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ABSTRAKT

Byl vypracovan zfissob koncentrace houbovépealukanu (pleuranu) z procesni
kapaliny sorpnim postupem, postup izolace houbovych a obilniBhglukan
extralkéni a rozpou&ci technologii a vyroba bilkovinp-glukanového koncentratu
v technologii komplexniho bezodpadového zpracowd@na j€mene. Byl navrZzen
zpiusob vyroby potravniho dofitu a vyrobku z kategorie futkich potravin
z tohoto nového produktu. Byla navrzena levna dsketricka provozni metoda ke
kontrole molekulové hmotnosti izolovanycB-glukani. Byla owifena mira
degradace molekulové hmotnostp-glukanmi pii  kuchyiském  zpracovani
a potravinéskych technologiich v produktu z biorafinerie bitkw-3-glukanového

koncentratu.

KLi COVA SLOVA

B-glukany houbovép-glukany obilné; izolace; molekulova hmotnost; detace
zpracovatelskymi technologiemi; potravni dagdnfunkeni potravina.



ABSTRACT

The way of concentracion of fungfitglucan from processional liquid with
sorptive process, and the method of isolation ofyél and ceregb-glucans with
extraction and dissolving technology was workedTlge production of protein-
B-glucan extract in technology of complex wastel@sxessing of barley corns was
worked up. The way of production dietary supplenamd product from functional
food category from this new product was suggesidte low-cost functional
viscosimetric method to control molecular weight igblated p-glucans was
suggested. The measure of molecular weight degoaddtiring cooking processes
and food-technology in product from biorafinery fgio{f3-glucan extract was

verified.

KEY WORDS

fungal B-glucans; cereap-glucans; isolation; molecular weight; degradation

with technological processes; dietary supplememgtional food.



OBSAH

IR U 1V ] TSR 7
2. LITERARNI P REHLED.......cocoiiiiiiiciiieicieieie e 11
2.1. 1Z0laCEB-GIUKAML........uuuiiiiiiiiiiiieiiee e 11
2.1.1. Zhodnoceni prvniéasti literarniho pehledu..........ccccccceeeeiiiiiiinns 12
2.2. Relativni molekulova hmotnogtglukami................ccceeeeiiiiieiieeeeeiieieeeiiens 15
2.2.1. Zhodnoceni druhé&asti literarniho fehledu..............ccccovvvriviiiiiinnns 15
2.3. Zmeény B-glukani ve vyrobcich fi technologickych operacich................. 16
2.3.1. Zhodnoceniitti¢asti literarniho fehledu...............oocoeeiiiiinnee, 16
3. CIL PRACE. .. ...ttt 19
4. EXPERIMENTALNI CAST ..o 20

© 0 N o O

4.1. Pleuran z hlivy ugit¢né (Pleurotus ostreatus) a moznosti jeho koncentrace
pro vyrobu funknich potravin.........ccccccooiiiiiiiii e 20
4.2. Vyroba surovéh@-glukanu z plodnic houby hlivy Gstné (Pleurotus
ostreatus) nebo ze substratu pégtovani hlivy ugténé............................. 26
4.3. Potravni doplék s obilnymi a houbovynfi-glukany a arabinoxylany a
vyrobek stejného charakteru z kategorie ftimg&h potravin....................... 29
4.4. Stanoveni molekulové hmotnoftglukani viskozimetrem dle
(6] 07= 1 (o] o o = PP PPPRPPPPPP 43
4.5. J&menova biorafinerie s vyrobou bilkovifieglukanového koncentratu

k vyrobé funkénich potravin, kvastné bilkoviny, bioetanolu a krmiva pro

SKOt @ ABDEZ... .. 55
4.6. Degradac@-glukanu technologickymi

(o] 1= = Tt o | PR 62
DISKUSE . ... v e e e e e e et e e e e e e e eenan 66
ZAVER. ..ottt enenns 75
LITERATURA . ..ttt e e et e e e e e e nnnn e e e e e 77
POUZITE SYMBOLY A ZKRATKY ..ottt et 88
PRILOHY ..ottt et 89
9.1. Seznam publikOVanyCh PracCi.........ccccuuviceeeeee e 89

9.2. Separaty publikOVanYCh PracCi................ o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiseaa e 91



1. UVOD

Tuto Gvodni kapitolu Zazuji jen proto, abych zde pro laskavéitende me
disert&ni prace, ktery je odbornikem v jiném oboru, odi$nod vlastniho tématu
prace, usnadnila orientaci. Fumk potraviny a p-glukany dnes budi zajem
u odbornik v oblasti ekonomicke, &itelské, podnikatelské a mnoha dalSich.
Samozejmeé Ze nepodatuji jejich vzdlani, ale je logické, Ze probléfaglukan je
pro ré sice zajimavy, ale z hlediska jejich profesece jen okrajovy a proto jim
uSeti ¢as i ndmahu, ziskaji-li zde zékladni informaci.

Odborniky z oboru, tedy potravifské chemiky, biochemiky, zaemlce, |ékae
a farmaceuty prosim o shovivavosi ¢ieni tohoto tvodniho textu a prosim je, aby
avod nepovazovali za zatek meé disertai prace. Opravdu netrpim vydlovaci
manii, i kdyz jako titel k ni nemam daleko.

Zawrem tohoto Gvodu uvodu bych &l podkovat vSem, ktd mé disertani
praci wnovali pozornost a projevili o ni zajem. Tento rdje pro mne odgnou za
praci, kterd opravdu nebyla lehka.

Muj dik pati mym Skoliteim, ktai se mi pl vénovali a gispeli vyrazre ke
zdaru celého dila a také celé mé rédimanzelovi a déma dcerkdm, ki trpéliv e
snaseli skuignost, Ze po witou dobu musi byt az na druhém nyistého zajmu.

VSem ugimne dekuiji.

licheniny), oznauji se také p-(1—3),(1—4)-D-glukany, vyskytuji se hla¥n
v semenech d&kterych obilovin, hlava v jecmeni a ovsu. fbuzné polymery se
stejnym nazvem f}-glukany”, syntetizuji vysSi houby, plisra kvasinky. Jejich
vnitini struktura je vSak ipce jen trochu odlisna. Jsou pa(1—3),(1—6)-D-
glukany.

Ale i obilné glukany se nepatfrisi: Pro oves je typickp-(1—3),(1—4)-D-
glukan (v ovesnych otrubach je ve Zném mnoZstvi a nazyva se ,ovesna guma‘“.
Pro j&men jsou typick@-glukany s déma nebo vice sousedicimi-#) vazbami.

Rozpustnosp-glukani ve vod zavisi fedevsim na jejich strukite. Cim vice je
polymery s obsahem zhruba 30 % vazeb->8) a 70 % vazeb (+4), jejichz

fetézec je sloZzen z 2-3 jednotgkD-glukdzy spojenych vazbami {34), mezi



nimiz se nachazi jednotka vazana vazbeu 3L Je to #ejmé ze zakladni struktury

B-glukanu (viz. obrazek. 1 a obrazek. 2).

Obrazeke. 1: Zakladni molekularni vzorec houbového beta glukan§KIDD
2000).

Obrazek ¢. 2: Chemicka struktura ovesného beta-glukanu ukazujici
strukturu beta 1,4 a beta 1,3 glykosidické vazby (RLAI 2003).
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B-glukany podléhaji celkem snadno enzymové degraatanp-(1—3),(1—4)-
glukanasou, také endd{1—3)-glukandsou g-glukosidasou (laminarinasou). Toto
se vyuziva ve vyrabpiva, kdep-glukany jsou ve sladu velmi neZzadoucisebi
totiz jako polymery vysSi viskozitu a tim horSitriiivatelnost sladiny i mladiny a
dokonce i zakal hotového piva. Proté pmutovani (i vyrob¢ sladiny) nesmi

prekraiit rmutovaci teplota 70 °C, aby tyto enzymy nebipigktivovany.

Obilnép-glukany maji prokazané tyto vyznamne fyziologickéky:

1. Snizuji obsah glukézy v krvi

2. Snizuji hladinu celkového a LDL cholesterolii, fom hladinu ,giznivého"

HDL cholesterolu neovlituji.

Jsou tedy perspektivni pro vyrobu fénikch potravin pro nemocné s cukrovkou
a s poruchami lipidového metabolismu.

U zvirat bylo navic prokazano, Ze jsou antinirthin faktorem, ktery bréani
vyuziti Zivin z krmiv. U lidi tyto pokusy uzdeny wdeckymi pokusy nebyly, ale je
zde nadje, Zze byp-glukany mohly slouzit i v boji proti vyznamné dizacni
chorol® — obezié.

AZ do nedavné doby se povazovalo za prokadzanéazezdil odp-glukan
obilninovych B-glukany hub, kvasinek a plisni maji dalSi vyznamntastnost —
chranit jedince fed vznikem nadoroveho bujeni. Posiluji imunitnitégs a inhibuji
rast nadod. Tato jejich aktivita zavisi na molekulové hmottmo&etnosti ¥tveni a
konformaci vazeb. Nejvyssi protinadorovatininost majip-D-glukany se stupim
vétveni 0,20-0,33 a vySSsi relativni molekulovou hnaostin (100-200 kDa), dkteré
tyto B-glukany, nap lentinan z houby houzZevnatec jedlyentinus edodes) nebo
schizofyllan z klanolistky obecnéSchizophyllum commune) se uspsre zkouSi
v USA pi |é¢bé nadorovych onemoeni. Jejich stupe vétveni je 0,23-0,33 a je
proto zajimavé, Ze i pleurafi;glukan z hlivy agi¢né (Pleurotus ostreatus) se
stuprém étveni 0,25, je protinadoré\perspektivni.

V posledni dob vSak byla teorie, Ze protinadorova aktiviitaglukam pati jen
houbovymp-glukamim, zcela vyvracena s tim, ziézn¢ silnou aktivitu tohoto typu
maji i B-glukany j&mene a ovsa. Bohuzel, tyt@idky jsou velmi nestandardni a
mnozstvi a fyziologick& dinnost obilnychp-glukan z&visi nejen na obilné na
jejim druhu a odrd¢, ale dokonce na klimatu, agrotechnicédmpich podminkach a

dalSich faktorech - snad nejnééma vyZiw a hnojeni.



Problém je také vtom, Ze minimalni denni davka gosglého ¢loveka je
z hlediska mozné fyziologickéc¢imnosti dosti vysoka: fimérné by nengla byt
nizsi nez 3 g za den.

Ve své diserténi praci jsem se nejive zabyvalg3-glukany houbovymi, spolu
se svymi Skoliteli jsem se snazila o technickyiskttou a provoz#levnou izolaci
B-glukanu (pleuranu) z plodnic@R p3stované hli¥ Usti¢né. Vyroba ale byla pro
praxi stale velmi draha, protoZeglukani je v hliw Gsti¢né asi 50x ménnez
v jeémeni ¢i ovsu. Proto jsme se snazili ziskat pleuran zestsatu pro pstovani
hlivy, ktery je zcela prorostly myceliem houby. Bdel, sodasré s pleuranem
jsme ziskali velké mnoZstvi polymernich arabinomflakteré také tvid velmi
viskozni roztoky, stejhjako B-glukany ovliviwujici vyuziti Zivin v tenkém #gwe
¢loveka, viskozita roztok by mohla fisobit podoba jako viskozitap-glukani,
ktera je podle literatury Génnda jejich @&inku snizovat hladinu glukézy v krevnim
fecisti. Zatim ale Zadn&edecka prace shodnostinki B-glukami a arabinoxylad
neprokazala.

DalSi¢ast mé prace jeémovana obilnyng-glukanim, kterym jsem se&novala
po uveéejréni zprav, ze obilné3-glukany maji stejny d&inek jako houboveéB-
glukany v I&b¢ a prevenci nadorovych bujeni.

Svoji praci, ktera je velmitiznoroda v dsledku dvou iznych surovin, obili a
zdroji houbovych B-glukanmi, jsem pro pehlednost rozglila do rekolika
samostatnych kapitol, z nichz kazda maijsvlastni literarni pehled, svoji
metodiku, vysledky a diskuzi. Jen seznam literatjgryspolény. Snad laskavy
¢ten& oceni tuto troufalou inovai novinku, v pipad, Ze vzbudi odpor, slibuji, Ze

se [Fist zadné inovace uz nedopustim.
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2. LITERARNI P REHLED

B-glukany hub, plisni a kvasinek v pojeti obecnérimiace jsem zpracovala
jako pisemnou praci k Statni doktorské zkousce @MEKA 2007). Zde se tedy
budu zabyvat uz jeprglukany j&mene a ovsa.

Vzhledem k fyziologickym &nkam B-glukani na lidsky organismus a
k moznostem jejich komeémiho vyuziti v pémyslové vyroks G€innych i
ne&innych vyrobki v kategorii ,potravinove dopky“ (kde neni piikaz v skutén¢
lé¢ebnych dinki preparatu #deckymi pokusy vyzadovan) jeidecka i odborna
literatura literarnimi prameny doslova zaplaveratelly nutno pro reSerSi v dané
oblasti zvolit pomdrné Uzké specifické pozadavky a Kk literarnim prafmen
pristupovat velice kriticky, ma-li mit provedena rese réjakou praktickou cenu.
Vzhledem Kk cili mé prace, kterym ma byt relativavny zpisob isolaces-glukan
ze z&kladni suroviny (hliva @gtna, oves, jgmen), stanoveni relativni molekulové
hmotnosti izolatu a popis zZm, ke kterym dochazi fp kuchynskych a
technologickych operacich ve vyrobcich, obohacenyhlukany (funkni
potraviny), orientovala jsem literarnighled do &chto ¥ kategorii:

1. lzolacep-glukan.

2. Relativni molekulova hmotnogtglukan.

3. Zmeény B-glukani ve vyrobcich fi technologickych operacich.

2.1. 1zolacep — glukani

Izolacep-glukani je jednim z nejfrekventovéjsich odkas v literature a paéet
jednotlivych zfisohi, forem a variet izolace zgmene a ovsa je udivujici. Opravdu
vyznamre prispeli k feSeni tohoto problémucetre popisu fyzikalnich vlastnosti
produktu (PRECCE, HOBKIRK 1954; PREECE, MACKENZIB5P; WOOD
1977, 1984, 1986; WOOD et al. 1978, 1989, 1990; KMNEt al. 1987, 1992;
DAWKINS, NNANNA 1993, 1995; BHATTY 1993, 1995, 199HENRY 1988;
FARAJ et al. 2006; SYMONS, BRENNAN 2004; TEJINDERa&. 2000, 2003;
BURKUS, TEMELLI 1998; TEMELLI 1997; NNANNA, GUPTA 996; BEER et
al. 1996; TOSH et al. 2002, 2004.
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S izolaci jereSena samaegjme i analytika f-glukami (DUBOIS et al. 1956;
KARKALAS 1985; MC CLEARY, GLENIE-HOLMES 1985; WOODWEISZ
1984; AUTIO et al. 1987, 1992; CARR 1990; WOOD 197984).

Izolacep-glukani je ¢asto spojovana s vlivem na fyziologick&nky produktu
(LUND et al. 1989; NOVAK 2007; LAZARIDOU et al. 200 BRENNAN,
CLEARY 2005; HARALDSSOU et al. 2005; WOOD 1989).

Izolaci B-glukami a vyznam genotypu obilninyeSi (WELCH et al. 1989;
VASANTHAN, BHATTY 1995; BHATTY, ROSSNAGEL 1998; BHATY et al.
1991; AMAN et al. 2010; SHEWRY et al. 2010; ANDER3S et al. 2003, 2008;
AJITHKUMAR et al. 2005).

Vztah arabinoxylah a pB-glukanmi teSi (ANDERSSON, AMAN 2005;
ROUBROEKS et al. 2000).

2.1.1. Zhodnoceni prvniasti literarniho piehledu

Ze zaplavy literarnich odkéazje zcela rejmé, Ze pvodni, piliové prace
véhlasnych autdr, které obsahuji skute¢ nové poznatky, tvd jen minimalni
podil celkem publikovanych praci. Je zcela markiarite \¥tSina praci vychazi ze
zakladnich poznatk prednich badatél vtomto oboru a modifikuje je podle
raznych, ¢asto mim@adnych podminek svych experim@éntZda se, Ze je to
vysledek dnes snad uz celégweé touhy za publikacemi, které se stavaji jedinym
metitkem aktivity vyzkumné prace aw kvality a novosti ziskanych poznéatke
véci uz dosti podruznou.

V podstat Ize celou prvnicast literarniho fehledu zobecnit takto: Izolade
glukani z vychoziho materialu se dnes provadi v podgtet dwma cestami: Prvni
bychom mohli oznét jako extrakni. B-glukany se izoluji ze zakladni suroviny
bud’ horkou vodou nebo alkalickymi roztoky, z extralde oddli Skrob, potom
bilkoviny a ze zbytku sp-glukany vyloii precipitaci propanolem nebo etanolem.

Druha cesta je rozpowsi. Vhodnym zjisobem se zhydrolyzuje a rozpusti
Skrob, pak se odtl bilkoviny zpravidla srazenim v isoelektrickémdspze zbytku
se ot vylowsi B-glukany alkoholem, jehoZ mnoZstvi ve &inmusi byt ¥tSi, nez
50 % obj.

Obk¢ dwe cesty maji své velké nevyhody. Fyziologick&naost B-glukani je

zavisla na jejich relativni molekulové hmotnostia Wtveni molekuly. Idealni by
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bylo, kdyby bylo mozné podavdt-glukan vtom tvaru a stavu, vjakém se
vyskytuje ve vychozi surovén Pcitame-li s paimérnym obsahemp-glukan

v jeémeni a ovsu asi 5 % daqdpokladame, Ze zpracovani v kuch§inpraimyslové
technologii znamena ztra§~glukanové dinnosti asi 50 %, pak by denni nutna
spoteba obilniny k zajigni fyziologicky &inné davkyp-glukani pro dosplého
¢lovéka byla asi 150-200 g. Je to mnoho, atespo je zde realnargdstava, ze
specialg Slechtné odfidy jeémene a nahého ovsa ve zvlgkiznivych pdne-
klimatickych podminkach a pkvé agrotechnice by mohly slouZzit jako realny,
relativré levny zdrojp-glukam u lidi, kteti by byli ochotni j€meno-ovesné diét
(dlouhotrvajici!) se pzpusobit.

U houbovychp-glukani, pfi velmi nizkém obsahudinné latky v plodnicich
(0,1-0,2 %) by denni sp@ba plodnic musela byt kolem 2000 g a je tei@dyze, Ze
to realné neni. Ztoho je také mozno odvodit, Zed@vané potravni dafiy
vyrobené pouhym lisovanim méky ze suSenych plodnig-glukanovych hukgi
kvasinek nemohou dodat spatiiteli poZadovanych minimalnich 3pgglukanu za
den a Ze tedy tvrzeni o jejich zdravotni pegsmsti je jen klamava reklama a je
podivuhodné, Ze je kontrolnimi organy dama. Kladny efekt z jejich pouzivani
muzeclovéku prinést jen jeho hluboka vira.

Je tedy pejmé, Ze obohacovaci technologie’, @rvni ¢i druhé cesty, jsou
Zadouci a pro houboyiglukany naprosto nutné. Problém je ale v tom, basich
piedstavach spojujeme polymerni polysachapidjlukan s jinym polymernim
sacharidem, celulézou. O té je zndmo, Ze je zcetaoradre stabilni a Ze jeji
hydrolyza, & kyselaci enzymaticka, je mozna az peedupra¥¢ suroviny. Ta se
provadi tzv. ,parni explozi®, v podstagxtruzi a i tak je vysledetasto nejisty. Na
rozdil od celulézy je hemiceluldéZg&glukan pondrné snadno hydrolyzovatelny a
proto jakykoliv zasalti manipulace vede k snizeni molekulové hmotnodiina
k znehodnoceni fyziologickychtiinku izolovanychB-glukani.

