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Souhrn: Oves sety (Avena sativa L.) se v posledni dobé ukazuje jako perspektivni alternativa k obilninam ze skupiny Triticeae
ovesného zrna aveniny obsahuji ve srovnani s homologickymi proteiny pSenice (gluteniny a gliadiny), je€mene (hordeiny) a zita
(sekaliny) méné glutaminu a prolinu a jsou Iépe hydrolyzovatelné proteasami traviciho Ustroji, navic je jejich celkovy obsah v zrnu
nizsi. Ukazuje se vSak, Ze existuje vysoka geneticka (alelickd) variabilita v sekvencich aveninl a hydrolyzovanych peptidd mezi
rdznymi genotypy ovsa. Klinické testy ukazuiji, Ze vétSina genotypl ovsa nevykazuje imunologickou reakci, avSak nékteré
genotypy ovsa ano. Bylo popsano nékolik aveninovych peptidi obsahujicich epitopy reagujici na protilatky proti glutenovym
peptidum (R5 moAb, G12 moAb). Pro bezpecnost ovsa z hlediska celiakie je tedy nutny vyzkum alelické variability avenin(
a jejich hydrolyzovanych peptidd z hlediska jejich celiakalni reaktivity. Pro pfipravu bezlepkovych produktt z ovsa je nutna
kontrola jeho plvodu (genotypu) a celiakalni reaktivity. Alternativnim pfistupem je pak moznost snizeni obsahu glutenovych
peptidd pomoci technologickych postupt spocivajicich v hydrolyze glutenovych peptidd pomoci bakterialnich nebo houbovych
inokulata.
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Abstract: Oats (Avena sativa L.) becomes considered a promising alternative to Triticeae cereals (wheat, barley, rye) for
persons suffering from any kind of gluten intolerance, especially celiac disease. Oat prolamins avenins reveal lower content in
grain with respect to Triticeae prolamins; moreover, their molecules contain less glutamine and proline thus yielding shorter
peptides during hydrolysis in gut. Clinical tests revealed no immunogenic response to anti-gluten primary antibodies in most
oat genotypes tested; however, gluten levels exceeding the limit of 20 ppm were determined in certain oat genotypes. Some
avenin-derived peptides revealing epitopes interacting with anti-gluten primary antibodies such as R5 moAb or G12 moAb were
already described. In order to consider oats as a gluten-free product, studies of avenin and avenin-derived peptides genetic
variability and potential immunoreactivity are necessary. Control of oat genetic resources arises as a need in the process of
oat-derived gluten-free food preparation. An alternative approach represents gluten reduction in oat products by food

processing technologies based on gluten fermentation by special bacterial or fungal inoculates.
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Uvod

Oves sety (Avena sativa L.) pfedstavuje moznou alternativu k obil-
ninam ze skupiny Triticeae (p$enice, jeCmen, Zito) pro osoby
trpici nékterou z forem nesnasenlivosti lepku, z nichz nejvyznam-
né&jsi formu predstavuije celiakie (CD). Celiakie je geneticky pod-
minéna forma nesndasenlivosti lepku, tj. souboru obtizné hydro-
lyzovatelnych peptidd bohatych na aminokyseliny glutamin
a prolin, vznikajicich v travicim ustroji pfi hydrolyze zasobnich
proteinu z rodiny prolaminu. Lidé trpici celiakii jsou nositeli alel
HLA-DQ2.2/2.5/8 receptord na membranach dendritickych bunék
(DC), a praveé tyto receptory rozpoznavaji specifické sekvence
(epitopy) glutenovych peptidd. Navazani glutenovych peptidd
na HLA-DQ2/8 receptory je podminkou pro indukci imunitni re-
akce, jejimz dusledkem jsou zanéty a atrofie sliznice proximalni
¢asti tenkého streva (jejunum, ileum). Vyznamnou ulohu v imu-
nitni odezvé lidského téla na gluten hraje travici enzym tkariova
transglutaminasa (tissue transglutaminase tTG2), ktera katalyzu-
je deamidaci glutaminovych zbytkd na kys. glutamovou, &imz
zvySuje jejich reaktivitu k HLA-DQ2.2/2.5 receptorim. Kromé
deamidace glutaminu na kys. glutamovou dochazi i k transami-
daci, tj. k navazani glutenovych peptidl na tTG2 a jejich spole¢-
nému navazani na HLA-DQ2.2/2.5 receptory; télo pak vytvari
protilatky nejen proti glutenu, ale i proti vlastnimu enzymu tTG2
a celiakie je tak vlastné autoimunitni nemoci (Balakireva a Zamy-
atnin 2016). Z glutenovych peptidd je povazovan za nejreaktiv-

