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Uvod

Od poloviny 20. stoleti prakticky po celém svété vyrazné roste spotieba riiznych potravinovych
ptisad. Uéelem jejich pouziti je vzdy zvyseni senzorické, nutri¢ni nebo uZitné (funkéni) jakosti
potravin rostlinného nebo zivocisného ptivodu a pokrmi z nich ptipravenych. Velmi vyznamné
misto mezi pouzivanymi piisadami zaujimaji kotenici ptipravky, jejichz zakladem jsou hydrolyzaty
rostlinnych bilkovin (HVP — Hydrolysed Vegetable Proteins). V potravinarském primyslu se
pouzivaji zejména pro zlepseni chuti a aroma polévek, omacek, salatti, masovych a zeleninovych
pokrmt a hotovych pokrmd.

Snad vesker¢ potraviny a potravinaiské suroviny, které slouzi k vyzive ¢lovéka, obsahuji nékteré
latky predstavujici urcité zdravotni riziko. Stejné tak, veskeré procesy zpracovani potravin a surovin
mohou vést ke vzniku latek, které jsou ze zdravotniho hlediska nepfijatelné. Ukolem
potravinaiského primyslu je potom vyvoj technologii, které by tato zdravotni rizika
minimalizovaly.

V ptipadé HVP predstavuji urc¢ité zdravotni riziko jiz samotné suroviny, které obsahuji podil
allergennich bilkovin. Je ale tfeba poznamenat, ze tyto proteiny ¢lovek v daleko vétsi mife
konsumuje v jinych typech potravin, zejména v chlebu, houskach a dalsich pekarenskych
vyrobcich. Allergie na pSeni¢né a sojové proteiny jsou ale vzacné, Castéjsi je vyskyt celiakie
(nesnasenlivosti k pSenicnému lepku). Porovnani spotfeby HVP, pekaiskych vyrobkt a dalSich
sojovych vyrobkl ukazuje na pouze okrajovy negativni vyznam surovin pouzivanych pro piipravu
HVP. Ptitomnost allergenti v samotném hydrolyzatu je pak prakticky vyloucena, jak bude zminéno
v dale.

Technologie kyselé hydrolyzy mize vést ke vzniku toxickych tzv. chlorhydrini glycerolu (MCPD a
DCP). Mechanismus jejich vzniku, vyskyt a hygienicko-toxikologické aspekty jsou diskutovany
dale.

Suroviny pro vyrobu kyselych hydrolyzatt

Pro vyrobu kyselych hydrolyzatt bilkovin se pouzivaji tyto suroviny: odtu¢nény séjovy Srot,
pSeni¢ny lepek a kukufi¢nad mouka. VSechny suroviny obsahuji minimalné 50 % bilkovinného
podilu, dale balastni latky (celulosa atd.), mensi mnozstvi vyuzitelnych sacharidt (hlavné skrobu) a
zbytkovy tuk. Bilkovinny podil pSeni¢ného lepku a sdjového Srotu obsahuje proteinové frakce, které
mohou vyvolavat alergické reakce a v ptipad¢ frakci lepku i celiakii.

Charakteristika nejvyznamnéjSich alergent s6ji a pSenice

Sojové alergeny

* Beta-conglycinin: glykoprotein o molekulové hmotnosti 180 kDa; tvofi jej 3 podjednotky —
a-, o’ -, B-; nejvetsi alergenni efekt ma a-podjednotka oznacovana také (Gly m Bd 60K)

* Glycinin: patfi do skupiny leguminti — slozené proteiny o molekulové hmotnosti az 360 kDa;
11 S proteinova frakce; tvoii 35 — 40 % sojovych proteinti

* Papainové proteasy: (P34/Gly m Bd 30 K) je ziejmé nejvyznamnéjsi alergen soji
vyvolavajici vétSinou atopické ekzémy; mize ale byt pficinou i dalSich typi alergickych
reakci; je soucasti proteint vakuol

* R-10 Betv 1 alergeny: v s6ji je alergen (SAM22/Gly m 4), ktery je odpovédny za alergie
v horni ¢asti dychaciho systému, projevujici se otoky jazyka a hrtanu (tzv. oral allergy
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syndrome — OAS)

* Inhibitory proteas Kunitzova typu: patii sem proteiny o nizké molekulové hmotnosti do 21
kDa s dvéma disulfidovymi mustky; jsou obsazeny hlavné v s6ji, ale i v dalSich lusténinach;
mohou vyvolavat anafylaktické reakce