P prvni cest se k extrakci pouzivaji voda alkalické roztoky o tzném pH.
Cim je pH vy3si, tim vyZek extrakce je sice vy3si, ale destrukce molekulim
snizeni fyziologické &innosti je také vy3si. U druhé cesty je problénngteCim je
kysela hydrolyza drastijSi, tim je sice hydrolyza doprovodného Skrobu loje
transformace na vodorozpustné monosacharidy rn@hkde destrukce molekufy
glukami v¢tSi. Jestlize se rozhodneme k hydrolyze Skrobu notyil pouzit

enzymatickou cestu, tedy hydrolyatamylazou, pipadré o i p-amylazou, je
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situace prakticky stejna: | specifické amylazy, terkch edpokladame dinek
orientovany na Skrob, polymerfiiglukan tisti. A to jeS& nutno dat pozor na to,
aby nizSi teploty (do 70 °C) neumoznily destmik(&inek i enzyniim, giitomnym

v obilning, tedy endd®-(1—3),(1—4)glukanaze, B-glukosidaze a endp-
(1—3)glukanaze. Je proto nutno pouzit vyhragn vysoce termostabilni amylazy,
pracovat pi teplotach 95-100 °C,ipnichZ jsou uz enzymyifmo Sgpici g-glukany
zniceny.

Analytika B-glukami je podle literarnich praménsice velmi slozita, ale
v podstat se pouZzivaji jen dvmetody: Prvni je metodaipkoveé injekni analyzy
(FIA) na analyzatoru SKALAR firmy Carbon Instrumens fluoridem, ktery
stanovi miru zvySeni fluoresaerho zd&eni komplexuB-glukanu s fluoresce&mim
barvivem Calcofluor WHITE M2R (SIGMA-ALDRICH, USA)Jeho roztok je
nutno stabilizovat zvlastnim postupem, ktery je ipoje (JORGENSEN 1988).
Nekteri autdi pracuji s pistroji, které jsou vlastni modifikaci Skalaru (HB
TICHY 1996), jini autsi upravuji vlastni SKALAR, fipadré pouzivaji specialni
analyzator pro stanovefiglukani Carlberg (ANALYTICA EBC 1997).

Druha metoda k stanovepiglukani je enzymaticka (MC CLEARY, GLENIE-
HOLMES 1985). Pracuje se s &isiSi lichendzou aB-glukosidazou, vznikla
glukéza zrozloZzenych pB-glukami se nm&i spektrofotometricky (MANZI,
PIZZOFERRATO 2000) nebo amperometricky gluk6zovtekteodou (BOYACI
et al. 2002). Existuji i modifikace této metody BMUNT et al. 1993).

| kdyZ mé pracovist vlastni zékladni SKALAR, jeho ifsluSenstvi tvetrg
fluorimetru stoji pes 4 mil. K a proto zakoupeno byt nemohlo. Enzymaticka
metoda vyZaduje praci s drahymi anglickymi enzyrayelkych seriich. Proto bylo
pro nas jedinymieSenim vyuzit analytické kapacity Ze&mdlského dstavu
SKALAR mé i ¢eskobudjovicky pivovar BUDVAR, ale zatim nebylo uvedeno do
¢innosti.

Sledovani obsah-glukani a podminek, které vedou Kk jejich maximalni
produkci, ve ¥decké literatie feSi mnoho autér Bohuzel, zagry jsou pro
primyslovou vyrobuf-glukani velmi tristni: Obsah3-glukam v jeémeni i ovsu
zavisi na interakcich velkého §ia faktor, z nichz nej¥tSi vliv ma zejm¢ pribeh

e

ma velmi kolisavé slozeni. Z tohotaiwbdu je jisté, Ze druha metoda izolace,
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rozpoustci, je nespor& vyhodrgjSi, nez prvni metoda extréki. Rozpousici
metoda izolace je vyhodna také proto, Zze nema Zadpgd. Pat uz do kategorie
bezodpadové biorafinerie gmene. Musi byt ale vZzdy spojena se zpracovanim
hlavniho produktu — sacharidickych roztoftreba na bioetanol). Extréki metoda
ma mnoho odpadu a produkujeng ¢i ovesny nativni Skrob - je déd vyuZitelny

v kosmetickém pmmyslu, ale na trhu oghzdjem neni.

2.2. Relativni molekulovd hmotnosg-glukani

Jak uz jsem uvedla, je velikost molekuly kvalitafim znakemp-glukani
z hlediska jejich fyziologické dinnosti. Proto nefgkvapuje, Ze &decka literatura
obsahuje az hrozivé mnozstvi publikaci, které se péoblematice &nuji z velmi
Sirokého spektratuznych podminek. nejvyznamg8i jsou publikace vyraznych
kapacit vtomto oboru (ANDERSSON et al. 2004, 200@09; AJITHKUMAR et
al. 2005; FRANK et al. 2004; AMAN et al. 2004; RINMIEN et al. 2003;
ROUBROEKS et al. 2000, 2001; TOSH et al. 2004; DANS, NNANNA 1995;
WOOD et al. 1991).

2.2.1. Zhodnoceni druh&asti

Solidni pracovidt dnes sleduje molekulovou hmotn@sglukani v podstat jen
jednou metodou a to kalibrovanou vysoce vykonnolowgel chromatografii
s detekci Calcofluorovou metodou (viz analytika)hu@si a méha vybavena
pracovist jiz nemaji zavidnihodnou automatiku analytickych praci a protocleji
analytika je vice ,rani“, pouzivaji se molekulova sita (dextranové gegphadexy)
a mzné zjednoduSujici pracovni postupy, safepx mére spolehlivé. Spise
vyjimkou jsou dalSi metody, napklasicka Svedbergova metoda stanoveni relativni
molekulové hmotnosti na ultracentrifuze s detekaiétednou absorpci Ci
refraktometricky. JeStmére vybavena pracovi§tpouzivaji izn¢ automatizované
metody viskozimetrické. Zcela chuda pracayiggou pak uz odkazana na pracna a
zdlouhava msreni na obyejnych viskozimetrech. To je i¥ipad mého pracovidtna
kterem se k rreni molekulové hmotnosfi-glukam pouziva klasicky sklemy

viskozimetr dle Ubellohde.
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2.3. Zmény B-glukana ve vyrobcich gri technologickych operacich

Pilitovou publikaci v této oblasti je rozsahla prace @Wet al. 2004). DalSi
autdi uz piinasi mén vyznamné vysledky (AUTIO, MALKKI, VIRTANEN 1992;
BRENNAN, CLEARY 2005; THAMMAKITI et al. 2004; DAWKNS et al. 2001,
CARR 1990; BAIRD, PETTITT 1991; WOOD 1984; SYMONS al. 2004,
VOLIKAKIS et al. 2004).

2.3.1. Zhodnoceniiteti ¢asti literarniho piehledu

Praimérnd molekulovd hmotnosp-glukani ovsa se pohybuje v intervalech
2,06-2,30 x 10g/mol, u jeémene je interval patkud 3irsi. Pasteurizace, qea,
extruze a jakékoliv kynuti (fermer#tai proces) degradufi-glukany na hodnotu
molekulové hmotnosti 0,24-1,67 x %0y/mol. Vaeni a smaZeni degraduje
B-glukany meén, nejwtsSi degradéni Cinek ma jakykoliv fermentai proces.
Degradace je tim&si, ¢im je zrno materidlu s obsahdiglukani mensi &im je
doba fermentace delSi.

Na zawr literarniho pehledu mé disertai prace bych se rada zminila i
0 perspektivach a dalSim vyzkumu v této oblasti:

Zjisténi, ze problematik#-glukami ve fyziologii ¢lovéka neni tak fimocara,
jak se mvodre predpokladalo a Zg-glukany mohou byt i dosti problematické (viz
diskuse mé prace) jaggime, Ze peateini nadSeni a obrovsky zajemBeglukany
pozvolna odpada a naiaa dne se dostavaji témata nova:

a) Pozornost se zatfuje na dietni vlakninu jako celek. Byla vyvinuta
rychla metoda k stanoveni celkové dietni vilakninzv.( UPPSALA-
METODA), ktera stanovi neutralni cukerné zbytkyytkly odvozené od
uronovych kyselin a tzv. ,Klasdiv lignin“, t.j. bezpopelné, v kyselinach
nerozpustné zbytky (THEANDER et al. 1995; THEANDERal. 1994) a
je sledovan vliv genotypu a prostii na fytochemii dietni vidkniny —
steroly, alkylresorcinoly, folaty, polyfenoly a dala to nejen v ovsu a
jeémeni, ale i v pSenici (RAKSREGI et al. 2010).

b)  Obrovsky zajem je &novan fyziologicky dinnym latkam a vilakni& zita
jsou sledovany nejef-glukany (ANDERSSON et al. 2008), ale hlgvn
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d)

jeho lignany (HALLMANS et al. 2003; NILSSON et all997) a
isoflavonoidy (PETTERSSON et al. 1996) i arabinaxy
(ROUBROEKS, ANDERSSON, AMAN 2000), obetrnvsem latkdm
vlakniny Zita (AMAN et al. 2010; RAKHA et al. 200lGHEWRY et al.
2010; ANDERSSON et al. 2009; AMAN et al. 1997; HAMIANS et al.
1997; BENGSTON 1992). | kdyz Zito nenfednmétem mé diserini
prace, uvadim zajimavé okolnosti, Ze ¢cEpvi badatelé v oblastp-
glukan presouvaji nyni sy zajem k Zitu!

Vlastni vyzkum B-glukani se nyni ¥nuje opravam vzitych ipdstav
z minulych let. Tak vyznam velké a nizké molekulohénotnosti
B-glukani z hlediska fyziologickych dinka sleduje (FRANK et al.
2004), rozdleni molekulové hmotnosti ve vztahu k extrahovaistnp-
glukan v potravindskych vyrobcich z ovsa idenene sleduji dalSi prace
(AMAN et al. 2004; ANDERSSON et al. 2003; AJITHKUMRet al.
2005; AMAN et al. 2008).

Nejvétsi zadjem je dnesémovan enzymatickym fpmenam B-glukan,
zvlas€ ve spojeni s technologickymi operacemi v potratgkém
praimyslu (ANDERSSON et al. 2004; TROGH et al. 2004 NRBERG
et al. 1994; WESTERLUND et al. 1990). Z tohoto lé&d je vyznamné
zjisteéni, Ze enzymatickad hydrolyzg-glukanm je velmi snadna a fie
probihat nejen za spolegsti znamych enzyin S€picichp-glukany, ale i
enzymatickymi systémy jinymi, n&pinnosti bakterii mléného kvaseni
(AMAN et al. 1990) nebo celulazami Tzichoderma resei, jejichz
souasti je vzdy endo-1,8-glukanaza (AJITHKUMAR et al. 2006;
ROUBROEKS et al. 2001). Zajimavé jsotkteré podrobnosti¢thto
studii, které jsou vSak dod vyuZitelné v praxi: Napjisteni, Ze pi
sladovani jemene postk kyselinou mlénou v kombinaci s vySSi
teplotou redukuje vyznamin obsah fytdi v materialu i aktivitu
B-glukanazy (HARALDSON et al. 2004; RIMSTEN et al0Q@2;
ROUBROEKS 2001) nebo vliv Zeleza na degra@agiukani jecné kase
v zazivacim traktu (HARALDSON et al. 2005). Citlatofyziologicky
acinnych latek na vgsi vlivy je neuetitelné vysokd, nap zmeny t&chto
latek nastavaji uzdmem izolace Skrobu zdmene, tedy vodou a teplem
(ANDERSSON A. A. M. et al. 2001). Literatura se dbge v nazoru, Ze
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v obecném pojeti polysacharidy jsou vSestéamphodné substraty pro
nejrazrejSi enzymatické reakce (AMAN et al. 2000).
V analytice B-glukani uz Zadny novy vyvoj nenastal. Posledni metodicka
modernizace ostatnuz staré znamé metody je od znamych d@ut@denych
Rimstenem (RIMSTEN et al. 2003), ktera jecama pro obilné extrakty a
B-glukany jsou zde stanoveny moderni HPSEC chromafibg- oviem ot
s detekci obvyklym Calcofluorem.
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3. CiL PRACE

Ma doktorska prace je orientovana na praktickou mos¥ levné vyroby

B-glukani k vyrobé vyrobki a potravnich dopikia pro pacienty, kté p-glukany

potrebuji a jsou dnes odkazéni na drahy skandinavskpgpat VITALBREN

(s 14 % a 22 9%B-glukani obilného typu), tedy pro diabetiky a cholesteralgm

Ma byt nabidkou pra@eskou podnikatelskou sféru. Z tohoto pohledu |zetétod

disert&ni prace formulovat takto:

1.

IzolovatB-glukan (pleuran) z hlivy Gi§tné a pokusit se o technologicky
levny zpisob jeho koncentrace z procesni kapaliny.

Oweiit perspektivni moznost izolov@tglukany z vyplozeného substratu
po pEstovani hlivy ugi¢né a o ekonomické vyuziti tohoto substratu.
Navrhnout novy vyrobek z kategorie fumch potravin a potravnich
dophku sp-glukany a arabinoxylany.

Owetit provozni analytickou metodu na principu viskoeine ke
kontrole molekulové hmotnosti vzarkzolovanychB-glukan:.

Vyrobu B-glukanového koncentratu k vyrdtiunkénich potravin ¥élenit
do technologie komplexniho vyuZiti zrnacneene, tzv. ,jémenové
biorafinerie®.

Owiit degradaci molekulové hmotnosfi-glukanového koncentratu
Z je&menove biorafinerie, ip dalSim zpracovani tohoto vyrobku

kuchyiiskymi postupy a potravitigkymi technologiemi.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pleuran z hlivy uskiéné (Pleurotus ostreatus) a moZznosti jeho
koncentrace pro vyrobu funkénich potravin.
Pleuran from (Pleurotus ostreatus) and possibilities of its

concentration for production of nutracenticals.

Abstract

In fruit bodies and gathering wastes ®&leurotus ostreatus, there are
0,19-0,32 % mass in dry matter soluble beta-glucahsHA type, and, in
comparison with beta-glucans of cereals, this aantenot dependent on substrate
composition of cropping technology, type of thel Haf mushroom cropping. By
sorption and flocculation with thermally modifiethech in presence of CaGQt
has been managed to concentrate this beta-glucaentd 2-13 times. From aspect

of market price of a presupposed nutracenticaéd,etidently still too little.

Key words

nutracenticals; beta-glucans; HA beta-glucan; cotnadon; sorbents

Souhrn

V plodnicich a sérovych odpadechPleurotus ostreatus je 0,19-0,32 % hm.
v suS. rozpustnych beta-glukatypu HA a na rozdil od beta-glukambilovin je
tento obsah nezavisly na sloZeni substrasstgbni technologie, druhuegtirny.
Sorpci a flokulaci termicky modifikovanym bramboyav Skrobem v fitomnosti
CaCQ se podslo tento obsah beta-glukarzkoncentrovat 12-13 krat. Z hlediska

prodejni ceny fedpokladané furthi potraviny je to #jme jeSt malo.

Kli ¢ova slova

funkéni potraviny; beta-glukany; pleuran; koncentracebenty
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Uvod

Funkéni potraviny jsou takové, které krenvyzivoveé hodnoty maji ipznivy
acinek na zdravi konzumenta a jsou vyrobenyimperg se vyskytujicich slozek
(KALA C 2003). Jejich vyznam je v tom, Zzéedevsim psobi preventivé proti
nemocim, posiluji firozené obranné mechanismy v organismu, zpomatogegs
starnuti a fznivé ovliviji fyzicky a duSevni stav. V kvasinkach, plisniah
v n¢kterych vysSich houbéach jsou obsazeny betadtD-glukany, které maji
vyrazné antivirove, antibakterialni a hla@vmantikancerogenni ¢inky. NejvysSi
antinddorovou &innost maji beta-D-glukany se st@pm wétveni 0,20 az 0,33
s vysSi relativni molekulovou hmotnosti, 100-200ak@sou struktugn podobné
skleroglukanu (v houb&ch rod&clerotium) a maji glukbézové jednotky vazané
v hlavnim fetzci vazbami (1.3) a s postrannimiettzci pripojenymi vazbami
(1-6). Vamerické klinické medicénpii lécbé¢ nadorovych onemoéni se uz
asp@sSre pouzivaji izolaty lentinanu z houzZevnatce jedldhentinus edodes) a
schizofyllan z klanolistky obecnéhyzophyllum commune) se stupdm vétveni
0,23 a 0,33 (VELISEK 1999). R se témi uz pfimyslow péstuje hliva ugténa
(Pleurotus ostreatus) s obsahem beta-{13)-D-glukanu, ozn&éovaného HA nebo
pleuran se stugm wtveni 0,25. \étSina vyraldnych gipravki vyuziva jako zdroj
beta-glukan pekaské kvasnice (ETVICKA, MODRIANSKY 2000).

Beta-glukany pdt do skupiny hemicelul6z, tedy necelul6zovych pabfsaridi
buréénych sén rostlin. Pati mezi neSkrobové polysacharidy, ozo@ané NSP.
Hemicelul6zy kromi dalSich skupin polysachatidahrnuji d¢ vyznamné skupiny,
heteroxylany a heteroglukany. Heteroglukany &erth xyloglukany (v bu&nych
sttnach dvoudloznych rostlin) a beta-glukany v bimych s&nach
jednoctloZznych rostlin, zvlast obilovin. Beta-glukany jsou sic&#azeny do
antinutriénich polysachariil (KALA C, MIKA 1997), protoZze snizuji vyuzitelnost
Zivin a uzitkovost fi krmeni diibezZe a prasat (CAVE 1992, DRITZ 1995), v lidské
vyZivé je oceiovan tento dinek pi tvorb¢ redukénich diet a také jejich vliv na
snizovani hladiny cholesterolu. Jde hlawm ceredlni vyrobky z fanene a ovsa
(WHYTE 1992, INGLETT, NEWMANN 1994). Zatimco v owegch otrubach je
zdroj beta-(L 3),(1-4)-D-glukanu, ktery je také nazyvan ,ovesna gunm@a®

jeémen jsou typické beta-glukany sd&iva ¢i vice sousedicimi (24) vazbami.
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Bohuzel, beta-glukany obilovin majigwyznam g vyrobé piva a reduknich diet,
ale antivirové a antikancerogenrginky nemaji (DENG 2000).

V této praci jsme se snazili dojit k zéw, zda funkni potraviny s beta-D-
(1-3) glukany je Iépe vyrah piimo z hlivy dsticné, nebo by bylo vhodisi
z vyroby €chto hub a jejich odpédpripravit glukanovy koncentrat a zimo

piipravovat funkni potraviny.

Material a metody

Plodnice a myceliem prorostlyégtebni substrat a &wové odpady jsme
ziskavali ze dvou zdrdj soukromé malogstirny ve Stpanovicich (S) a zgstirny
v Mosg& (M). Samotné plodnice zptirny v Solsslavi (S). Analytika beta-glukdn
je instrumentalé i materialo¢ velmi naréna. Pouziva se metodaupokové
injekéni analyzy (FIA) na analyzatoru SKALAR firmy Carbomstruments
s fluorimetrem, ktery stanovi miru zvySeni fluom®niho za&eni komplexu beta-
glukanu s fluoresc&nim barvivem Calcofluor White M2R (SIGMA-ALDRICH,
USA), jehoz roztok je nutno stabilizovat postuperkar@linavisk Bryggeri
Laboratorium ApS, Denmark,apodni metodikou podle JORGENSENA (1988),
nebo s analyzérem pro stanoveni beta-glakaystém Carlberg (ANALYTICA
EBC 1997) nebo v modifikovanén¥igtroji vlastni konstrukce (HUBIK, TICHY
1996) nebo s pouzitim #aeni SKALAR (SKALAR METHODS 1992). Pro
Skolska pracovigt je toto vybaveni nedostupné a je proto mozné vysizizeb
firem Skatec Praha, slag&ého Ustavu v Bixi sladovny v Nymburce.

