metoda, Response Surface Method

thiamindifosfat
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WPC koncentrat syrovatkovych bilkovin, Whey Protein Concentrate
Arg arginin

Asp kyselina asparagova
Cys cystein

His histidin

Glu glutamova kyselina
Gly glycin

Leu leucin

Lys lyzin

Met metionin

Phe fenylalanin

Pro prolin

Ser serin

Trp tryptofan

Tyr tyrosin

Val valin

pro-CT  prochymotrypsin

-CT r-chymotrypsin
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