Alergeny pSenice

* PR-9 peroxidasy: peroxidasy obsahujici hemové vazané zelezo; vyznamny alergen pSenice
je (Tri a Bd 36 K), glykoprotein o molekulové hmotnosti 36 kDa; hydrolyzou se pomérné
snadno rozklada

* Obilné prolaminy: alergeny obilovin, napf. pSenice; typickd sekvence aminokyselin Gln-
GIn-GIn-Pro-Pro; jsou pomérné termostabilni a odolné viici enzymové proteolyze; amidy
aminokyselin jsou velmi snadno kysele hydrolyzovatelné

* Omega-5-gliadin: vyznamny alergen pSenice; vyvolava respiracni anafylaktické reakce,
oznacované jako ,,pekaiské astma* (baker’s asthma)

» Polysacharidy: v rozpustné frakci pSeni¢né mouky se vyskytuje polysacharid mannoglucan
(slozeny z glukosy a mannosy v moldrnim poméru 4,4:1) o molekulové hmotnosti okolo
50kDa, ktery zptusobuje dlouhotrvajici alergické reakce

* Pomérné Casto se v Evropé€ vyskytuje nesnasenlivost (intolerance) lepku tzv. celiakie (celiac
disease) (latinsky coeliac sprue). U disponovanych osob dochézi k reakci antigen —
protilatka na gliadinovou a glutelinovou (prolaminovou) frakci pSeni¢nych bilkovin (tzv.
lepku) nebo glutelinovou frakci bilkovin jeCmene, Zita a ovsa. Celiakii zptiisobuji dvé
sekvence aminokyselin v téchto proteinech: Pro-Ser-Gln-Gln a GIn-GIn-GlIn-Pro.

Technologie

Hydrolyza se provadi pomérné koncentrovanym roztokem kyseliny chlorovodikové (asi 20 %
roztok), za vysokeé teploty (100 — 120 °C) a obvykle za mirn¢ zvySeného tlaku. Doba hydrolyzy
zavisi na druhu pouZité suroviny, teploté a tlaku a pohybuje se vétSinou od 6 do 20 hodin.
Hydrolyzat je nasledné neutralizovan hydroxidem sodnym a/nebo uhli¢itanem sodnym na pH
pfiblizné 5,5.

Hydrolyzat obsahuje vedle vody a chloridu sodného (vznikajiciho pti neutralizaci kyseliny
chlorovodikové) volné aminokyseliny, které jsou hlavnimi produkty hydrolyzy, ve vod¢ rozpustna
hnéda barviva a aromatické latky. Barevné a aromatické slouceniny (t€kavé 1 netékaveé) jsou
produkty vedlejSich reakci neenzymového hnédnuti (zejména Maillardovych reakei). Obsah
volnych aminokyselin odpovida obvykle 75 — 90 % obsahu ptivodni bilkoviny.

Technologickym odpadem je smés ve vodé nerozpustnych latek ozna¢ovana jako huminy. Huminy
obsahuji nehydrolyzovatelny podil pivodnich surovin (hlavné celulosu, ptipadné lignin a dalsi
latky), barevné, ve vodé¢ nerozpustné melanoidiny (vznikajici opét jako produkt reakci
neenzymového hnédnuti), chlorid sodny a ptipadné 1 nezreagované bilkoviny, které se vysrazely pii
neutralizaci. Odpadni huminy mohou byt nasledné dale zpracovany a pouzity jako hnojivo nebo
krmivo.

Reakce slozek surovin pii vyrobé kyselych hydrolyzata

Viiv pH na fyzikalni viastnosti bilkovin

V surovinach pro vyrobu hydrolyzatl jsou piivodni proteiny a ptipadné pfitomné peptidy a volné
aminokyseliny v neionizované form&. V této forme jsou velmi Spatné rozpustné ve vode. V kyselém
prostiedi se ionizuje volna amino-skupina N-koncové aminokyseliny a bilkoviny, peptidy a
aminokyseliny piechazeji do formy hydrochloridd, které jsou ve vod¢ dobfe rozpustné a velmi
snadno podléhaji dal$im reakcim.

Tato reakce je vratna (reversibilni) a nevede ke ztrat¢ aktivity bilkovinné molekuly. Po ukonceni
hydrolyzy se hydrolyzat neutralizuje na pH, které je blizké izoelektrickému bodu bilkoviny. Za
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téchto podminek ptechdzi bilkovina zpét do neionizované formy a méa velmi omezenou rozpustnost.
Malé mnozstvi bilkovin, které by piipadné ztstaly nehydrolyzovany, se pii neutralizaci vysrazi a
ptechéazi do odpadnich humind.