Druhou pouzivanou metodou stanoveni beta-glak@nmetoda enzymaticka
(MC CLEARY, GLENNIE-HOLMES 1985). Také zde jsou kél analytické
problémy s cenou &asovou omezenosti pouziti drahych enzymatickyctesys
s lichenazou a beta-glukosidazou. Vznikla glukéeansii spektrofotometricky
(MANZI et al. 2000) nebo amperometricky gluk6zowaektrodou (BOYACI et al.
2002). Existuji modifikace enzymatické metody (ZYGMT et al. 1993). | u této
metody je vyhodné vyuZzit zavedenou spolehlivou ydikal pri velkych sériich
vzorka v Zentdélském vyzkumném Ustavu v Kratiizi.

Extrakce materi&l byla provedena horkym (80°C) 1 M NaOH, od ostdtnic
alkalirozpustnych NSP byly rozpustné beta-glukadgkteny chromatograficky na
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anexu podle CHEUNG a LEE (2000). Jako refénérsrovnavaci standard byl
pouZzit izolat pleuranu z Biovety Nitra.

Proti cerealnim vodorozpustnym beta-glukam jejichz obsah n&pv jecmeni
dosahuje aZ 16 % sus., v ovsu aZ 6,8 % sus. (VELIEED9) je celkovy obsap-
glukami v hlive asticné podstate nizsi, 0,24-0,38 % suS. (MANZI,
PIZZOFERRATO 2000) podle kmén Podle naSich analyz maji plodnice této
houby piimérné 91,7 % vody, je tedy obsah vodorozpustnych beaikagh
v ¢erstvych plodnicich opravdu mirédre nizky a pro praktickédely vyuZziti této
cenné sotasti je zkoncentrovani jejiho mnozstvi naprostounosti.

Houbové beta-glukany jsou biopolymery s vysokouatiehi molekulovou
hmotnosti, v intervalu 600000 — 700000 (AUGUSTINO&P a maji proto tomu
odpovidajici vlastnosti viskostatické, rheologidkgorpini. Proto jsme pro jejich
koncentraci zvolili kombinovany proces sorpce &ilace z extraki, ktery ovsem
musi byt realizovan nejen jedlym, alefirpzenym sorbentem a flokulatorem, ma-li
byt splrena definice funkni potraviny. Z pirozenych flokulatoir vyhovuje jedirt
nativni bramborovy Skrob, jehoz aktivitu jsme zVuy$ermickou modifikaci na
desce fi 150°C s pouzitim inhibitoru mazowvati (KODET, BABOR 1991), kterym
byl v naSich pokusech derivat celulozy — karboxwyiweiuloza AKUCELL AF
2985, ktera je ve vyrabreduknich diet znama jako zahio¥adlo s vlastnosti
rozpustné vlakniny bez energetické hodnoty. V d&sti pokugd jsme k pokusm
pouzili také ziskany vzorek kvarterniho derivattidkasického aminoetheru Skrobu.
Proti atekavani vsak tento flokulant, dopodemy i proc¢isténi odpadnich vod, neth
vyrazny efekt proti namiifpravenému vzorku s CMC termicky modifikovaného
bramborového Skrobu a proto jsme tyto pokuyrysili, také proto, Ze tento derivat
uz by porusil zasadu ipozenosti“ funkini potraviny.

Z hlediska sorgnich cju nativni Skroby a nesubstituované modifikace Skrob
(termické modifikace, oxidované Skroby a odbourakenby) maji jediny sokmi
mechanismus — adsorpci hydroxylovych skupin D-ghakdch jednotek na
zapor nabitych ¢asticich. Jsou pra¥godobre vazany vodikovymi risstky
s hydroxylovymi skupinami hydrataiho obaluc¢astic suspenze. Zasadni roli u
piirodnich Skrob hraje vazana kyselina fosféré, kterda je charakteristicka
ptedevsim pro bramborovy $krob. ¥igemnosti ionti C&* & suspenze CaGO
dojde k dalSimurettzeni v systému a zvySuje se smpa flokula&ni &innost
(KODET, BABOR 1991). Proto jsmefipsorpci a flokulaci pdavali suspenzi
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sraZeného CaGQv davce 1 % hm. a alternatiy250 mg C4&" ve forms octanu
vapenatéeho na 1000 ml extraktu. KoncentrBeglukani sorpci a flokulaci byla
provacdna i teplo# 30 °C davkou 400 mg/1000 ml Skrobového srazedla
rozptyleného ve vlazné (35 °C) wodBézné davky flokulatar pri ¢isteni vod jsou
asi 100x nizsi.) Podrobny postufipravy termické modifikace Skrobu gigavkem
CMC je pgednttem chrasného péim. vzoru v jednani a bude Zegkn pozd;ji.
Matematicko-statistické vyhodnoceni vyslédlbylo provedeno stanovenim
intervalu spolehlivosti giméra a statistické vyznamnosti rozdilugpméru podle
Deana a Dixona pro maloprvkoveé soubory (ECKSCHLAGHERI. 1980).

Vysledky a diskuse

%

Vtabulce ¢. 1 jsou uvedeny p@gmérné obsahy pleuranu v plodnicich,
v skérovych odpadech a z myceliem prorostiého substzé&tB tznych zdroij:
Mostu (M), Stpanovic (S) a Satslavi (S). Je iejmé, Ze substrat pleuran prakticky
neobsahuje, plodnice a &bvé odpady maji z hlediska surovinového zhruba
stejnou hodnotu. &oliv ve 3 gstirnach jsoutrzné substraty aizné technologie,
je prekvapuijici, Ze obsahy beta-glukan plodnicich i ve strovych odpadech na
tuto vyznamnou skudeost prakticky nereaguji a rozdily nejsou statkstic
vyznamné. Naopakipstudiu beta-glukainobilnin je znamo, Ze jejich obsahy jsou
pomeérné silné zavislé na odidach, lokalitach, pdné-powétrnostnich podminkach,
agrotechnice, ménuz na hnojeni (HUBIK, TICHY 1996, EHRENBERGEROVA
et al. 1997). Také v submersnich kulturach hub fl@urotus v ttepanych lahvich
produkci extracellularnich polysachari@vliviuje pongrné znané pomer C : N
(GUTTIEREZ et al. 1996).

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny vysledky koncentrace beta-glikaorpci a
flokulaci z extraktu plodnic Pleurotus ostreatus termicky modifikovanym
bramborovym 3krobem s inhibici mazosst CMC (BS), kvarternim derivatem
aminoetheru $krobu (KAS) bez aplikace Ca (bez Qajdavkem C& (C&") a
s pridavkem Ca ve forgh srazeného CaGO(CaCQ). Z vysledki je Zejmé, Ze
nejvyssi koncentrace pleuranu bylo dosazeno venfimaproduktu, ktery byl

piipraven sorpci a flokulaci BS sfigavkem CaC@ Ocekavali jsme vyssidinnost
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cd”, to se v8ak nepotvrdilofgims CaCQ podporuje nejen flokutai, ale sorpni
mechanismus, protoZe flokulace s Ca®@a mnohem rychlejsi.

| kdyz koncentraci sorpci a flokulaci se p#ldazvySit koncentraci rozpustnych
beta-glukan typu pleuranu z 0,32 % hm. suS. v plodnicich honay4,02 % hm.
sus. v koncentratu bez nutnosti oftpeat cely objem extraktu, tedy zhruba 12-13x,
je to z hlediska realné cenyegalpokladané furtni potraviny stale je§tmalo a je
nutno v praci pokrgovat v hledani odpadi, zda vhodyjSi surovinou pro fungalni
beta-glukany nejsouchteré kvasinky, nebo zda by profylaktickgiiek €chto
dulezitych latek v lidské stravnebylo moZznoreSit pro spdebitele ekonomicky

vyhodrgji pfimo vyvojem vhodnych kvastiich a hlivovych jidel.

Tento vyzkum byl umozm finartni podporou grantu MSM 600 766 5806.

Tabulka ¢. I: Obsah pleuranu v produktech ¥ech niznych péstiren
S vyrobou Pleurotus ostreatus [% Vv sus].
Table No. I:Pleuran content in products of three different croging halls

with Pleurotus ostreatus production [% in dry matter ].

Myceliem
Peéstirna Plodnice Shirové odpady| prorostly substrat
Cropping hall Fruit bodies | Cathering wasteps With mycelium
proliferated
Substrate
Most (M) 0,32 0,32 0,05
(0,22 -0,42) (0,24 - 0,40) (?
Stspanovice (S) 0,26 0,25 0,03 ?
(0,19 -10,31) (0,20 -0,31) (?
Sokeslav (S) 0,25 - -
(0,20 - 0,30)
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Tabulka ¢. 2: Praimérny obsah pleuranu v koncentratu extraktu plodnic

Pleurotus ostreatus z péstirny Most, Sokislav a Sépanovice[% su3]).

Table No. 2:Average pleuran content in extract ofPleurotus ostreatus fruit

bodies cropping halls Most, Sokslav and S&panovice[% in dry matter ].

Sorpce a flokulace Péstirna
Sorption and Cropping hall
flocculation
M S S

BS 3,15 3,00 2,92
KAS 1,25 1,40 1,54
BS + C&" 3,83 3,58 3,60
KAS + C&" 1,76 2,29 2,45
BS + CaCQ 4,02 4,00 3,85
KAS + CaCQ 2,43 2,86 2,60

4.2. Vyroba surového B-glukanu z plodnic houby hlivy Usfkiéné

(Pleurotus ostreatus) a ze substratu po gstovani hlivy Us¥i¢éné.
Souwast uzitného vzoru UV 20058 z 22. 7. 2009, Statad pamyslového

vlastnictviCR, Praha.

Navrh na uzitny vzor

,Vyroba suroveho f3-glukanu z plodnic houby Hliva ustiéna (Pleurotus

oestratus) nebo ze substratu po gstovani hlivy Gs#iéné”

Uvod
Na rozdil od subaleuronovych vrstev obilek ovsarétobsahujp-(1 - 3), (1
- 4)-D-glukan a celého endospermu obilekmene, ktery obsahujB-glukany

s dema nebo vice sousedicimi (1 4) vazbami, kvasinky, plisna vySSi houby
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produkuji pomdrné vyznamné mnozstvi tenych extra a intracelularnich
polysacharid, z nichz neSkrobové polysacharidy, které Ize povat za
hemicelulozy, B-(1 - 3)-D-glukany maji unikatni vlastnosti. Jsou tdinky
antibakterialni, antivirove, antikoagdld a hlave antikancerogenni. Jsou f&
glukany s glukésovymi jednotkami vazanymi v hlavnietézci vazbami (1- 3)

a s postrannimietzci piipojenymi vazbami (1- 6). Posiluji imunitni systém a
inhibuji vznik nadoili. Jejich fyziologicka aktivita zavisi na molekulotaéotnosti
(velmi Siroky interval desitky az tisice kDé&gtnosti ¥tveni a konfrontaci molekul.
NejvysSi protinadorovou aktivitu a&ilnost maji3-D-glukany se stupim étveni
0,22-0,33 a vyssSi relativni molekulovou hmotnostiOQ-200 kDa). Tomuto
pozadavku vyhovuji prakticky jeti fpéstované houby: houZevnatec jedly — shiitake
(Leutinus edodes), jehozf3-D-glukan mé ¥tveni 0,23-0,33, déle klanolistka obecn&
(Schyzophyllum commune) se stupam vétveni 0,33 a hliva ustna Eleurotus
oestratus), ktera produkuj@-D-glukan se stupfim w&tveni 0,25.

Tyto houby vSak obsahup-glukan ve své znéné vodnaté hmat velmi malo,
asi 10x méa nez oves a jamen, ale bohuZeB-glukany obilnin sice maji také
piiznivé vlastnosti (snizuji hladinu cholesterolu gevnich cukié, pasobi proti
plnému vyuziti Zivin v organismu), ale antikancesogi &inky nemaji. Proto
isolacef-glukani z jedlych hub je drah& a produkty velmi drahi@sio s€3-glukan
lentinan z houZevnatce Rrglukan schizofyllan z klanolistky obecné pouZivaj
v klinické medicik USA jako immunoterapeuticka diga pri 1é¢b¢ nadorovych

onemocgni, WtSinou v kombinaci s radioterapii.

Piredmét uzitného vzoru

Zjistili jsme, Ze vyplozeny substrat pagtovani jedlé houby hlivy Gstné,
ktery je vzdy pl& prorostly myceliem houby, obsahuje prakticky stajmoZzstv{3-
glukanu pleuranu, jako drahé plodnice této houbybsBat pro pstovani této
houby nize mit rozdilné sloZeni: rgstji jsou to drcené kukikné palice po
sklizni kukuice, mohou to byt i #wvéné odpady listn& ¢i kombinace. Pro izolaci
cennych B-glukani to neni rozhodujici, vyznamny je jen stiipprorostlosti

substratu myceliem.
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Postup izolace
Z roztoku NaCQOz a roztoku NaHC@se obvyklym a obe@znamym postupem

pripravi pufr s hodnotou 9,5 -10,0 pH. Roztok sefeghna teplotu 60-70°C a do
roztoku se zamichaji drcen&sti plodnic houby nebo vyplozeného substratu
s myceliem tak, aby jednotliv&stice nebyly #Si nez 10 mm a aby s pufru a
suspendované hmoty substratu neobsahovala vys3stehgusiny, nez 8%. Je-li
prekraiena tato hodnota, extrakce probiha nedokonalepfeaityk fazi je obtizny i
pii intenzivnim michani. Extrahuje se 60 miniétgialém michani.

Filtrat se oddli od extrahované hmoty hrubym sitem a ihned sdepama
90 °C po dobu 15-20 minut, aby byly inaktivovanyymy endoB-(1 - 3),(1 -
4)glukanaza, endp-(1 - 3)glukanaza ap-glukosidaza jejichzcinnosti by
isolované B-glukany byly geménény  rozpustné B-glukanové dextriny se
smiSenymi vazbami, které by v dalSim r&dkn postupu vedly ke vzniku
neinnych cukf, cellobiosy, laminaribiosy a glukézy (VELISEK 1999

Po tepelném oSini se roztok zneutralizuje HCI pfadnou 1:5 vodou na pH
= 4,5 a zchladi se na teplotu 2-4 °GipRdre vysrazené bilkoviny se odsti a ke
kapalire po odstedni se pida stejny objem 2-propanolu (zchlazeného na taplot
2-4 °C) a promicha se. Srazen§-glukan se odgedi, z odsediné kapaliny se
ziska zpt 2-propanol destilaci na destifd kolore.

SurovyB-glukan, ktery je zn@steén jinymi polysacharidy, houbovymi a jinymi
proteiny a hemicelulézou, polysacharidy ze skupamgbinoxylafi, se rozpusti
v destilované vo#l a za pomoci ultrazvukového desintegratorid feplog
90-100 °C na koloidni roztok, ktery se stefipini do obal.

4.3. Potravni doplrtk sobilnymi a houbovymi B-glukany a
arabinoxylany a vyrobek stejného charakteru z kategrie funkénich
potravin.

Tento cil prace je napin tremi uzitnymi vzory, které byly podany
prostednictvim patentové kance#d Kudrlicka & Sedlak, Ceské Budjovice,
Statnimu tadu pimyslového vlastnictvCR, Praha. Vlastnikem uzitnych vioa

poskytovatelem licenci jeClU v Ceskych Budjovicich, autory kolektiv katedry
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aplikovanych biotechnologii ZFCU v Ceskych Budjovicich, s kterym jsem na
danych problémech spolupracovala:

1. Potravindska surovina s obsahem ¢iggch a ovesnychp-glukami a
arabinoxylad pro pipravu vaenych a p&nych kynutych funénich
potravin pro diety f vysokém a vysSim BMI.

2. Potravni doplsk s obilnymi a houbovyni-glukany a arabinoxylany.

3. B-glukanové kneddky ve Svestkové ontée (s textem prodejniho letaku a

informaci pro obchodni sféru).

1. Navrh na uzitny vzor

,Potravina¥ska surovina s obsahem jmych a ovesnychf-glukana a
arabinoxylani pro pripravu varenych a pé€enych kynutych funkénich

potravin pro diety p¥i vysokém a vysSSim BMI*

Uvod
Omezenim vlastniho pohybu a relativblahobytnym zfisobem Zivota sfje
civilizace vysglych zemi celého s¥a k obezi, ktera ma nefpznivé disledky ve
vySSim vyskytu cévnich chorob, nadorovych onemoigncukrovky — tedy
nejpaetrgjSich @icin smrti.
hmotnos{kg]
BMI =

(vy3kaf [m]

BMI (Body Mass Index) by u neohroZenétlovéka nengl presdhnout hodnotu 25,
oblast 25 — 30 je povaZzovana za nadvahu, nad 80eatu.

Moznosti omezit tst hmotnosti jsou obeérenamé: Vydej energie nesmi byt
podstaté mensi, nez jeji ifijiem. To tedy znamend: dostatek vlastniho pohybu a
omezeni fijmu energie podstatnym omezenimiteksacharidl.

BohuZel tato jednoduch& zavislost je emakomplikovanacetnymi faktory:
organismus nesmi hlad&y aby nenastalo lepSi vyuzivani energie z potrawy.

znamena jist 5-6x dednale malo. Pocit hladu se da omezit vysSifinem
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vlakniny a nesladkymi napoji. Hlagmeni mozno stdat obdobi jisttho omezeni
piijmu energie s obdobimiigmu ,ad libitum“. Pak nastup tzv. ,jo-jo efektu‘es
zvySenym nastupem hmotnosti je zceldrgzeny jev. DalSim problémem je
zvySeny pijem bilkovin, ktery je pro otylého nutnostiiddevSim ztraci pocit
neuprosnéeho hladu a do jisté miry omezuje dopaghloliv hubnuti — P ztrag
zbyteiného tuku se zarouiebohuzel ztraci i svalova hmota. Ale bilkoviny nmalte
straré mohou byt komplikaci pro jedince, kidrpi ledvinovymi chorobami a také
vznik odpadnich produitz bilkovin mize vést ke komplikacim v tlusténtesi¢ a
koneniku. Je proto nutnoénovat pozornost vysu druhu bilkovin. Rostlinné
bilkoviny jsou sice mén problematické, nez bilkoviny Zi¢@né, ale z hlediska
nutricniho maji nizsi kvalitu. Proto jedast Ziv@isnych bilkovin Ize nahradit
bilkovinami rostlinnymi. Idealnim zdrojem ziidnych bilkovin jsou bilkoviny
mléka a rybiho masa. Z rostlinnych bilkovin jsojkmalitnéjSi bilkoviny sgji.