Denaturace proteinii

Jako denaturace bilkovin se oznacuje soubor fyzikalnich reakci vedoucich ke zméné konformace
bilkovinné molekuly a (v pfipadé aktivnich bilkovin) ke ztraté jejich aktivity.

Pii vyrob¢ kyselych hydrolyzati dochazi k denaturaci prostfednictvim vysoké teploty, vyssiho tlaku
a velmi nizkého pH v reakcni smési. Spojeni vSech tii zminénych fyzikalnich jevl zptisobuje
rozséhlou denaturaci pfitomnych bilkovin jiz v zacatku hydrolyzy.

Samotné denaturace by ale k odstranéni alergent z vyrobku ziejmé nestacila. Nékteré bilkovinné
struktury s alergenni aktivitou jsou pomérné termostabilni a po urcitou dobu by mohly denaturaci
odoléavat. Kromé toho, alergenni aktivitu vykazuji i nékteré polysacharidy, kterych se denaturace

samoziejmé netyka.

Stépent peptidovych vazeb a dalsi hydrolytické reakce

Pii vyrob¢ hydrolyzath dochazi vlivem pomérné koncentrované kyseliny chlorovodikové, vysoké
teploty a piipadné i vyssiho tlaku k velmi masivni, rychlé a ucinné hydrolyze bilkovin a peptidu,
hydrolyzovatelnych polysacharidi a tuk.

U bilkovin a peptidii dochazi k hydrolyze na peptidové vazb¢ za vzniku kratSich peptida a nasledné
aminokyselin. Vzhledem k piebytku kyseliny chlorovodikové v reakéni smési a vysoké teploté
ztraceji na vyznamu rozdily ve stabilité riznych peptidovych vazeb. Rozdily v rychlosti hydrolyzy
jednotlivych bilkovin jsou tak dany pouze mechanickymi zabranami dokonalého styku bilkovinné
suroviny s kyselinou vznikajicimi p¥i nedokonalém promichavani reakéni smési. Casovy interval
hydrolyzy je ale velmi dlouhy, coz dava naprostou jistotu toho, ze kazda bilkovinna molekula bude
bud’ zcela hydrolyzovana az na piislusné aminokyseliny nebo alespon parcialné hydrolyzovana na
smés peptidi a aminokyselin. Z tohoto diivodu je prakticky vylou¢ena moznost pietrvani i
minimalniho mnozstvi alergennich bilkovin v produktu.

U polysacharid dochazi k hydrolyze glykosidické vazby za vzniku jednodussich oligosacharidi a
monosacharidi. Polysacharidy, které je ¢lovék schopen travit a vyuzit, v€etné sacharidti
vykazujicich alergenni aktivitu maji snadno hydrolyzovatelné glykosidové vazby. Masivni
hydrolyza pii vyrobnim procesu dava opét prakticky jistotu nepiitomnosti alergennich sacharida

v produktu. Obtizn¢ hydrolyzovatelné sacharidy typu celulosy alergenni aktivitu nevykazuji.

Béhem hydrolyzy sacharidii dochazi k tvorbé fady reaktivnich sloucenin, které se potom nasledné
velmi snadno zapojuji do reakci neenzymového hnédnuti.

V pribeéhu vyrobniho procesu dochézi i k pomérné rychlé hydrolyze piitomnych tukt az na glycerol
a mastné kyseliny. VétSina vznikajiciho glycerolu se po dehydrataci na akrolein zapojuje do reakci
neenzymového hnédnuti. U ¢asti glycerolu mize dojit k substituci hydroxy-skupiny chlorem za
vzniku toxickych tzv. chlorhydrinti glycerolu (hlavné MCPD — monochlorpropandiol a DCP -
dichlorpropanol). Limitni hladina MCPD v komer¢nich hydrolyzatech je dana legislativné,

v soucasné dob¢ se za limitni povazuje hladina 20 mikrogramii / kg produktu. Obsah MCPD

v hydrolyzatech pti spravné vedené technologii se zafazenim dekontaminace byva obvykle hluboko
pod hygienickym limitem. Tato problematika bude jest¢ diskutovana samostatné.

* Glycerol dehydration
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bl temperature Ihllr|': =5

HC—OH - CH + 2 HO
H,C—OH CH,
akrolein

Cast mastnych kyselin pfi hydrolyze oxiduje, pfevazné za vzniku aldehydd, které se rovnéz velmi
snadno zapojuji do reakci neenzymového hnédnuti.

Reakce neenzymového hnédnuti

U tohoto procesu dochézi priméarné k reakci amino-skupiny s karbonylovou skupinou za vzniku tzv.
Schiffovych bazi, které nasledné dale reaguji za vzniku fady barevnych a aromatickych produkti.