Otyly c¢lovek, ktery chce zhubnout, musi dbat na zasady raltiongzivy
mnohem razantiji, nez jedinec, jehoz BMI je v padku. To znamena, Zerip
nutném sniZzeniipvodu energie, zvysSenéniipnu optimalni skladby bilkovin musi
vice dbat na iijjem vlakniny, zvladt rozpustné, tedy hla¥npektinovych latek
z ovoce a zeleniny, naiem vitamimi a mineralnich latek, které vémé strag
pfijimame malo, nap ha<ciku. Potebuje i ochranné latky v potrawice, nez
jedinec s normalni hmotnosti: Tedy fediuje vySSi fijem inhibitoti a blokatod
karcinogeneze (nap [-karoten a karotenoidy, sléeniny selenu, tokoferoly),
antioxidanty, vysoce nenasycené mastné kyselily kniZujici HDL cholesterol
(omega-3-nenasycené mastné kyseliny), fytosterolyfytastanoly k omezeni
cholesterolu v krevnim séru a tedy také s antiskilekym &inkem (zdrojem je
hlavns fepkovy olej a u nas vyrobek FLORA pro activ), IbgitzvySuje dinnost
fytosterofi, fosfolipidy s posilujicimi a povzbuzujicimicinky (vySe uvedeny
lecithin je fosfolipidem). Vyznamny je ifffem kyseliny listové (s dinkem
antidepresivnim, antisklerotickym, antianemickyrardgikancerogennim,¢inna i
krvetvorke, zvIaSt dulezita @i pozivani alkoholu a aplikaci hormonalni
antikoncepce) obsazené hlava drozdi. Vyznamnou se@asti racionalni vyzivy
otylého jedince je i zvySenyigem obilnichp-glukani, které sniZuji hladinu LDL a
celkového cholesterolu i hladinu glukdzy v krvi. tifamezi tzv. ,antinut@ni
faktory”, u zviat snizuje vyuZiti Zivin z krmiv, zvlaSttuki. Jsou obsazeny

VvV je¢émeni a ovsu.
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Otyly c¢lovek vSak potebuje daleko vice, nez jedinec &bou hmotnosti
upravit svoji stevni mikrofléru probiotiky (bakterie roduLactobacillus a
Bifidobacterium) k posileni imunitniho systému zvySeni rebavani véapniku,
snizeni hladiny cholesterolu, sniZzeni tvorby ba&beich enzyni v tlustém sew,
s mutagennimi a kancerogennimi vlastnostmi. (Zdnojsou jogurty a acidofilni

mléka.)

Vyznamny je i pijem prebiotik, tj. nestravitelnych sloZzek potravikteré
selektivre podporuji fist ¢i aktivitu nékterych bakterii v tlustémigve. Tuto funkci
plni predevsSim nestravitelné oligosacharidy, dgjaejSi je z girozenych latek
inulin  (fruktooligosacharid z kene c¢ekanky ¢i  hliz  topinamburu). Misto
»fruktooligosacharid” je takédZny nazev ,oligofruktosa"“.

Velmi vyhodna je aplikace synbiotik, tj. stasny pidavek probiotik a prebiotik
do jednoho produktu.

Jedinec, ktery chce pomalu a rozumhubnout, bez komplikaci a bez
nebezpei, Ze posléze ztmi, misto dekadvaného hubnuti, by &ndat na tyto
zasady.

1) Denni ijem energie max. 5 000 kJ
2) Denni rozdleni energetickéhoifmu:

snidag: 1 000 kJ

obed, vetere: 1400 kJ x 2 =2 800
2 sva&iny: 400 kJ x 2 =800 kJ
rezerva: 400 kJ

Bylo zjisttno, Ze hemiceluldzy z kategorie neskrobovych palyasdi jsou ve
vySSim mnoZstvi obsazeny \geeni nez v ovsu, a Ze vysSi obsabhto latek je
v bezpluchych odidach. U jémen jde o tzv. ,vaxy“, tj. j€meny s voskovym
(mékkym) typem endospermu, ktery je hlavnim zdroj@aglukani jecmene a
cenné arabinoxylany jsou orientovany spiSe na oBalostvy (aleuronové vrstvy).
V je¢meni je 15-24 % dietetickytfznivé pasobici vidkniny, z toho asi 85 %
piipada na neSkrobové polysacharidy, z toho asi 5&¢# (1 - 3),(1 - 4)-B-
glukany a asi 25 % arabinoxylany (EHRENBERGEROVAle2006).

V CR je zaregistrovan uzitny vzar. 200 56 738 ,Potraviny s bezpluchym
jeémenem” z Vyzkumného Ustavu potravisiého v Praze.
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Zatim co jiné obilniny obsahuji celkovou i rozpustnvlakninu pedevsim
v obalovych vrstvach zrn, vdmeni je obsazeno v celé obilce.

Stejre jako u ovsa i u jamene je jistou nevyhodou, Ze bezpluchéudgr
nedosahuji ve srovnatelnych podminkach takovéhmstynjako pluchaté odldy
(PRUGAR et al. 2008).

Arabinoxylany jako typ vlakniny majidinky podporujici3-glukany, ale hlavé
pusobi @i pripraw tést vysokou absorbci vody (hydrataésta) a fisobi giznive
na viskozitu a rheologické vlastnosista, vyrobky maji &Si objem po kynuti,
zadrzuji 1épe C@a jsou pak kyfejSi, sniZuje se retrogradace Skrobu, a proto
starnuti vyrobk je pomalejsi (VELISEK 1999).

B-glukany ovsa podi€etnych prameh (SAASTAMOINEN 1992, PRUGAR
2008) jsou obsazeny hlavrv ovesnych otrubach, zatimco neji@dv prameny
tvrdi, Ze jsou hlavav endospermu, tedyrstdovécasti obilek. U jémene to plati
jednozné&né,u ovsa jde spiSe o gBovani pojmi ,ovesna guma“ g3-glukany,
protoZze i arabinoxylany t¥o velmi viskdézni roztoky (PRUGAR 2008,
NEWMANN et al. 1989, VELISEK 1999). Seasné znalosti orientuji misto
nejvysSich obsah -glukami u ovsa na subaleuronovou vrstvu, tedy nikoli na
svrchni a aleuronovou vrstvu.

Je tedy nutno opravit ndzor o otrub4ch jako hlavzidrojep-glukani.

Je nesporné, Ze oves ma@inenem z hlediska nuiniho mnoho spot@mého,
ale oves ma jeStnekteré dalSi funkce, které zhodnotil WELCH (1998)@sgl
k ndzoru, 7e oves je multifuttki potravina. To potvrzuje i KALA (2003)
poukazem na skuteost, Ze vyrobky z ovsa jsou prvnimi potravinanigré& bylo
povoleno v USA oznsmvat na etiketach jejich zdravotnintiqmpsem — snizenim

rizika srd&ng-cévnich chorob.

Priprava vyrobku

Smisi se 23-25 % inaktivované ovesné mouky, zislsamletim ovesnych
otrub a svrchntasti endospermu z bezpluchych genétygwysa se 77-75 % jaé
mouky, resp. rozemletych geych krup z potravingdkého jémene, perspektivn
z bezpluchych linii, zi#zeni vax ty@d, resp. s pluchatymi o@idami (podle

moznosti ziskani produktuGr).
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2. Navrh na uzitny vzor

,Potravni dopln ék s obilnymi a houbovymip-glukany a arabinoxylany*

Uvod
Vyroba 3-glukafn z ovsa je popsana v naSem podaném patentu (P\-22)08

»Zpusob zpracovani ovsa zejméndi pyrobé nutricné upravenych ovesnych
vlocek, produkty ziskané timto @pobem, z#izeni k provadhi tohoto zgsobu,
pouziti ovesnych otrub k izolaci cennych latek" aaitném vzorud. 18765 ze 4.8.
2008) ,Produkty z ovesnych ek a z&zeni pro jejich vyrobu“. Vyroba [3-
glukanmi z jeémene je zcela analogicka, jen s tim rozdilem, zeep®uZziji k vyrok
otruby s aleuronovou a subaleuronovou vrstvou, @y endosperm obilek
jeémene, nap z mletych jénych krupci jeéné mouky. Vyrobu B-glukanz hlivy
asticné, respektive z vyplozeného substratu pstqrvani hlivy usicéné, ktery je
surovéhop-glukanu z plodnic houby Hliva &stna (leurotus oestratus) nebo ze
substratu po ¢stovani hlivy ast¢cné”.

Pri vyrobé obilnych R-glukaf se odstréuje v procesu izolace R-gluki@ahlavni
podil Skrobu a obilnich bilkovin.fPvyrobé z plodnic hlivy ugic¢né¢i vyplozeného
substratu po ¢stovani hlivy asicné se Skrob a bilkoviny jiz neodsttgi, protoze
jejich mnozstvi je zcela zanedbatelné a nejsoudadkodlivou nebo nebezrou
slozkou.

DalSi vedlejsi slozkou izolovanych surovych R-ghikgsou arabinoxylany.
Jsou to také polysacharidy s identickymi monomenghla by tedy péit do
skupiny homopolysacharidéili homoglykani. V této skupig tvoii arabinoxylany
podskupinu polymér s nazvem ,, pentosany“ protoze zdakladni jednotkejich
stavby je pentdsa, a to D-xylosa. V postrani@iizci je gitomna L- arabinosa.
Proto arabinoxylany p#&tdo skupiny heteropolysachatidili heteroglykari.
Arabinoxylany steja jako jiné polysacharidy jsou polydispersni latgyptoze jsou
smesi polymefi o mizném stupni polymerace a maji tedyitou primérnou
molekulovou hmotnost. Druh monosacharidovych jeekofejich konformace a
zpiasob vzajemné vazby maji vliv na konformaci makragkaly, tzv. , sekundarni

strukturu® glykanu. Hlavnimi stavebnimi jednotkaanabinoxylar je
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a -L-arabinofuranosa ofL-Araf)
B-L-arabinopyranosa B{L-Arap)
a —D-xylopyranosa  ofD-Xylp)

A jsou proto podobné rostlinnym gumam a pektin Hlavnim zdrojem
arabinoxylaii je pSenice a Zito (v pS&mé mouce 1-3 %).

Heteroxylany jsou hlavnimi polysacharidy primarniduné¢nych sén
jednodloznych rostlin a lignifikovanych bwk jednodloznych i dvoudloZznych
rostlin, nap. v kukuicné hmot klasi tvori 20-35 % vSech polysachaiidSgny
burék endospermudtSiny obilovin obsahuji 60-70 % arabinoxylan

Z téchto divoda jejich pfitomnost jako zn®Stujici sowdsti isolovanych
surovych [3-glukain vibec nepekvapuje.

Je mozno je prakticky upinodstranit gkolikrat opakovanou isotai operaci
véetnd sraZzeni B-glukanu isopropanolem, kterou jsme pogs&itném vzorug.
18765. Tim vSak pracnost isolace a tim iediy produktu ekonomiku vyroby
prudce zhorSuji a bylo by tak mozné velmi snadnepétcsice k dokonalgistému,
ale finargn¢ témet nedostupnému preparatu.

VSimnéme si tedy vlastnosti arabinoxyfammaji vysokou schopnost vazat vodu
(15-100 g HO/1 g suSiny), tvii mimoradre viskozni disperze, oxidaci davaji
mekké a elastické gely. Vazba vody vyvolava ipbu vyprazdovani tlustého
streva, z¥tSuje objem stolice, sobi proto jako slabé projimadlo a zahije
vzniku zécpy. Arabinoxylany maji tedy typické viagsti rozpustné vilakniny,
S piznivym vlivem na metabolismus cukra lipidd - jsou proto prosgEné i
prevenci a l&b¢ aterosklerdzy, diabetu a obezity. Praktickyc¢indich podporuji
hlavni vyznam (3-glukan Urychluji pffichod traveniny sevnim traktem a to je
vyznamne i z hlediska odstiavani Skodlivych latek, vznikajicich travenim glat
Arabinoxylany steji jako R-glukany a dalSi slozky rozpustné viadknimysaiji
pocit sytosti, sniZuji fijem potravy a tim i celkovy energetickyijpm (STRATIL
1993).

Z téchto divodi jsme se rozhodli arabinoxylany ze surového R-giuka

neodstréovat, naopak jejichifznivych vlastnosti vyuzit.
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Predmét uzitného vzoru

Surovy R-glukan z obilnych surovin isolovany &nene a ovsa (viz név
predkladany uzitny vzor na potraviisou surovinu se zdrojem R-glukgrpodle
uzitného vzorw. 18765 z 4. 8. 2008 argvedeny do formy viskézniho roztoku
ultrazvukovou desintegraci ve wode snisi se stejnym mnoZzstvim surového
houbového R-glukanu ze substratu pistpvani hlivy Ggténé gevedeného na
viskdzni roztok stejnym Zisobem (viz no¥ predkladany uzitny vzor , Vyroba
surového R3-glukanu z plodnic houby Hlivaiitsta nebo ze substratu péspovani
hlivy Usti¢né”) v pontru susin 1:1, okyseli seipavkem 2 g kyseliny citronové na
1 | smesi, pida se 3 ml jahodového aroma fy. METAROM, Tabor lzbl 4835, 2
ml 4 % vodniho roztok@erveného barviva , jahoda“ do zmrzlin fy. AROCCO
Praha na 1 | sisi a obohati se 50 g fruktdzy/1 |. Ssrse stéi do lahve a pasteruje
se 15 minut p 95 °C. Dodava se v lahvich nejlépe objemu 100sratiketou,
udévajici obsah celkové susSiny a obsah suSiny egtko 3-glukai (obilnych i
houbovych) v 100 ml.

Roztok je mozno pouzit i k @ni Zelatinovych kapsli s dennim mnoZzstvim

minimalré 3 g susiny 3-glukariden.

Informace pro obchodni sféru

,Vyrobky z ovsa a jeémene*

Vyrobky z ovsa jsou z hlediska lidského zdravi wesoe®ny uz davno. Znamy
lécitel far& Kneipp povaZoval ovesny napoj s medem za vynik&ic pro osoby,
zotavujici se z&fkych operaci, chorob, ale také pro neurastenikyy@rpané
jedince — & z divoda fyzickych ¢i psychickych. Cesky I&itel Petr Mikes ze
SumavskychCestic n#l svij predpis na posilujici ,ovsovku“ a pokiaval tak
v myslenkach l&tele Kneippa. Usfch ovesnych produktv p&i o lidské zdarvi
vSak nesstal jen vzajmu lidovych &iteli, ale vyvolal i zajem &deckych
pracovi§ ziskaly vyrobky z ovsa jako prvni potraviny v U$®voleni, aby na

jejich etiketach s byt uvadn jejich zdravotni finos — snizeni rizika sréie
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cévnich chorob. ¥ecké prace totiz prokazaly, Ze konzumace wvyiioblovsa
snizuje krevni hladiny celkového a LDL cholesteralyi tom neovliviiuje hladinu
Z&douciho HDL cholesterolu. Pagidse zjistilo, Ze vyrobky z ovsa maji rotn
schopnost sniZzovat hladinu glukdzy v krvi a stasajtak vyznamnou slozkou diety
pii cukrovce.

Ucinnou slozkou vyrobk z ovsa, kterd ma vliv na tak zavazna oneriocn
v obdobi prevence i jiz probihajici choroby, jspiglukany. Pozdji prokézaly
pokusy na zvatech, ze3-glukany maji dalSi @lezitou vlastnost: jsou antinutriim
faktorem, ve sevnim traktu bobtnaji, zvySuji viskozitu traveniaytim zhorSuji
pohyblivost Zivin i travicich enzytn Tim zhorSuji moznost vyuziti Zivin, zejména
tukd. p-glukany, vlastd smiSenép-(1—3),(1—4)-D-glukany jsou polysacharidy
tvorenép-D-glukopyranosou, ktera je asi ze 30 % vazanaagighckymi vazbami
(1—3) a pevazr vazbami (34). Pati mezi tzv. ,neSkrobové polysacharidy*
ozna&ované jako NSP (non-starch polysacharides) a jsgagmvané za vlakninu.

Celkovy obsahp-glukami v ovsu kolisa #Sinou v intervalu 2,4-4,2 % hm.
v suSirg. Z toho rozpustnyctp-glukani je pamérné 80 %, ale interval je dosti
Siroky (65-90 %). Obsaf-glukam v ovsu je zavisly fedevSim na oddé. Krome
odridy ma na obsaRB-glukani prokazatelny vliv také soubortigné-klimatickych
podminek, Urove hnojeni nikoliv. B-glukany ovsa (ale i jgmene) majifadu
piiznivych &inka ve vyziw, které jsou charakteristické pro vlakninu, omezuji
riziko vyskytu rakoviny tlustého #&tva, jsou prevenci proti cukrovce, z&cp
obezi€. Na druhé stransnizuji vyuZzitelnost Zivin a tim snizuji nutni hodnotu
pfijimané potravy. To rize byt zn&na vyhoda pro jedince, jejichZigm energie
v strav je vySSi, nez vydej. Tedy pro jedince s omezengmypem, pro duse¥n
pracujici, pro vSechny, Kiemaji sklon k otylosti.

vyznamnou vlastnostp-glukami a divodem, pré jim je wnovano tolik
pozornosti, jsou jejich fyziologickéinky. B-glukany paiti do skupiny fyziologicky
acinnych latek, které se soubéroznauji jako modifikatory biologické odpadi
(biological response modifiers, BRMs). Modifikatotyiologické odpovwdi lze
podle mechanismu ¢inku rozclit v zasad na dw skupiny — cytokininy a
imunomodulatory, ovlisujici funkci imunitniho  systému, du pozitivrné
(imunopotenciace) nebo negatévfimunosuprese). Mezi mnoha dosud znamymi a

vyzkouSenymi imunomodulatory prvé skupiny zaujimajyznamné misto
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polysacharidy izolované #iznych rostlinnych druln Do této skupiny néalezi -
glukany.

Vlastni historie pouZiti polysachatid jako imunomodulatdér saha do
¢tyricatych let minulého stoleti, kdy Shear se spolopvaiky popsal latku —
z kultury Serratia marescens, ktera zisobovala nekrozu tumibr pozdji tato latka
(tzv. Sheaitv polysacharid) byla identifikovana jako & i polysacharid,
obsahujicich hlavnfettzec z D-glukanovych a D-manozovych zhytkdzanych
(1—3) glykosidovymi vazbami.

Patatky vyzkumu B-glukami spadaji do Sedesatych a sedmdesatych let
minulého stoleti. V historiip-glukam Ize vystopovat dv linie, vychézejici
z odliSnych vychodisek, ale post@prkonvergujici: prvni probihalai@devsim
v USA a také v Evrafy druha v Asii, pedevSim v Japonsku. Vyzkufirglukan
v euro americkém prastdi vychazel z poznaiko imunomodul&nim &inku
zymosanu, coz je sfa polysacharidl izolovana ze sh kvasinekSaccharomyces
cerevisiae. Fi hlubSim zkoumani byl jako primarnicina slozka identifikovan
praw p-glukan.

V Japonsku Ig-glukanu dosgli ponékud odliSnym zpsobem. V asijské
medicirt ma velmi dlouhou tradici konzumacéznych |€ivych hub (shiitake,
maitake, reishi a dalsi). Podobnym zkouménim biologgh efekfi, zejména
antikancerogennichc¢inka téchto hub byl opt jako hlavni picina nespecifické
imunomodulace zaji&h B-glukan.

Hlavni imunofarmakologické aktivitys-glukani zahrnuji zvySeni rezistence
hostitele W¢i virovym, bakterialnim, fungalnim a parazitarninmfekcim,
protinadorovy efekt a prevenci karcinogeneze aofadiektivni @inky; v Japonsku
se vyuziva fungalnict-glukani (lentinan, schyzophyllan)fip lécb¢ rakoviny
Klinicky. Je znama projektivni role3-glukani viaci genotoxickym  dinkam
nékterych protirakovinovy l&v.

V posledni dob se roviZ prokazalo, Z@¢-glukan nize mit vyznamny efektip
profylaxi nasledi pouziti biologickych zbrani, fpdevSim nakazy anthraxem.
Vyznamny je dinek obilovin (j&men, oves) a jedlych hub, dany obsahpm
glukani, na sniZzovani hladiny sérového cholesterolu arnjéte lipoproteinu,
vedouci ke sniZzovani rizika aterosklerézy a oner&woicrsrdce. Je znamo, Ze
obilniny, houby a kvasinky podporuji tevni motilitu a mohou byt vyuZzity

k zlepSeni intestinalnich potizi, zejména obstipacestravitelné p-glukany
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piedstavuji vyznamnou slozkéchto latek, mohou rowz modulovat mukosalni
imunitu stevniho traktu. V centrdlnim nervovém systérfitglukany aktivuji

mikrogliové buiky; mikroglia hraji vyznamnou dlohu fip ochraré pred

onemocgnim Alzheimerovy choroby nebo AIDS.

Mozné &inky B-glukanmi v makroorganismu jsou tedy velmi rozmanité a
zasahuji nejen imunitni systém, prapddobré je vSak ¥tSina popsanychdnki
uréitym zpisobem s funkci imunitniho systému vigemére spojena. V projevech
biologické aktivity B-glukanmi se nejvice uplauji makrofagy, které jsou
povazovany za zakladni vykonné iy v obrag hostitele proti bakteriim,

prvokim, virim vice bugénym klonim.

Zavérem tedy mizeme poznatky g-glukanech shrnout takto:

1. Co jsoup-glukany?

Jsou to polysacharidy, které flatmezi hemicelulézy, tedy vlakninu.
Nekteré z nich jsou rozpustné, jiné nerozpustnéjfitwedy rozpustnou i
nerozpustnou vlakninu. Jsaazeny do skupiny neSkrobovych polysacharid
(NSP), a protoZze zhorSuji vyuziti Zivin, fHataké do skupiny antinutmich

polysacharid. B-glukany ovesnych otrub se nazyvaji ,ovesna guma"“.

2. Jaké jsou jejich Winky na lidsky a zvifeci organismus?

a) Pusobi vyssi viskozitu a objemievniho obsahu a tim:

1) se snizi pohyblivost substiiatravicich enzym i emulgujicich Zldgovych
kyselin, a tak se zhorSi podminky pro kontakt srpleem stevni mukozy a
pro vstebavani Zivin.

2) snizuje se moznost styku reéalkch slozek ve #tvech, ¢etnt emulgace
tuku, tim klesa jejich vyuzitelnost, pokud jsou nasy&eim vice.

3) sniZzuje se fijem potravy omezenim hladu, zvySuje se &gm vody,
zvySuje se obsah vody ve vykalech, horSi vyuziingech Zivin (nejen
tuki) vede k poklesu hmotnosti.

b) S travicimi enzymy tvid komplexy, a tim snizZuji jejich aktivitu. i3ledkem

je ot vetSi pokles vyuzitelnosti Zivin stravy.
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c) Meéni se mikroflora tenkého isva — mnozi se bakterie, které zkvaSuji
sacharidy nackavé mastné kyseliny. Tim mnoZstvi vyuZitelnychhsaici
v organismu klesa. Proto klesa také obsah krevrikau (glukozy).

d) Dochéazi ke zvySené sekrectestni mukdzy, gejme jako disledek zvysSeni
viskozity stevniho obsahu. Tim se zvySi odpd@givtransportu nepolarnich
Zivin pres vodni vrstvu na povrch epiteludavetSenim jeji tloudky nebo
kombinaci se z#mou fyzikalre-chemickych vlastnosti slizové vrstvy.tie
dojit ke zménam morfologie sevnich kiki a mikroklki. Disledkem je ot
ztizené vyuziti Zivin potravy.

e) Vliv na metabolismus tukvede ke sniZeni hladiny krevniho cholesterolu.
To se uplatuje jako prevence cévnich, cévmozkovych a céwhsrdenich
onemockni. Proto vyrobky z ovsa byly v USA prvni potravjikgeré mohly
byt na etiketach iifmo ozn&ovany jejich zdravotnimifnosem — snizenim

rizika srd&ng-cévnich chorob.

3. Jak sep-glukany rozkladaji?
V rostlinnych materialech jsou p@mmé rychle rozkladany hnedidmi

enzymy:

endo$-(1—3), (1—4)glukanazou

endo$-(1—3)glukandzou

B-glukosidazou

Proto g vyrobé musi byt tyto enzymy rychle inaktivovany vysSiltgpu.
Ta je vSak po uitou dobu nutna, aby doSlo k hydrolyze frakce ghika
vazanych na proteiny karboxypeptidasami. Tato fajec nerozpustna a vaze
tak zn&né mnozstvi aktivnicf-glukan.

V ZivociSnych organismech, kde rozkladané enzymy nehwhjije skupina
B-glukani naopak velmi stéla. ProtoZe podporuji&hwé procesy, mohlo by to
u jedindi se zastlivym onemocwnim vyvolat nezadouci komplikace a

problém, jak pebytek B-glukani z organismu odstranit. To vSak jeri p
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injekénim podani. U oralni cesty toto nebefipaehrozi —p-glukany tlem

volné prochézeji.

4. B-glukanim ovsa a j€mene jsou Fibuzné p-glukany kvasinek, plisni a
vysSich hub.
Ty maji navic dinky antibakterialni, antivirélni, antikoagdlda a hlavi
antikancerogenni. Posiluji imunitni systém a infiilbiist nadodi. BohuZel -

glukany ovsa a jamene tyto vlastnosti nemaji.

3. Navrh na uzitny vzor

.Beta-glukanové knedlicky ve Svestkové oméce*

Uvod
Véazeni zakaznici, na trhriphazi novy vyrobek, ktery patuz do skupiny tzv.

»funk¢nich potravin®“. Ty by Vas gy nejen nasytit, ale aktienpiispét k zlepSeni
Va3eho zdravi. Einnou latkou jsou v novém vyrobku beta-glukany. Nenzadna
chemie, ale zcelaifpozené, pirodou vytvdené latky, které jsou vlastrvlakninou
(jsou to neSkrobové polysacharidy) a maj sgdeckymi studiemi bohatdolozené
vlastnosti: Snizuji obsah cukru v krvi a gaar¢ snizuji hladinu cholesterolu v krvi.
Chréani nas tedy proti cukrovce i proti aterosklerézdalSimi cévnimi chorobami.
Beta-glukany jsou obsazeny vét§im mnozZstvi v &kterych odfidach ovsa — ale
jen v podpovrchovych vrstvach obilky a dkterych odéidach j€mene. Maji i dalSi
vyznamnou vlastnost: omezuji vyuziti tula cast€né i cukmi v organismu, pat
proto mezi tzv. ,antinuttini faktory“. To znamena, Zeipdostaténém @Fijmu (3 g
denré) mohou zabranit tomu, abychom ztloustli. Bohukehto efekt byl ¥decky
dokazan jen na zkdtech, na prasatech aubezi. Experimenty s lidskymi
konzumenty zatim uwejrény nebyly.

Necekejte ale, Ze kdyZ si koupite 1x z&sit nasSe3-glukanové knedtky, Ze
Vam hned klesne cukr nebo cholesterol, nebo Zermwkohubnete. Wezité je, aby
piisun do organismu bylidba maly, ale dlouhode&j§i. Protoze H neustélé
konzumaci naSich knedki by se Vam gejedly, stidejte je s#iznymi pokrmy

Z jecné mouky, jénych a ovesnych viek. V Maroku, Etiopii, AlZiru, Irdku a
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Afghanistanu je spé¢éba j€mene vysoka, a proto vyskyt civilig@ich chorob je
nizky. VCR se zatim naifmy konzum spdebuje jen 0,5 % produkcedjmene a
jeénou mouku u nas budete obtZzshart. Ale snadno si ji fipravite rozemletim
jeénych krup, krupeki lamanky naitistivém mlynku kazdého kuchgkého robotu.
Ale pozor! Nepouzivejte krupici atskou krupéku, ty jsou z pSenice!

Zawrem lzefici jen to, Ze citat F. O. Po#&p(1753-1805) ,Jé&men na pivo,
pSenice na koté, oves pro ka¥f uz davno neplati. Americkyiéd pro kontrolu
potravin a l€iv (FDA) pro zdravou vyzivu dopotuije pouze dva druhy ceredlii —

oves a jémen.

B-glukanové knedlitky ve Svestkové omé&ce — pracovni postup

Na sucho se smisi $813,2 kg jéné mouky, 0,8 kg bilkovin@-glukanového
koncentratu (viz v dalSim textu uzitny vzor : ¢deenova biorafinerie s vyrobou
proteinof-glukanového koncemtratu k vyrdbfunkénich potravin, kvastné
bilkoviny, bioetanolu a krmiva pro skot autez“), 0,15 kg kukticného Skrobu
,Gustin“ fy Dr. Oetker, 0,10 kg soli, 0,12 kg kifpiho prasku fy Dr. Oetker.

V misicim stroji se fida snés 20ks rozSlehanych vajec, 300 ml skkmieového
oleje a 5 kg nkkého tvarohu.

Po homogenizaci se ssvpusti do knedikovate, po vytvdeni knediéka se
vyrobek umistny na dr&nych sitech uv@ v parnim vaéaku parou Bhem 7-10
minut.

Hotovy vyrobek se plni do finlednych termoplastovych misek spolu se
Svestkovou om#&kou tohoto slozeni: 1,2 kg Svestkovych povidel, &g cukru
krupice, 3,75 | vody, 15 g kyseliny citronové, 30ndeté skdice, 25 g celych
hiebickd, 0,6 | studené vody s rozmichanym malinovym puotygn prdSkem Dr.
Oetker v mnoZstvi 140 g.

Om&ka se rozvé po dobu 10 minut a za horka se pini do&eldého prostoru
obalové misky knedtka.

V plnicim stroji se miska naplni dusikem a zaveeprodysa foliovym vikem.

Po zchladnuti se vyrobek skladuje v chladi¢irskpti teplot do + 10 °C.

41



Predmet posledniho uzitného vzorfirglukanové knedtky, byl jiz vyzkouSen
v praimyslové vyroks JEDNOTY v Tyr¢ nad Vitavou s vynikajicim vysledkem.
Vyrobek byl balen v 250g davkach v ochranné atnfestd, a byl z&azen do
pokusného prodeje. Bohuzel jeho vyrobni cena byl&lmolik korun vyssi nez
vyrobku ,Babtciny knedliky” t.j. vyrobku z tvarohoveéhoésta bezp-glukan.
Z&kaznici na letdky s vystlenim vyznamup-glukam pro vlastni zdravi nedali
nebo je ohtZovalo tyto tiskovinyist — zajem o vyrobek neit ackoliv chutove a
senzorické hodnoceni na vystazEME ZIVITELKA v Ceskych Budjovicich
vIétt 2010 dopadly vyborh Podle mikrobiologickych zkouSek poZzadovana
trvanlivost vyrobku (pt tydni) byla vice nez dvojnasobna, ale zakaznicky nezajem
nedovolil vyrolE potravin JEDNOTA zahdjit dZnou velkovyrobu. Ostatn
v sowtasné dob propadl nezajmu i srovnatelny vyrobek bpzmlukani a je

vyprodavan s 50% sniZzenim prodejni ceny.

4.4. Stanoveni molekulové hmotnostB-glukani viskozimetrem dle
Ubellohde

Uvod
Viskozita kapalin (i plyd) se projevuje  jejich toku a vys¥tluje se pedstavou o
posouvani rovnaiZznych vrstev kapaliny,ipkterém se uplauje vnitni t'eni mezi

témito vrstvami. Viskozita kapalin jgadow vétSi nez u plyn a je charakterizovana

koeficientenm. Vyznam tohoto koeficientu jegimy ze vztahu:

du
f =nA—
7 dx

f = sila, ktera udrzuje rozdil rychlogtt [cm/sek] mezi rovno&Znymi vrstvami
kapaliny o stykové ploSA [cm?], jeZ se po sabposouvaji ve stejném sm a jeZ

jsou od sebe vzdalerdx [cm] (BRDICKA 1952).
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ProA = 1 cnfa (du/dx) = 1 . sétse tato sila rovna préwkoeficientu
viskozityn, jehoZ jednotkou je poise, t.j. dyn. secfcReciproka hodnota viskozity
1
udava tzv. fluiditu” kapaliny, jejizZ mirou je kaefent fluidity ¢ = ; .
Na vnittnim teni zavisi objem kapaliny/, ktery protée kapilarni trubici o
délcel a polongru kapilaryr zacast pri tlakovém rozdilu na koncich kapilaR)

Na zaklad predstavy, Ze kapalina proudi trubici v koaxialnidicevych vrstvach,
kterym gibyva na rychlosti od 8ty ke stedu trubice, odvodil Poisenille vztah,

ktery je znam jako PoiseniN zakon:

_t nPr
TV 8l

Umoziuje stanovit koeficient viskozity.

Viskozita kapalin se gmi ponerné znané s teplotou. Zranu viskozity kapalin

s teplotou lze vyjéit epirickym vztahem:
A
logp=—+B
T

kdeA, B jsou individuaini konstanty pro danou kapalinu.

M¢éteni viskozity podle Poisenillova zdkona Ize provést Ze se &t objem
kapaliny, ktery prot&e za utity ¢as standardni kapilarou (se znamou délkou,
polomgrem) @i znamém petlaku.Castji se ale provadi gteni relativni, pi kterém
se stanovi pogm viskozit dvou kapalin. Je-li viskozita jedné zeow;ravanych
kapalin znama, vyplyva z ¢eného poréru viskozit viskozita druhé kapaliny.
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K méfeni se pouzivaji jtokové kapilarni viskozimetry, nejjednodussi je
Ostwaldiv, na mém pracovisti je poékud dokonalejSi viskozimetr dle
Ubellohdeho. Princip gfeni je stejny:

Presré odpipetovany objem kapaliny se nalije didsproje, podtlakem se nasaje
kapalina do kapilarniho ramene nad hornickoaa n#ii secas, za ktery prote
rozhrani kapaliny od horni k dolni zZft@. Viskozimetr musi byt v termostatu
s konstantni teplotou + 0,1 °C. Koeficiemtje umsrny dok t, za kterou prote
uréeny objem kapaliny standardni kapilarou a takéifipeé hmotnosti kapaliny,

protoze petlak zde je dan jejim hydrostatickym tlakem:
n=Cst

kde C je konstanta, zavisla na rograch gistroje. Tuto konstantu Ize stanovit pro
kazdy konkrétni fistroj z n&éteni, provedeného s kapalinou o znamé viskorite
ji ale zcela eliminovatip srovnavani viskozit dvou kapalin. Je-li znama iaté,
pro jednu kapalinu, jejiz specificka hmotnost§gea doba pitoku t, plati pro

koeficient viskozityn srovnavané kapaliny:

St
= —
=1, So U,

Za standardni kapalinu I1ze€Zn¢ pouzivat vodu, jejiz viskozitaip20 °C je 0,01
poise.

Misto absolutni viskozity s&asto udava viskozita relativni, vztahujici se
k viskozit vody a ta se klade rovna 1.
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Metodika

Viskozita Zedénych roztok polymef je za stalé teploty v prvémiiplizeni
zavisld pouze na délceettzce, na molekulové hmotnosti makromolekul.
Viskozimetrickych néfeni lze tedy vyuZit i pro stanoveniupirné molekulové
hmotnosti vysokomolekularnich latek.

Pouziva se k tomuétSinou stanoveni absolutni viskozity kapaliny podle

Poisenillova vzorce, ale viskozita relativmi;:

7ot
Te=p "1,

Relativni znéna viskozity, vyvolana rozpudtim rejaké latky v rozpustidle, se

oznauje jako ,specificka” viskozitas,

_11=1,

0

1 1.1

Pro roztoky linearnich polymérplati Staudingéiv vztah mezi specifickou

viskozitou roztoku a molekulovou hmotnosti rozgngho polymeru:
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kde je
Nsp= Specificka viskozita roztoku
C = koncentrace roztoku (g/l)
M = primérna molekulova hmotnost polymeru
M= molekulova hmotnost zakladni stavebni jednotky
P = polymerani stupe

Km= empiricka konstanta, charakteristicka pro darmkul a rozpustidlo.

Symbol Jim* nazna&uje, Ze tento vztah je platny jen v extrématedsnych

]

roztocich. Proto se hodnoty c zmefené v ¥ednych roztocich, graficky

extrapoluji na nulovou koncentraci. Takto ziskargzmi hodnotaﬁmﬁ, ktera

c-0

se oznauje jako ,vnitni viskozita[n]“, se pak pouziva k vygtu polymeraniho

stupre.

Pracovni postup

1. 5 bartk oznait ¢isly: 1, 2, 3, 5, 7 (znamend to koncentraci v g/l).

2. Do kadinky 1 navazit 0,05 grglukanu.
Do kadinky 2 navazit 0,10 rglukanu.
Do k&dinky 3 navéazit 0,15@3glukanu.
Do kadinky 4 navazit 0,25p3glukanu.
Do kadinky 5 navazit 0,35p3glukanu.
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. Do v8ech kadinekipit asi 30 ml destilované vody teplé 20 *QBalukan

rozpustit.

. Obsah kadinek kvantitatiénprevést do odrrnych bagk a destilovanou

vodou doplnit na 50 ml ke ztee.

. Viskozimetr se nejprve proplachne vodou.

. Postranni trubice viskozimetru se u#avprstem¢éi gumovou hadikou
s tlatkou) a vodni vy¥vou se prosaje viskozimetrem &l g KM,O4v 100
ml konc. BSQO,.

. Viskozimetr se pakdkolikrat proplachne vodou. Na povrchu skla se nesmi
tvorit kapicky, ale souvisly vodni film! (Misto s KMDs + H,.SO, je mozZno

pracovat s teplou vodou s Jarem).

. Viskozimetr se nesuSi. Pokud se snim hned negradcak se naplni
destilovanou vodou a polozi se do stojanku. Seaskgm se da do
termostatu p 20 °C.

. Mgfeni:

a) Nejdiive se mdfi cisté rozpustidlo. Pipetou se odih do
viskozimetru tolik vody, aby batka pod kapilarou byla napina
asi do 2/3, ne vice.

b) Na rameno s kapilarou se nasadi gumovackadiprstem se uzéy
bocni tenké rameno a kapalina (voda) se nasaje az ldarét mensi
baniky.

c) Prestaneme sat, tim se odtrhne spodni hladina, odsiahadiku a
zmefime cas, kterého jeiéba k péichodu hladiny kapaliny mezi
obdma ryskami viskozimetruCas se n¥i s pesnosti 0,1 sek. &

se 5x, bere se fpmer.
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10. M¢éteni roztok:

a) Odnerna baika sroztokem 1 se prepe, rkolika ml roztoku se
viskozimetr proplachne. Pak se to opakuje dalSigkolika ml
tohoto roztoku.

b) Viskozimetr se naplni roztokem 1 stejnym postupdwery byl
popsan u vody (viz 9. a,b,c).

c) Pak se mii roztok 2, 3, 4, 5, 7 a vzdy se novym roztokem

viskozimetr 2x proplachne. Na myti se uzije 2xJ&sml roztoku.

11. Vypocet:

a) Z praméra vytokovychc¢asi vypacitame relativni viskozituyel:

ot
I7re| tO

t = doba vytoku roztak

t, = doba vytoku vody
Tu vypatitdme pro vSechny roztoky,1, 2, 3,4,5a7.

b) Nyni pro vSech 5 roztdkspaitame specifické viskozitysy.