Pii vyrob¢ bilkovinnych hydrolyzati dochazi k reakci amino-skupiny volnych aminokyselin nebo
N-koncové aminokyseliny peptidii a bilkovin s volnou aldehydovou skupinou sacharidt pfitomnych
ve vychozi suroving. Tento jeden typ z fady reakci neenzymového hnédnuti se nazyva reakcemi
Maillardovymi. Podobnym zplisobem muze s volnou aminoskupinou reagovat i aldehydova skupina
oxidacnich produkti tuk nebo mastnych kyselin.

Aktivac¢ni energie téchto reakci pro protein a polysacharid je velmi vysoka. Presto, za podminek
vyroby bilkovinnych hydrolyzati je schopen i protein a polysacharid (zejména diky vysoké teplot¢)
se do sledu Maillardovych reakci zapojit. Proto protein nebo polysacharid s alergenni aktivitou
touto chemickou reakci svoji aktivitu ztraci.

Chlorované derivaty propanolu

V kyselych hydrolyzatech, ale i v dal$ich potravinach, vznikaji chlorované derivaty substituci jedné
nebo dvou hydroxy- skupin glycerolu chlorem. Zdrojem chloru je u HVP kyselina chlorovodikova,
v pripad¢ dalSich potravin bézn¢ pritomné chloridy. Nejcastéji se vyskytuje volny (R,S)-3-chlor-
propan-1,2-diol (3-MCPD), vznik dalSich derivatt (2-chlor-propan-1,3-diol; 1,3-dichlor-propan-2-
ol; 2,3-dichlor-propan-1-ol; 3-chlor-propan-1-ol) je velmi potlacen a vyskytuji se v mnozstvich,
ktera jsou na hranici jejich detekce.

H,C—OH

HC—-OH

H,C—OH

(S)-(+)-3-chlor-propan-1,2-diol

Legislativni limit pro obsah 3-MCPD v hydrolyzatech je 20 pg/kg (ppb). Pro vétsinu dalsich
potravin stanoven neni. Obsah v béznych potravinach se ale vétSinou okolo této hodnoty pohybuje.
Vyssi obsah lze najit napt. ve fermentovanych saldmech (az k 50 ppb) nebo tavenych syrech (do 30
ppb). Velmi vysoky obsah byl zjistén v parmazanu (82 ppb).

K extremnim néarastim obsahu 3-MCPD dochdzi u chleba pfi toastovani nebo grilovani (az 300
ppb).

Réamcové slozeni suSeného hydrolyzatu Rieber & Son, ASA

SuSina min. 95 %
Obsah aminokyselin (Nx6,25) 26+4 %

Tuk 2+1%

Obsah NaCl 50+4%

Obsah glutamové kyseliny T+1%
(ptirozené) 5,6 £0,2

pH (10 % roztok) <10 pg/kg (ppb)
3-MCPD
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Zavér

Vyroba bilkovinnych hydrolyzatl je procesem, pii kterém se vychozi suroviny obsahujici zejména
bilkoviny a mensi podil sacharidi hydrolyzuji pomérné koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
za vysokeé teploty a ptipadné i zvySeného tlaku pomérné dlouhou dobu. Pfi tomto procesu dochazi

k prakticky totalni destrukci veSkerych bilkovin a sacharidii za vzniku volnych aminokyselin a
produktii reakci neenzymového hnédnuti. Neutralizace hydrolyzatu po ukonceni hydrolyzy vede
navic k vysrazeni dalSich, pfipadn¢ nehydrolyzovanych bilkovin. Dtsledkem tohoto procesu je
prakticky tplna absence ptivodnich bilkovin a polysacharidii v kone¢ném produktu. Stejn¢ tak jsou
zcela inaktivovany veskeré bilkoviny a sacharidy s aktivitou alergenu, které jsou pfitomny

v pivodni suroving.

Kysel¢ bilkovinné hydrolyzaty je tedy z hlediska vyskytu alergickych reakci organismu mozno
povazovat za potravinu zcela bezpecnou.

Obsah 3-MCPD je pii spravné vedené technologii se zafazenim dekontamina¢niho kroku pod
hygienickym limitem a je srovnatelny nebo vétSinou nizsi nez obsah v potravinach bézné spotieby.

Hyrolyzat rostlinnych bilkovin je tedy mozno povazovat z hlediska potravinové bezpecnosti za
zcela vyhovujici.

[1] Correspondence: Prof. Dr. Jan Panek; e-mail: jan.panek@vscht.cz
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