Nsp — Nrel— 1
c) Nyni vypaiitame hodnotu podilu”—Sp pro vSech 5 roztak Tedy:

Ne Ny 15 1 1
1 2 3 5 7
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d) Sestrojime graf:

Graf¢. 1: Graf ﬁ proti C (extrapolaci kiivky na C = 0 odé€teme []).
C

n,
C

¢ [9/1000 mi]

Hodnoty % pro rekolik raznych koncentraci graficky vyneseme
C

proti C, pak extrapolaceikvky na ¢ = Q tam odéteme limitni

hodnotu: [IM % = [’7]

49



e) Konen¢ vypaiteme molekulovou hmotnoptglukanu:

m

1N je limitni hodnota od#ena z grafufpc =0
K je konstanta, 11.10

M, je molekulova hmotnost monomeru

B-glukanovy monomer je toto:

Obrazelke. 3: Struktura p-D-glukanového monomeru (CHAPLAIN 2002).

tedyM,= 628
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Vysledky

Tabulka¢. 3: Porovnani vysledki méreni molekulové hmotnosti 10 vzork
zraznych  vyrobnich  Sarzi p-glukanid  zjeémenové  biorafinerie
viskozimetrickou metodou s vysledky objednanych argz z VSCHT Praha,
provedenych gelovou chromatografii. (Interval spolbelivosti praméru L, byl
vypoditan pro hladinu vyznamnosti a = 0,95, smérodatnd odchylka rozpéti R

(Sg ), pron =10, k= 0,3249).

C¢islo vzorku | viskozimetricka metoda | metoda gelové chromatografig
interval interval
molekulova| spolehlivosti molekulova |spolehlivosti
hmotnost | priméru L., |hmotnost praméru L 1,
[g/mol] 10° | pro @ = 0,05 [g/mol] 16 | pro @ = 0,05
1 1,65 X 0,11 2,03 X +0,09
2 1,54 X +0,10 1,91 X +0,08
3 1,27 X +0,13 2,23 X +0,09
4 1,38 X +0,08 2,14 X +0,10
5 1,35 X +0,11 1,85 X +0,08
6 1,44 X 0,11 1,92 X +0,10
7 1,5 X +0,09 1,98 X +0,08
8 1,39 X +0,09 1,95 X +0,07
9 1,48 X 0,12 2,06 X +0,10
10 1,46 X +0,14 1,94 X +0,11
X 1,45 - 2 -
R 0,38 - 0,29 -
Sg 0,123 - 0,094 -

Analyzy jednotlivych vzork byly 5x opakovany u vlastniho stanovemd{.(= 0,51) a 4x u

objednaného stanoveni gelovou chromatogrifij£ 0,92).
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Tabulkac. 4: Analyza jednoho vzorku g-glukani z jeémenové biorafinerie
10x opakovana v porovnani viskozimetrické a chromatgrafické metody (K, =
0,3249 a k,= 0,23 proa = 0,05).

¢islo vzorku | viskozimetricka metoda| chromatografickd metoda
molekulova molekulova
hmotnost [g/mol] . 16 hmotnost [g/mol] . 16
1 1,52 2,03
2 1,54 2,08
3 1,52 2
4 1,53 2,08
5 151 2,05
6 1,52 2,1
7 1,54 2,07
8 1,52 2,06
9 1,5 2,05
10 1,52 2,07
X 1,522 2,059
R 0,04 0,1
Sk 0,013 0,032
Lo x *+ 0,01 x £ 0,02

Tabulka ¢. 5: Naméiené a vypditané hodnoty z viskozitniho néieni
k sestaveni grafé. 2,3 pro vzoreké. 1

C l7re| =t_ ,73pzl7rel -1 —=
0 C
[g/mol] [sec]

0,05 1,0125 0,0125 0,25
0,1 1,03 0,03 0,3
0,15 1,057 0,057 0,38
0,25 1,15 0,15 0,6
0,35 1,2975 0,2975 0,85

n =|im%=0,183
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17 04183

M=—"—1o =" [528
Mo 11.10"

(Kn=11.10°; M,= 628)

M=1,65.16

Graf ¢. 2: Graficky vynesené hodnoty,7 *_ proti € [g/1000ml] B-glukanu
C

na pifkladu vzorku €. 1 (M = 1,65.18g/mol).

s
C

—e—\vzorek ¢. 1

0,05 0,1 0,15 0,25 0,35

¢ [g/1000 ml]
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Graf ¢. 3: Grafické stanoveni limitni hodnoty n (|iml£) pri hypotetické
C

CcC-0

nulové koncentracip-glukanu na piikladu vzorku €. 1 (M = 1,65.18g/mol).

/7 —e—vzorek €. 1
sp

C 09
0,8 -
0,7 -
0,6 - 0,6
0,5 -

0,85

0,4 1 0,38
0,3 03

0,2 +0.183
0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,25 0,35
¢ [g/1000 ml]

(Grafy ostatnich vzorkpro Usporu mista uz nejsou v diséntgpraci uvadny).

Diskuse
Shodnost vysledk byla testovdna Lordovym testem (ECKSCHLAGER et al.
1980):

_ Xa~ X
u —
R.* R

Kriticka hodnota Lordova testu, proa = 0,05 a 10 vzorkje 0,152.

055 _

u=—=
0,67

0,82
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ProtoZe jeuU > U, Ize dospt k zawru, Ze rozdil piméri nalezeného mnoZstgk

glukani obéma metodami je ip o = 0,05 statisticky vyznamny a Ze tedyéob
metody davaji rozdilné vysledky. Jéepné, Ze viskozimetrickd metoda dava
vysledky nizSi.

Pouzita viskozimetrickd metoda zcela zjévwreni spravna, protoze v literétu
uvedené hodnoty molekulové hmotnogtglukani je¢cmene se pohybuji okolo
2.1, tedy podob#, jako vysledky stanovené objednanou gelovou chtognafii.
Ale rozpsti a smérodatnd odchylka rozpi a hlavié interval spolehlivosti giméru
mé viskozimetrické metody se od standardni metdagmatografickeé flis nelisi
a proto v souhlase se svymi Skoliteli jsem atesk zawru, Ze tuto zdlouhavou,
pracnou a zastaralou metodu v podminkach naprddié gracovist budu moci
pouzit kieSeni zmin obsahu p-glukani pifi kuchyiskych a potravingkych
technologiich. Otazka ovSem je ta, s jakou ocha@®wudu setkavatiipsnaze o

publikaci ve ¥deckych¢asopisech s IFippouziti této metody.

4.5. Jé&menova Dbiorafinerie s vyrobou bilkovinof-glukanového

koncentratu.

Navrh na uzitny vzor

~Jeémenova biorafinerie s vyrobou proteinoB-glukanového koncentratu
k vyrobé funkénich potravin, kvasniéné bilkoviny, bioetanolu a krmiva

pro skot a driabez*”

Uvod

Obilné B-glukany (z obalovych vrstev zrn ovsa a z celéhdospermu zrna
jeémene) maji ve &decké literatie mnohokrat osteny vliv na snizeni hladiny
krevnino cukru a na snizeni hladiny Skodlivého LOhizkohustotniho)
cholesterolu. Protoze cukrovka (diabetes) je nenkterd prokazateth zvysSuje

riziko pro vznik srdené-cévnich chorob (které jsou hlavniifinou smrti), steja
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jako LDL-cholesterol v krevni plasimnizka fyzicka aktivita, vysoky tlak, keéeni,

konzumace alkoholu a obezita, stres ¢ka pitna voda — jeigjmé, Ze prakticky
kazdy modernilovek v civilizované spolénosti se vSemi néfznivymi vlivy na

jeho zdravi pdtbuje funkni potraviny sp-glukany a tim spiSe je pebuji lidé

s diabetes a nemocni, Ktérpi hyperlipidemii, tj. zvySenym obsahem chateslu a

triacylglycerofi (tuki) v krevni plasmn.

Prevenci proti vzniku srde¢-cévnich chorob sam@gmé nejsou jen 3-
glukany. Velky ochranny vyznam jefipisovan také velké skupinantioxidant
z konzumované zeleniny a ovoce (vitamin E, C, lanoidy, fenolické
antioxidanty), probiotikm a prebiotikm (acidofilni mléko, kysané miéé
vyrobky, vyrobky obohacené bifidobakteriemi), fyte®iim (fepkovy olej a
panenské — extra virgin — oleje), fosfolifad (vyrobky ze saji), lignaim (chléb se
Inénymi seminky). Znény vyznam maji flavonoidy ze skupiny antioxid@anejichz
nejbohatSim zdrojem j&ervend cibule, také kapusta, z ovoce higatlka (ale asi
700x méw, nez v¢ervené cibuli).

U kazdeé latky, ma-li se vyuzit v prevenci sia&cévnich chorob, jetdezité
nutné denni mnozstvi, které musi digpjedinec konzumovat. U obilniclf-
glukani je to pamérné 3 g/den na osobu. Protoze v obilkaéhktarych specialnich
odnid jecmene je az 10 YB-glukami a v obilkach ovsa az 7 $eglukam, zdalo by
se, Ze vyroba furthich potravin §3-glukany neni zadny problém. Opak je vSak
pravdou. Specialni oddy jeémene, bohaté n#g-glukany, jsou pro ¢stitele
rizikové. Jsou to tzv. ,vaxy" s voskovym typem esdermu a bezpluché alty,
jejich vynosy jsou etelre nizsi, nez vynosydinych pluchatych odd. Odbyt pro
takovou odidu pestitel zajiSén nema a proto nechce riskovat. Navic obBah
glukani je velmi zavisly na pibéhu powtrnosti, na lokali, i na agrotechnice — i
kdyz vliv hnojeni je maly. U ovsa je situace ¢eBbrsi, neni odbyt ani prosbné
pluchaté odidy ovsa, pro tyto &ely by bylo nutno pstovat jen tzv. ,nahy“ oves,
bezpluché odmy, které jsou nd@-glukany bohatSi. Ale i zde plati pravidlo, ze
obsahB-glukan: v ovsu velmi kolisa podle lokality i éniku a proto pstovani ovsa
pro tyto Gely predstavuje v drastickych podminkach zeltiské vyroby vCR pro
péstitele neunosné riziko. Navic oves na rozdil otinjgne obsahuj@-glukany
nikoliv v celém endospermu, ale jen v subaleuroesbyypodpovrchovych vrstvach.

Proto je velmi vyhodné pouzivat jako zdfplukani jen rozemleté podpovrchové
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vrstvy ovesnych obilek, v podstabvesné otruby. Timto sfrem jsme postupovali

v ptedchozich létech a to velmi neé&Sp. V CR jsme nenalezli vhodné mleci

zaizeni pro vyrobu takového produktu a museli jsmaziyat mélo produktivni

zarizeni starych historickych mlyna pes vSechny ¢ékosti i to s nefilis
povzbudivym efektem. V zahramj nag. ve Skandinavii, je tato vyroba ze
specialnich odd zcela BZn&, bohuZel produkty dovédZené @R jsou extrémé

drahé; 1 kg Svédského Vitalbrenu se 18%lukam se prodava uipkupniki za 1

000 Kg. V ¢eskych podminkéch jsme byli radi, kdyzZ jsme alésmgaky nahy oves

sehnali, 0 moZnosti ziska&téi mnozstvi specialni oty s vyS$Sim obsaheifs-

glukani nebylo anieci.

Chceme-li VCR vyrakit z jesmene¢i ovsa pB-glukany pro vyrobu funknich
potravin a vyrobit zakladni produkt lesjgi, nez dovozni Svédsky vyrobek a
zarove zbavit sedzkosti se ziskavanim suroviny, s vysSim obsahedahilatky,
jsme limitovani takto:

1) Vyrakét lIze jen z Bzré péstovanych jémeni, ovsy jsou v podminkach
rostlinné vyrobyCR nevyhodné, i z hlediskaiptupnych omilacich technologii.

2) Na rozdil od jinde uzivanych technologii rozpé&nsta izolace-glukani
v zakladni surovieh musime jit cestou rozposgdi hlavni sowdasti obilky —
Skrobu.

3) Kromé snizeni hladiny LDL-cholesterolu a krevniho culeuznamo, Ze3-
glukany jsou antinuttnim faktorem, ktery zhorSuje vyuZiti Zivin Hjpté
stravy¢i krmiva. Bohuzel to zatim nebylo prokadzano u lalg u zviat (prasat,
dribeze) zcela jednoz&. Fxi zkrmovani krmiv s vySSim obsaherglukam
jsou @irastky hmotnosti zvat prokazatel nizSi. Zda se logické, Ze podobny
efekt Ize @éekavat i u lidi. ProtoZze zakladem ogttavacich diet u lidi je snizeny
piijem tuki a sacharitl a zvySeny fijem bilkovin, jsou rostlinné bilkoviny
jeémene k tomu €elu mimaadre vhodné, protoZe vyrovnavaji nerovnovahu
mezi ziv&isSnymi a rostlinnymi bilkovinami u otylych, kteréyto diety
pouzivaji. Rebytek ziv@iSnych bilkovin by mohl vyvolat ledvinovée
komplikace a i z hlediska hygienyat je jednoznéné zaporny.

Proto orientujeme vyrobni postup na &snou izolacp-glukani s je&nymi

bilkovinami. Biologickd hodnota bilkovin jenene je proti pSenici i kukici
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vySSi, protoZze obsahuji nizSi podil prolathia vysSi podil esencialnich,

piistupnych aminokyselin.

Pracovni postup

1) 1 kg j&mene se rozemele na hrubou mouku. Toto mnoZstvibgZé do nadrze
s michadlem aifije se 401 0,25 M NaOH.

2) Smes se micha rychlosti 1-2 ot/sek fgplot 20 °C + 4 °C po dobu 60 minut.
Pak se hruba §ma dr odctli od kapalné faze scezenim na sitvelikosti ok 0,2
- 0,5 mm.

3) Filtrat se pecerpa do nadoby obsahu 80-100 |, z hrubé mokmééjalrti se
v n&drzi s michadlemia dalSich 20 | 0,25 M NaOH, &pse 60 minut P
teplot 20 °C + 4 °C miché& a pak se cedi sitem s velikosti ok@®2mm.

4) Je&menna df se rgkolikrat promyje studenou vodou gsigavkem octa (2 — 4
%), zjisti se indikatorovym papirkem, zda uz ndkalecka, vysusi se a vyuzije
jako krmivo pro dibez.

Filtrat se spoji s prvnim filtrdtem v nadob obsahu 80-100 I, promicha se a
neutralizuje rednou HCI (1 : 2 az 1 : 3) za stalého michani&emi pH pH-
metrem na hodnotu pH = 6,5.

5) Zmeii se gesré objem zneutralizované kapaliny. (Ziyodnich 60 | setast
kapaliny zachytila v gmenné drti¢ast kapaliny naopakiipyla pii neutralizaci
kyselinou.)

Na kazdych 5 | kapaliny ségé 0,35 g bezvodého CaGl 5 ml enzymu-
amylazy typu TERMAMYL-120 (termoodolny enzym) firmyyOVOZYMES,
Dansko. Do kapaliny se vloZi tepléma zaliiva se na teplotu 95 °C. Cds je
nutno kapalinu promichat. Po dosazeni této teetkapalina udrzujeifip95
°C celkem 60 minut (pouze ggrusenim na promichani).

6) Po této dob se kapalina necha va@mzchladit na teplotu 20 °G 10 °C.

7) Po ochlazeni se za stadlého michaniespého réreni pH neutralizuje HCI (1 : 2
az 1 : 3) tak dlouho, az se dosahne hodneggmp pH = 4,5. Necha se v klidu
do druhého dne.

8) Druhy den se v kapaknobjevi vysrazené bilkoviny. Na kazdych 5 | kapalin
s vysrazenymi bilkovinami sefigd 5 | benzinem denaturovaného lihu (96 %),
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promicha se a zchladi na teplotu 4 °C, ktera sewel24 hodin. (V alternatév
b Ize bilkoviny oddlit dalSi filtraci.)

9) Vysrazi se gumovitd hmota, kterd se spolu s jizdgenymi bilkovinami oddi
filtra¢ni plachetkou. Skile se os¥dcila i letni damska puiocha, rozstzena a
pietazenda fes velkou sklegtnou nalevku. Ma vyhodu v tom, Ze gumovfié
glukany a arabinoxylany se na ni nelepi a dokosaleddluji. Z filtratu se
pouZzity lih regeneruje destilaci v destilékolorg, cukry z roz&peného Skrobu
se zkvasi a vydestiluje se novy etanol.

10)VIhka hmota se zvazi, stanovi se obsah susiny.seugisusarhpii 105 °C, pak
se sucha hmota mele v mlynku, nejlépéistivéem mlynku (mlynky na kavu u

béZznych kuchyiskych robot).

Pribuzné uzitné vzory
Vyzkumny Ustav potravirtdky, Praha:
Uzitny vzor 20056738 s nazvem: Potraviny s bezptacfecmenem.

Urad pamyslového vlastnictvi, Praha.

Vysledky
Tabulka ¢. 6: Slozeni vzorku pouzitého j€émene v susSig [%] (odrada:

BLANIK).

Skrob 60,0
bilkoviny 13,0
N-latky rozpustné 2,0
celuloza 5,0
pentosany 9,0
B-glukany 3,5
nizkomolekularni sacharidy (sachar6za, maltéz&dgla, frukt6za) 2,5
tuky 3,0
mineralni latky 2,0
celkem 100
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Produkt v mnozstvi 13,4 % sufiyodniho mnoZstvi rozemletéhaeene obsahuje
81,1 % bilkovin a 18,9 98-glukani. Denni nutna davka tohoto produktu je 15,9
g/den pro 1 dosfou osobu.

Dilezité upozorréni

Nejlepsi surovinou pro tuto technologii jsodrjeeny, ozn&vané jako jgmeny
potravindské, maji vyssSi obsah vlakninyBiglukani. Méné vhodné jsou odidy
jeémene, které se azuji do skupiny jgmeni pramyslovych (k vyrok whisky,
Skrobu, etanolu) a §eneny sladovnické. NejhorSi surovinou jsodneny krmné,
které maji vysoky obsah bilkovin a nizky obgablukani. Ale i z £chto j&men
Ize B-glukany uspsre vyrabst, jestlize v bod technologického postupti 8 pred
piidavkem lihu zgadime dalSi filtraci plachetkovym filtrem a adidne vysrédzené
jeéné bilkoviny. Tim sice koray produkt ztrati bilkovinovowast bilkovinoB-
glukanového koncentratu, coz podle naSeho nazogkgea, ale koncentrade
glukani v kon&ném produktu se prudce zvysi na hodnotu 80 — 90e¥o vy&Zzek
bude samazjm¢ mensi, zhruba 20 % obvyklého mnoZstvi. Ale demntihéd davka
pro osobu a den se naopak podstamizi a bude se pohybovat v intervalu 3 — 5
g/den pro 1 dosfou osobu.

Pti realizaci vyroby je nutno si @domit, Ze podminky extrakc@-glukan a
piitomnost arabinoxylahjako lepivych, viskdznich roztdkvyZzaduje znénaredni
a tim manipulaci se ztaymi objemy kapalin. Vyplyva to z tohotdikladu:

Kdybychom zpracovali 100 kg nami pouzivanéharjene ,, BLANIK*, dostali
bychom asi 1200 nutnych dennich davek pro 1 osalSeho kon&ného produktu.
Ale kjeho izolaci bychom manipulovali se 72000 trakéniho roztoku, to
znamena, Ze bychom pro zpracovani tohoto mno&sivigne najednou pigbovali
extrakéni nadobu 1 (viz schéma) o objemu nejinéA nt a nadobl. 4 o objemu
dokonce 100 fit Je tedy rejmé, Ze vyrobni postup je nutno organizovat jako
periodicky kontinuélni a vychazet z moznosti vymb¥ kazdém fipac jde ale o
vyrobu velkokapacitni.

Také regenerace a vlastni vyroba lihu z cukernymhtokii, které vznikly
rozSepenim j€éného Skrobu enzymatickou cestou, je velkokapad#mnizpracovani

100 kg jémene najednou je v srazeci kapalihruba 50 m lihu, ktery se stale
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regeneruje na destdai kolorg. ProtoZe alkoholova v§tnost Skrobu ) praimérné
kvalit¢ prace je 60 %, Izecekavat, Ze f zpracovani 100 kg ¢enene v nami
pouzité kvali¢ Ize ziskat 60 x 0,6 = 36 | 100% etanolu, tj. 3R6% lihu. Z tohoto
mnoZstvi asi 50 % doplni technologické ztraty Iftiusrazenf3-glukan a Ize proto

pocitat jen s prodejem 15 — 18 | 96% lihu na 100 kgezpvaného Emene.

Obrazeks. 4: Vyrobni schéma j&menové biorafinerie.
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4.6. Degradaces-glukanu technologickymi operacemi

Uvod

Molekulovd hmotnostp-glukami vyznami ovlivniuje jejich fyziologické
(cinky a to gredevSim z hlediska prevence nadorového one&nécsamorejme
kromé dalSich faktok nag. stupré vétveni (VELISEK 1999). Z literatury jergjmé,
Ze kZzné technologické operace v potravsk®m ptimyslu i @i kuchyiském
zpracovani produktz jemene a ovsa B-glukanovych hub (hlivy UBtné) jako
peteni, jakékoliv kynuti dsta, pasteurizace, extruze vedou k degradaci miokeku
hmotnosti pitomnych B-glukam. Jakykoliv fermenténi proces ma z tohoto
hlediska ¥tSi (£inek, nez pouhétsobeni vysSi teploty, napri vareni¢i smazeni.
Degradace molekulové hmotnoBtglukani je tim WtSi, ¢im je surovina a obsahem
B-glukani jemreji mleta a¢im doba pipadné fermentace zpracovavané suroviny je
delSi (AMAN et al. 2004).

Literarni p ¥ehled

Degradace molekulové hmotnogtiglukam je ténet vzdy spojena s jejich
enzymatickymi  pemgnami (WESTERLUND et al. 1990), které jsou
v potravindském pamyslu i v domaci fipraw stravy prakticky vSudyjtomnosti
hydrolytickych enzymi z prirodnich  surovin  (SUNDBERG et al. 1994;
ANDERSON et al. 2004; TROGH et al. 20004). Enzyuiatihydrolyza je velmi
shadna a fize probihat nejencinkem typickych hydrolaz &picichp-glukany, ale
i bakteriemi mléného kvaseni (AMAN et al. 1990) a celulazami praz@daymi
Trichoderma resei, jejichz sodésti je vzdy také endo-1ptglukanaza
(AJITHKUMAR et al. 2006; ROUBROEKS et al. 2001). thktu p-glukanazy lze
potlit kyselinou mlénou v kombinaci se zvySenim teploty (RIMSTEN et al.
2002; HARALDSON et al. 2004), ale enzymaticka akdivsnesné populace
mikroorganisni podpdena vijSimi vlivy (vlhkosti, teplotou) je vzhledem
k hydrolyze B-glukani aZz neu¥iitelnd. Byly nap. zjiStny ztrdty molekulové
hmotnosti uz Bhem technologické operace izolace Skrobu c¢mpne
(ANDERSSON A. A. M. et al 2001). Lzé&ici, Ze obec# polysacharidy jsou

vSestrantt vyhodné substraty pro néargjSi enzymatické reakce (AMAN et al.
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1999). Posledni vyzkum vSak ukazal, Zze vyznam nubde¥é hmotnostp-glukam
ve spojeni s jejich fyziologickouc¢innosti byl gecaiovan a Ze i nizkomolekularni
B-glukanové polymery jsou fyziologicky¢inné (NOVAK 2007; FRANK et al.
2004). Problematice zn molekulové hmotnostp-glukani v technologickych
potravindskych operaci seénuje hlavig kolektiv autoti Per Amana (AMAN et al.
2004) ze Svédské University zeddlskych wd v Uppsale. Zjistili, Ze dochazi
k rozsahlé degradaci molekulové hmotnogtiglukani pii vyrobé téstovin,
livancového dsta, polévek, f) peceni smazeni, ¥ani i duSeni, v zavislosti na
velikosti zrna zakladni suroviny (hladka mouka jerdh, nez hrubd), na délce
piipravy, na teplat operace, na vlihkosti zpracovavané hmoty. Obetin teploty
je vyrazré mensi, nez vliv dlouhodobého stani vihkého zpraeamého materialu
pii nizké teplot. Pe&eni, smazeni, ¥ani a duSeni négobi tak velkou degradaci
molekulové hmotnostip-glukani, jako jakykoliv kvasny proces, jakakoliv
fermentace. Degradaci molekulové hmotn@sglukan v ovsu i j@meni nef@sobi
fyzikalni upravy (mleti, vyroba vitek, koncentrdt otrub) a dokonce ani extruze.
Na druhé strah pasteurace jableych $av, vyroba jemného pwa a jakékoliv

operace s delSi manipulacisobily degradadi-glukan.

Metodika

Bylo pripraveno zakladni kynuté kalavé €sto pro vyrobu kynutého kaia (30
g drozdi, 200 ml mléka, 150 g cukru, 400 ¢ mouky, 60 g masla, 1 vejcd) a
50 g p-glukanového koncentratu zéjaenové biorafinerie). &to bylo kynuto 40
minut @i teplo 30 °C, pak pouzito k uloZzenfifb °C.

Dale bylo gipraveno zakladni nekynuté kotvé tsto (400 g jené mouky,
150 g cukru, 120 g masla, 2 vejce, 250 ml mlékag &49priciho prasku do péva,
siul, 50 g B-glukanového koncentratu zéj@aenové biorafinerie). Po protteni
surovin bylo &sto ulozeno P teplok 5 °C.

Kynuté €sto (KT) i nekynutédsto (NKT) bylo rozdleno do &chto variant:
Hned po vyrob sterilizované (S).

Nesterilizované (NS).
S pivodnim obsahem vody (PV).
S pidavkem 10 % hm. vody (V+).

A\
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V téstt béznym extraknim postupem pro obilné extrakty (RIMSTEN 2003)

byly

izolovany B-glukany a

stanovena

jejich

molekulova

hmotnost

viskozimetrickou metodou, popsanou feg@eslychcéastech mé disertai prace

v t&chto variantach:

A) Ihned po Upra¥ vzorku (sterilizaci vodou).

B) Za jeden tyden po Upravzorku.

C) Za jeden r#sic po Upra¥ vzorku.

Vysledky

Vychozi molekulova hmotnogtglukani tésta: 1,58.10g/mol.

Tabulkag. 7: Molekulova hmotnost p-glukanii [.10° g/mol] variant pokusi

s kynutym a nekynutym téstem sterilovanym a nesterilovanym, s vysSim a

niz§im obsahem vody v zavislosti na d&huloZeni pri 5 °C.

Doba KT NKT
S NS-PV | NS-V+ S NS-PV | NS-V+
A 1,58 1,44 14 1,56 15 1,53
B 1,6 1,21 1,09 1,58 1,42 1,33
C 1,55 1,05 0,9 1,56 1,35 1,25

Vysledky jsou pitmérné hodnoty z n = 5 opakovani, interval spolehlivpgiméru + 0,05 proo
= 0,95 byl vypditan z rozpti R podle Deana a Dicksona (ECKSCHLAGER et al.Q)28je stejny

pro vSechny varianty.

Diskuse

Z vysledki je Zejmé, Ze nejvice podporuje destrukci molekulové tmosti

kvasny proces, coz zcela potvrzuje vysledky Svéctsdyadatel (AMAN et al.

2004). Sterilace destrukci molekulové hmotnostiethipo rychlém zpracovanist

zcela zastavila. #lekvapivym vysledkem je fakt, Ze dalSi destrukci ekalové

hmotnosti nesterilizovanych varianigobi uz pouhé zvysSeni obsahu vody a th i p

teplog& vedeni pokusu, t.j. 5°C. To jen dokazuje vysokabilitu molekulové

hmotnosti B-glukani a praktickou vSudyftomnost hydrolytickych enzyin

ucinnych daleko od jejich teplotniho optima. BohuZeddostatek peéa na analyzy

64



(bézre je cena jednoho stanoveni 100@)Kmi neumoZznila, abych sledovala
podrobrji kinetiku destrukce molekulové hmotnogiiglukani v jednotlivych
variantach, rla jsem k dispozici jen dvéasové useky (tyden, &sic) a z tohoto

neni zcelaiejmeé, zda destrukce probiha lineéénma jinou funkini zavislost.

Zavér

Destrukci molekulové hmotnogtiglukani ve variantach mého pokusu nejvice
pusobi kvasné procesy. RIdikviduje destrukci sterilizace. U nesterilizovahy
fermentovanych i nefermentovanych vzbmtalSi destrukci molekulové hmotnosti
pusobi i uloZeni za teploty 5 °C pouhé zvySeni mnozstdywee zkoumaném
téste.

Podékovani

Dékuji VUZ v Krométizi, sladovié pivovati NYMBURK a soukromé
analytické firne SKATEC za analytickou pomoc a rezijni ceny analyz,
pracovnikm SAV v Bratisla¢ a BIOVETE Zilina za poskytnuti analytickych
standard a laborattim VSCHT Praha za srovnavaci analyzy.
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5. DISKUSE

Protoze spektrum fyziologickyckimka B-glukani je Siroké a do nedavné doby
bylo stale pedmetem ¢etnych ¥deckych polemik a g&tu nazoi;, je nutno se timto
problémem alespp popisem novych poznatkzabyvat, protoZze rozhodujicim
zpisobem ovliviuje vyznam a zadteni mé disertmi prace.

Kdyz jsem ped léty se svymi Skoliteli toto témactaala, v s¥tové literatite
panoval vSeobecny nazor, Ze fyziologickyn@k p-glukani v lidském organismu je
jednozné&né priznivy, Ze B-glukany snizuji hladiny krevniho cukru a LDL
cholesterolu. Dale Zg-glukany hub a kvasinek se od obilnigiglukan lisi dalSi
vyznamnou vlastnosti a to moznosti sniZovat riziéalorovych onemoeni. Do
praxe se dostaly ¢&/é preparaty z ¢kterych vysSich hub, které byly dokonce velmi
aspsSre vyuzity pi 1éébeé nékterych forem rakoviny. Byl testovan jejickinek na
nejriznéjSi onemocuni — na infekce, choroby z aehi a na neoplasmatické bujeni.
B-glukany se staly té&n modni zdalezitosti, usphy v teorii vedly k zaplay
raiznych potravnich dopkta a alternativnich I8v, prosazovanych hlaén
neodborniky. Po dité dokE toto nadSeni pr@-glukany odpadlo a naopaiada
odborniki B-glukanové preparaty z hub ¢ada kritizovat — pedevsim pro jejich
malou definovatelnost, nespecificky @lig komplexni dinek.

Proto vté dob zatatek mé prace byl orientovan vyhrgdna houbovep-
glukany. Brzy vSak &decka s¥tova literatura fineslaradu ditich poznatk, které
vyswtlily mechanismus jejichisobeni v lidském organismu a z nich vyplynulo, Ze
mezi houbovymi a obilnimp-glukany v jejich fyziologickych €incich v podstait
neni rozdilu. ProtoZze vSak obsaithto polysacharitl v plodnicich hub je velmi
nizky, obiloviny (j&émen a oves) byly zekonomického hlediska mnohem
perspektivijSi surovinou. Proto v ibéhu mé diserténi prace ve shads nazorem
mych Skoliteli jsem gesunula sfj zdjem na obiln§-glukany.

Nové poznatky o fyziologickém tgobeni g-glukanmi v lidském organismu
shrnul u nas Novak (NOVAK 2007B-glukany, obilné i houbové Ize izalit do
skupiny fyziologicky @innych latek, které se ozgi jako modifikatory biologické
odpowdi a oznauji se podle zkratek anglického nazvu (biologicakponse
modifiers) BRMs. Tyto latky se podleciaku &li na dw skupiny — prvni
zprostedkovavaji komunikaci mezi bBkami imunitniho systému a regdk@mi

mechanismy, druha skupina je fgoa imunomodulatory, které funkci imunitniho
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systému gimo ovliviuji (to je tzv. ,imunopotenciace”, wipact kladného dinku,
v pfipad zaporného &inku je to ,imunosuprese”). Imunomodulaioje Etsi
mnoZstvi a daji se rozlit do 3 fid:
1. Intaktni mikroby (nap bacil Calmettév), slozky mikrobialnich busk
(na@. endotoxin  gramnegativnich  bikn  mikroorganisnd),
polynukleotidy, B-glukany a gkteré dalSi polysacharidy hub, obilnin i
dalSich rostlinnych druh
2. Prirozené slozky normalniho imunitniho systému (thygndhormony,
lymfokiny, monokiny).
3. Syntetické latky (levamisol isoprinosin, ze zrg8ich nap.
diethyldithiokarbamat - DDTC).

Bakteriologové znaji uz davno, Zekieré slozky mikroorganistnzpasobuji v Ele
vySSich organisih predevSim savg prudké reakce, které jsou analogické &tav
pii injekci intaktnimi mikroby. Prvni takto zkoumandatkou byly endotoxiny
gramnegativnich bakterii, ke kterym fpdEscherichia coli (bézny a za normalnich
okolnosti nesSkodny mikrob vyskytujici se véestechcélovéka zcela Bzn¢ a proto
nélez Escherichia coli slouzi v analytice pitné vody jakoukhz fekalniho
zngistéeni). Endotoxiny jsou lipopolysacharidy, t.j. komyphé sloweniny,
skladajici se z lipidické slozky s C12 a C14 masinkyselinami, ktera je navazana
glykosidovymi vazbami na jadrovy polysacharid. Te¢m spojen s vyrazn
imunogennim O-antigenem prémivého slozeni, tvienym opakujicimi se
oligosacharidovymi jednotkami. Bloveéka lipopolysacharidy vyvolavaji zvySenou
fagocytozu, ktera f¥e byt pro hostitele sice vyrazny ochranny efele,rea druhé
straré toxické &inky, s horg€kou, piijmy, mnoh@etnymi organovymi selhanimi a
ostatnimi projevy intoxikace. Vzponmme jen na nedavnou aféru se Sfiskymi
okurkami udaj kontaminovanymischerichia coli.

Pricinou toxicity lipopolysacharid je jejich lipidicka ¢ast, polysacharidova
slozka je netoxicka a ma vyrazné imunomoduiavlastnosti. Proto i samotné
polysacharidy mohou v &itych podminkach aip ur¢itém sloZeni fungovat jako
imunomodulatory. R této pilezitosti se chci zminit o é&vce Echinacea purpurea,
kterd m& vyrazny antivirovy, antibakterialni a katicerogennidinek a proto byly

na matéské katetke vyvinuta levna technologie jejih@gtovani i extrakce. Dlouho
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se uvazovalo ofiEiné lécivého &inku této rostliny (echinakosid, kyselina kadvova,
polyfenoly) a nakonec se ukazalo, Ze je to jedpalygsacharid této rostliny.

Pouziti polysacharid jako imunomodulatdr z&alo ve 40. létech minulého
stoleti objevem Shearova polysacharidu isolovareet@errotia marcescens, ktery
pusobil nekrézu tumdr. Byly hledany dalSi polysacharidy jako imunomodong a
na gelomu Sedesatych a sedmdesétych let byl objevendamadul&ni efekt -
glukani. Vznikly dw¢ vyzkumné Skoly: americkad (Nicolas R. Di Luzio zldne
University v New Orleans), ktera za zdroj polysaaha zvolila bszné kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Japonska Skola (Goro Chihara z Teikyo University
v Kawasaki) vychazela ze staré asijské medicingrakiznala antikancerogenni
acinek rekterych vysSich hub — shiitake, maitake, reishi.

Tak vznikla mylna pedstava, Ze antikancerogennéingk B-glukani je
doménou vyhradnp-glukan hub.

| kdyZ tato mylné pedstava dnes neplatiigee jen vyzkum v tomto siru je ve
jménu tradice zagten stale hlavh na houbovéB-glukany. Pesunul se vSak od
vysSich hub hlawh na askomycety, do kterych pahlavre kvasinky a #které
vlaknité plisg. Z basidiomycet, kam patveétSina makromycet (tedy jedlycti
nejedlych hub) se pozornost obraci uz jen nalemestované houby.

Také nazory na vztah struktury a biologickénaosti proSly v nedavné deb
boulivym vyvojem. Na zaatku mé doktorské prace se fe§iedpokladalo, zZe
biologicky &inné p-glukany se skladaji z hlavnihotetzce, zB-D-
glukopyranosovych jednotek spojenych vazbow8), na ktery je v nahodnych
mistech navazano vazbou—6) po jednép-D-glukopyranose. Molarni stupe
vétveni je u fiznych zdroj rizny. V nativhimB-glukanu se skladaji fibrily Zasti,
kde hlavni fetzce jsou stéeny do trojité Sroubovice. Tyto oblasti jsou
kombinovany s jednoduchymii dvojitymi vlakny z (3-3)-B-D-glukopyranos.
Tento trojnasobny helix, stabilizovany postrannfetézci, je ale prav&podobny
jediné u B-glukani s vysokou molekulovou hmotnosti. Obe&cee tvrdilo, Ze
antitumorova aktivita houbovycp-glukani se mohla projevit jedintehdy, ma-li
danyp-glukan tento trojity helix a molekulovou hmotnastd 100 kDa (KOJIMA
1986). Ale to neni mozné, protopeglukan jako konformer gemi vodikovymi
vazbami v poloze C-2 je labilni, vodikové vazby kneadno feruSit zvySenou

teplotou, alkalickym pHjfadou rozpougtlel. Proto by takova form@-glukanu

e
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piedstavy o nutnosti velké molekulové hmotnostieveni biologicky @innych p-
glukani — asi nejsou zcela nutnou podminkou pro jejichldgicky (&inek.
Dokonce se polemizuje o moznosti, Ze velikost vagbb mista na receptoru
imunokompetentni hiky, nag. makrofagu, odpovida ptu jen 6-7 glukbzovych
zbytka.

Z tohoto hlediska je nutno kritickyfigtupovat i k ndplni mé disettai prace,
kde jsem se za#ila na snahu izotaimi technikami a technologiemi zpracovani a
vyroby funkenich potravin zachovatipodni molekulovou hmotnogtglukan. Ve
swtle nejnowjSich poznatk — ovSem zatim nikoli obe&rprokazanych — to neni
tak absolutd nutné. Vyzkum, ktery je ale zcela mimo mé vyzkumaZnosti, vSak
pokraiuje vSude velmi intenzi¢ha snad v brzké deébbudou tyto nové teorie
potvrzeny ¢i vyvraceny. Problém se ko#i® zaina solidg teSit gipravou
semisyntetickych a syntetickych sond pro exaktniriologicky vyzkum. Nicméh
a’ uz je vysledek dalSiho vyzkumu jakykoliv, nelzeeldédnout, Ze igvazujici
imunofarmakologicky positivni dinek p-glukami maze mit i nepiznivé vedlejsi
acinky. VSechny dostate¢ purifikované polysacharidové imunomodulatory jsou
charakteristické velmi nizkou toxicito@;glukany zvysuji rezistenci hostitele proti
virovym, bakteridlnim, fungalnim a dokonce i patamim infekcim, maji
protinddorovy efekt a jsou prevenci kancerogenemgi radioprotektivni €inky,
chrani proti genotoxickym dinkam nekterych protirakovinnych v (nap.
cyklofosfamidu, cisplati#), jsou schopny chraniti@d mykotoxiny, mohou byt
profylaxi a proti &kterym biologickym zbranim (n#p s nédkazou anthraxu).
Moduluji mukosalni imunitu ggvniho traktu, v centralnim nervovém systépau
glukany aktivuji mikrogliové biiky, které hraji vyznamnou Ulohdipchrarg pred
onemocinim Alzheimerovou nemoci nebo AIDSgidek p-glukani se projevuje
hlavné zvySenim fagocytarni a proliferativni aktivity pesionalnich fagocyt mezi
které paiti neutrofilni granulocyty, monocyty, makrofagy anddtické buky.
Proto je @inek p-glukani na organismus tak mnohotvarnygikek aktivovanych
makrofagi vSak nesm&fuje jen proti aktivatoru, ale také proti jakémukoli
piitomnému antigenu, mikroorganismu nebo nadorovécduProtoZze ale savci
nemaji enzyng-glukanazu, makrofagy jsou viastfedinym nastrojem likvidacp-
glukani v lidském ¢€le. Proto B-glukan je picinou vzniku zégtlivych reakci.
Protoze je tedy wte savé Spatr odbouratelny, fisobeni noxy fetrvava,

zaretliva reakce mze gejit na patologicky zamn s €zkym tk&ovym poskozenim,
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s poruchami imunoregulace a rozvoj autoimunitnihocesu. Mize se rozvinout
Sok a fatalni multiorganové selhanitijdd se vyskytl i zkouskachp-glukanu
zymosanu.p-glukan je dokonce povaZzovan zd&i¢pu onemocini ,syndrom
toxického organického prachu®, které se projevugetem plic, chronickou
bronchitidou, rhinitidou, drazesim i a krku. Onemocaimi mize byt vyvolano
vdechovanim organickych ze€dglskych, pamyslovych i doméacich praéh Byl
popsan také letdlni efekt, vyvolany interak@-glukanu s nesteroidnimi
protizaretlivymi l€civy.

Protoze kazdy preparfitglukanu je nutdé heterogenni, jerejme, Ze vyzkum
léciv pujde spiS neZz cestou sledovaniinku jednotlivych B-glukanm z rmiznych
zdroji bezpénéjSi cestou a tou jeffprava syntetickych sond, t.j. navazani kratkych
oligomei glukézy sp-(1—3) a pB-(1—6) vazbami na polymerni ndsi
s definovanou velikosti a strukturou.

Z vySe uvedenych skuteosti bylo by moZzno snadno se domnivat, Ze ma snaha
spolu se snahou svych Skolitelyrobit relativreé levné koncentrdp-glukan z hlivy
asticné, jejiz p-glukany pod spoliym nazvem ,pleuran® maji prokazany
kancerostaticky ginek (MIZUNO 1996; WASSER et al. 1999; BORCHERSakt
1999; KIDD 2000), se jiz minula dobou a je pkad zastarala, protoze poznatky o
specifiénosti houbovychp-glukani v této problematice uZz neplati a proto uz
z ekonomického hlediska jsou obilfi-glukany vyhodjSi proto, Ze jejich
koncentrace v surownje podstats vysSi. Pesto jsem feswdéena, Ze tato ma
prace (1 a 2 cil mé disettd prace, kapitoly 4.1. a 4.2. experiment&husti) nebyla
vykonana nadarmo. Zpob koncentrace B-glukani z procesnich kapalin
kombinovanym postupem sorpce a flokulad&rogenym a jedlym sorbentem,
kterym byl termicky modifikovany bramborovy Skrobptitomnosti srdzeného
CaCQ s nezastupitelnym inhibitorem mazoyst (KODET, BABOR 1991).
PovaZuji za vyznamnou novinku to, Ze jsem vyzkauSghko inhibitor
karboxymetylcelul6zu AKUCELL AF 2985, ktera jeuypdn® uréena jako
zahu$ovadlo v potravingstvi do oméek, polévek a zmrzlin. Tato latka neporusila
.Jedly* charakter pB-glukanového koncentratu a ve svémusgbu aplikace
s termicky modifikovanym Skrobem a véapnikem (varf®rCaCQ ale je mozny i
piidavek octanu vapenatého), dokonce bylkanngjsSi, nez znamy flokulant
doporieny i pro ¢isténi , kvartérni derivat kationického aminoetheru Skrobu

V literature jsem ani po pra¥eni stavu odborniky ve Statnimiadu pro
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pramyslové vlastnictvi v Praze nenasla odkaz na tepisob izolace a proto spolu
s mymi 3koliteli jsme jej podali jako chrémy praimyslovy vzor a mozné licéni
pravo jsme w¥novali Jih@eské univerzé. Proces sorpce je zaloZen na jediné
myslence, ktera pétve svem prvenstvi Ing. Kodetovi (KODET, BABOR 199zZe
nativni Skroby a jejich nesubstituované modifikdte jsou termické modifikace,
oxidované Skroby a odbourané Skroby) maji celkedmivgednoduchy sorgni
mechanismus a to adsorbci hydroxylovych skupin ik@tovych jednotek na
zaporrg nabitych ¢asticich. Jsou s nejisi prava@podobnosti vazany vodikovymi
mustky s hydroxylovymi skupinami hydrat@ho obalucastic suspenze. Velky
vyznam tu hraje vdzana kyselina fostoré a to je charakteristickd praypro
bramborovy $krob. Ten nelze jinym Skrobem nahraWipiitomnosti C&" ¢i
suspenze Cagdochazi vlivem HPQO, k aktivaci fettzeni v systému a sampi i
flokula¢ni Cinnost rapidd vzrista. Je tedy otazka, jak Ize dal tento poznatek
vyuzit? V dalSi¢asti mé prace jsem uz pracovala s obilnBrgilukany j&mene a
ovsa a cely nagesitelsky kolektiv v ikolu MSM 600 766 5806 celéngelciske
fakulty JCU v Ceskych Budjovicich, ktery je koordinovan prof. Ing. Janem
Frelichem CSc., dogp na katede aplikovanych rostlinnych biotechnologii
k patentovanému navrhu tzv. ,biorafineri€rjeene” (viz 5. cil mé disertai prace

a kapitolu 4.5. experimental@gsti), ve které sefftomné B-glukany precipituji

Z procesni kapaliny etanolem (viz bod 8 pracovnlestupu). Jiné, v literata
popisované systémy izolageglukani pouzivaji k tomu &elu mnohem drazsi n —
propanol, jiné isopropanol. To ovSente@gpoklada, Ze zpracovani suroviny,
jeémenec¢i ovsa, je velkokapacitni, spojené s kvasnou vywohtkoholu a také
samozejnk s velkou destiléni kolonou, protoZze sp@ba alkohal je obrovska ,
pies 50 % objemu procesni kapaliny. Je pravdajeepna vtSina alkohal se pak
vraci do vyroby z§, ale je nutno destilovat a tak sfaiia energie dZe cely proces
biorafinerie j€mene dosti ndjjemre zdraZit. Rimo se nabizi mySlenka vyuZit
kombinovany proces sorpce a flokulace, ktery jseovdiila ve své experimentalni
casti 4.1., i vtéto biorafinerii fgnene misto uvedeného tgwbu precipitace-
glukami alkoholem. Rozhodnby to byl zgisob velmi podstatnlevrgjSi. Bohuzel,
proweiit uz jsem ho nemohla, zabranil mi vtom uz nede&tdasu a pedevSim
finan¢nich prostedki na vyzkum, protoZze mozno&rpani z grantu MSM 600 766
5806 byla uz prakticky uk@ena.
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Zawrem tétocasti diskuse prosim laskavelitende, aby snad nechapal ma
slova v diskusi jako moji snahuigvojit si Usgchy v tomto vyzkumu. Pracovala
jsem ve vyzkumném kolektivu katedry, jsem za to m§kwoliteim vdécna, ale
sama jsem ve &decké praci zateinikem a téma mé prace, vybranéipbou
zmirgného grantu, bylo opravdu velmi obtizné. Navi€tevy vyzkum, hnany
jednak patebou prevence proti hlavnim civili@@m chorobam (cévnim
onemocgnim, cukrovce a nadorovém bujeni) a také vidinowowkkych zisk
farmaceutickych firem, zagkolik malo let ginesl tolik novinek, ze &nil pavodni
piedstavy. Proto své nové poznatky pokladam za kelekdilo a je naclenech
tohoto vyzkumného kolektivu, aby dili podil mého pispivku na celkovém
vysledku.

Pt plnéni cili prace 2 a 3 (experimentalsast 4.2. a 4.3.) jsem narazila na
problém obtiznéhodkeni B-glukanoveé frakce a frakce arabinoxylade to problém
nejen pro m, ale i pro renomované specialisty (ANDERSSON, AMANO5;
ROUBROEKS et al. 2000). ProtoZze arabinoxylany Bayjlukany ve svych
vlastnostech fyzikalnich a chemickych lezi velitizho, zvlasé velmi blizké jsou
viskostatické vlastnosti a rheologické vlastnogtinych suspenzi latek s roztoky
téchto polysacharid zastavili jsme v gibéhu vyzkumu prace kateni €chto dvou
skupin a vyrobu potravinovych daiiii jsme zalozili na fedpokladu, Ze vysoka
viskozita roztok latek obou skupin bude pinit funkci rozpustné wial ve
strevnim traktwloveéka zhruba stefh Tento sice nadmiru odvazniegdpoklad vSak
byl z&hy vysledky sstového vyzkumu jednozieé¢ potvrzen a skupina
arabinoxylaifi se zéina dostavat do idu z4jmu — podokinako kdysip-glukany
(THEANDER, AMAN 1978, 1979; BENGTSSON, AMAN 1990;EBIGTSSON,
AMAN, ANDERSSON 1992; BENGTSSON, ANDERSSON, WESTHRRD,
AMAN 1992; WESTERLUND et al. 1993; DERVILLY-PINEL teal. 2001).
Arabinoxylany jsou sledovany i po enzymatickych iojfizach (NILSSON et al.
1999).

Ctvrty cil mé disertani prace (kapitola 4. 4. experimentabasti) fesila otazku
levné metody k sledovani 2m molekulové hmotnosfi-glukan viskozimetrickou
metodou. | kdyZ v kapitole 4. 4. jsem kritizoval#a metodu z hlediska z&@e
pracnosti a nespravnosti (vysledky jsou olecnizSi, nez u srovnavaci
chromatografické metody) musintiznat, Ze reprodukovatelnost této metody byla

velmi dobra a snad moji velkou keitiost v kap. 4. 4.{sobil stesk nad skuteosti,
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Ze vybaveni matské vysoké skoly je proti vyzkumnym pracovistimekén sété
tak ubohé. Dnes se mi zd4, Ze nizké vysledky té&tkozimetrické metody byly
puasobeny spiSe nizkou hodnotou v§jtané molekulové hmotnosti monomefu
glukanu, prost Spatnym vzorcem. PouZila jsem vzorec, Vv lita@govazovany za
obecrt platny, ale posledni Gvahy Novéaka (NOVAK 2007) iz vasatek této
diskuse — mne vedou kgswdceni, Ze monomer mohl mit drobné &m a proto
jeho molekulova hmotnost byla nizsi, nez ve skusti. Pak celkova molekulova
hmotnost polymeru by byla pragpbdobre blizka hodnotam @enym
chromatograficky. V praci popisuji pracovni postap snad Hlis lapidare. Ale
vychazela jsem zfaktu, Ze ¥iné laborath, sluSré vybavené, je moderni
chromatografie se vSemi svymi variantami¢ZtgjSi, nez viskozimetrie
s viskozimetrem dle Ubellohde. Postup jsem vyzkiaySgeginesla jsem tim sice
nic noveho, ale metoda mi umoznila spincili mé prace bodu 6 (experimentalni
¢ast prace kapitola 4. 6.), totiz sledovat degradaaiekulové hmotnosfi-glukani
pii technologickych operacich. Tato kapitolaingsla proti fadk vysledki

z vyzkumného pracovi&tznamych badatélAmana, Rimstena a Anderssona gest
jednu snad nepatrnou novinku — Ze molekulovou hostfirglukani nesnizuji jen
jakékoliv fermentani procesy a v mensi ieitepelné Upravy suroviny (jak zjistili
tito autdi), ale uz pouhé udrzovani suroving-glukany s vySSim obsahem vody
v nesterilnim prosedi. Pro technologa by bylo vyhodné, kdyby povaFexetenci
hydrolytickych enzym, Sgpicich pB-glukany, za vSudyftomnou a snazil se
jakékoliv manipulace se surovinou duepel# oSetit nebo alespd podstats
urychlit. Mé vysledky samdejme plné potvrzuji vysledky uvedenych autoa jsou
nove v tom, Ze pro potraviteké a kuchigské Upravy suroviny g-glukany plati
podobné poznatky, ke kterym déBpAndersson A. A. M., Andersson R. a Aman
(ANDERSSON et al. 2001), Ze k hydrolypeglukani jeémene st& jen voda a
vySSi teplota fi izolaci Skrobu z jémene.

Ve s\&tle novych poznaik tlumaienych zde na zatku diskuse, jeigjmé, Ze
puvodni obavy ve spojitosti seépenimp-glukani na mensi polymerni celky, jsou
uz prekonanou minulosti.iBsto se domnivam, Zze ma prace na této kapitoldaeby
zbytena, steji jako neni zbyténa obrovské prace skandinavské vyzkumné Skoly
Amana P., ktera se problematikou destrukce mole&éutomotnosti polymernicp-

glukan dlouhd léta zabyvala.
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Experimentalnicast 4.5. (cil prace 5) je komplexni technologicki® delého
vyzkumného kolektivu katedry, se kterym jsem nabpmech spolupracovala.
Vysledky tétoc¢asti jsou pravé ochrarny jako patent a uzitné vzory, bylyguany
do majetku Jiheeské univerzity. Jednotlivé prvky tohoto ojedého projektu
nejsou zadnymi novinkami zakladniho vyzkumu. Jejidvost je v technologické
aplikaci, v skloubeni jednotlivych technologickycbperaci. Je to typicky
aplikovany vyzkum, na ktery se v poslednich |étpeddni organizatio védecke
prace WCR divaji trochu pes prsty. Je to Skoda. Nelinbychom zapominat, Ze
praw aplikovany vyzkum pnasi rychly a bezprosdni zisk spoknosti, zatimco
z&kladni vyzkum progedky spiSe sptebovava. To dade chapou Nmci, od
kterych se raditime, bohuZel s vyjimkou této skdteosti.
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6. ZAVER

V disert&ni praci jsem pracovala s houbovymi i obilnifiiglukany z toho
duvodu, Ze p zahdjeni mé doktorské pracewmwa literatura jednoziaé zastavala
nézor, Ze rozdil mezi ¢ma skupinamp-glukanm (vazby (1-3) a (:2-4)) je v tom,
Ze houbovép-glukany na rozdil od3-glukani obilnich maji kancerostatické a
obecré antikancerogennidinky. Protoze \CR jedinou houbou, ktera ma alespo
odpovidajici obsaB-glukani pro gipadnou pkmyslovou vyrobu je hliva Ustna
(Pleurotus ostreatus), zabyvala jsem s@-glukanem pleuranem a snazila jsem se
najit takovy technologicky postup, ktery by umozincentrovat pleuran z velmi
ziednych roztoki procesni kapaliny. To se mi pdda kombinaci sorbce a
flokulace termicky modifikovanym bramborovym Skrotes pfitomnosti CaC@
nebo C&' - ionti, je to &deckd novinka mé prace, nikde v litetatujsem
analogicky postup nenasla. Ukazalo se vSak, 2@ fgostup sice vysledny produkt
zlevni, ale koncentrace pleuranu v plodnicich hoblgla velmi nizk4 a nebylo
mozno pedpokladat, Ze iip pouziti mého postupu by byl vysledny produkt kevn
Proto jsem se svymi Skoliteli obratila pozornostasgpad — substrat pasgtovani
hlivy asti¢né, prorostly myceliem houby. Izolovat & pleuran se ndm potib,
ale ned#lo se ndm rozdlit smés pleuranu a velkého mnozstvi arabinoxylan
protoZe ok skupiny latek maji velmi blizké chemické a fyzikial/lastnosti. Proto
jsme navrhli uzitné vzory, vnichZz jsmeteppokladali, Ze B-glukany a
arabinoxylany ve sisi jsou mozné, protoze arabinoxylany buddingjmensim
alespéa nesSkodné - v lepSimifipadt budou @inek B-glukani podporovat.
V pozcjSich létech stova literatura nas nazor jednoznapotvrdila.

Literatura vSak pinesla také radikalni zénu na tehdy obecrpiijimanou teorii,
Ze fyziologicky kladny Ginek B-glukani je zavisly na molekulové hmotnosti tohoto
polymeru. Ja jsem &novala ve sho#l se s¥tovou literaturou velké Usili prév
sledovani molekulové hmotnospiglukani v zménach, které jejich molekulové
staviz prinaSeji technologické a kuchgké operace. Nepracovala jsem uz
s houbovymi B-glukany, ale s&mito polysacharidy ovsa a gmene, protozZe
obilniny jsou podstathbohatSim zdrojenfi-glukani, nez hliva Gstcnd a protoze
novy vyzkum ve sité prinesl dikazy, Ze mezi houbovymi a obilnirfiglukany
v jejich protinddorovych d&incich jsou vlasté jen nepodstatné rozdily. Navrhla

jsem a propracovala sice pracnou, ale ingsstizcela nenarmou metodu na
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stanoveni molekulové hmotnosfiglukam, ktera je uskutitelna i v chud
vybavenych laboratéch. To je podle mého ndzoru druh§decky novy vysledek
mé disertani prace.

DalSi vyvoj ukazal, Ze problematiaglukani byla ve své dabporekud modni
zalezitost, ve které farmaceutické firmy tuSily @dwobrovskych zisk. Proto
vyzkum ve s¥té byl dolie financovan a Sel kigpdu gimo Silenym tempem. A tak
piiSlo rozarovani — byly objeveny zavazné zaporné vlastifieglukani, schopnost
podporovat zatlivé procesy a vyvolat dokonce letalni autoalekgicreakce.
Swtovy wdecky zajem se Zina gesouvat jinam — na arabinoxylany, na celkovou
dietni vlakninu a na Zito — hla¥ma jeho lignany. Jsou to latky, giat do skupiny
fytoestrogen, podobi jako isoflavony, stilbeny a kumestany. Zito liggasice
obsahuje, ale Imé semeno jich ma asi 8000 x vice (KALAR003).

V dalSi ¢asti mé prace jsem spolu se svymi Skoliteli dtssk nazoru, Ze
jakékoliv izolace B-glukami v samostatném technologickém postupu bude
v podminkachCR vzdy draha a dobry preparat bude také drahy eds malo
schopny cenay soutzit se zahratni konkurenci. Uplna ziéma v3ak nastava,
jestlize vyrobap-glukanu je zgazena do systému bezodpadového komplexniho
zpracovani suroviny naékolik findlnich, na s¥tovém trhu Zadanych vyrobk
Takovym technologiim se podle amerického vzidka ,biorafinerie” podle mého
nazoru to neni nazev pravhodny, bohuzel v literata se vZil.

Mé matéské pracovi&t vypracovalo biorafinerii ovsa s 22 finalnimi prédy a
nyni predalo k pravni ochra&nbiorafinerii j&&mene, na které jsem spolupracovala.
PrinaSi fadu novinek, na dkterych z nich mam dity podil. Nejsou to novinky
z kategorie zakladniho vyzkumu, ale novinky tecbgalké organizace, typicky

aplikovany vyzkum, bohuzel @R dnes naprosto neddmvany.
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8. POUZITE SYMBOLY A ZKRATKY

alfa

beta

eta

fi

-Acquired Immune Deficiency Syndrome
-body

-biological response modifiers
bramborovy Skrob

-Carboxyl Methyl Cellulose
-diethyl dithiokarbamat

-flow injection analysis
Pleuran

-lipoprotein s vysokou hustotou
kvartérni derivat aminoetheru Skrobu
Kkynuté gsto

-lipoprotein s nizkou hustotou
Most

-nekynuté &sto

- non — strach polysacharides
puvodni obsah vody

Solgslav

sterilizované

Stépanovice

pridana voda
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