néjsi peptid o délce 33 aminokyselin (33 mer; p57-89) odvozeny
z repetitivni oblasti pSeni¢ného a2-gliadinu, va¢i némuz byla
vytvoFena monoklonalni protilatka moAbG12. V sekvenci tohoto
a2-gliadinového 33meru bylo identifikovano Sest epitopl rozpo-
znavanych HLA-DQ2.5 receptorem (Balakireva a Zamyatnin 2016;
De Re et al. 2017). V soucasnosti predstavuje jedinou uc¢innou
léCbu celiakie celoZivotni bezlepkova dieta (Gluten-free diet GFD).
Zrno ovsa obdobné jako zrna obilnin ze skupiny Triticeae obsa-
huje nékolik skupin zasobnich proteind: albuminy, globuliny, glu-
teliny a prolaminy. Ovesné prolaminy zvané aveniny jsou sice
homologni k p$eni¢nym gluteninim a gliadinlm, je€émennym
hordeinim a zitnym sekalindm, ale zarover se od nich v nékterych
ohledech odliuji. Ovesné aveniny se dle sekvence déli do tfi
skupin (aveniny A, B, C); v8echny tfi skupiny maji ve svych mo-
lekulach tfi konzervativni oblasti A, B a C a dveé variabilni oblasti,
které pravé obsahuji Useky bohaté na glutamin (G) a prolin (P);
na rozdil od pSeni¢nych gliadind jsou vSak u aveninu tyto oblas-
ti krat$i, coz se projevuje i na celkové mensim podilu G+P na cel-
kovém obsahu aminokyselin u aveninl ve srovnani s jinymi pro-
laminy (Real et al. 2012). V8echny aveniny rovnéz patfi
do skupiny tzv. S-rich prolaminu; aveniny skupin B a C obsahu-
ji ve svych molekulach 8 cysteinovych zbytku a tvofi intramole-
kularni disulfidické vazby, aveniny skupiny A obsahuiji ve svych
molekulach 9 cysteinovych zbytkl a tvofi i intermolekularni disul-
fidické vazby vedouci ke tvorbé psenici obdobnych gluteninovych
oligomeru (Real et al. 2012). Navic celkovy obsah aveninud v oves-
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nych zrnech je niz&i ve srovnani s pSeniénymi, zitnymi a jeCmen-
nymi prolaminy a dosahuje pouze cca 2 % z celkové hmotnosti
ovesného zrna a cca 15 % z celkového obsahu proteint v zrnu
(Real et al. 2012).

Studie zabyvajici se glutenovymi peptidy vzniklymi hydrolyzou
aveninu a jejich imunoreaktivitou:

Z hlediska bezpec€nosti potravin pro celiaky je nafizenim EU sta-
noven limit obsahu glutenu 20 ppm v tzv. bezlepkovych potravi-
nach bezpecnych pro celiaky; oves je dle nafizeni EU povazovan
za bezpec¢nou potravinu vhodnou pro zafazeni do tzv. GFD (,,glu-
ten-free diet”; nafizeni Evropské komise 41/2009). Naopak Aus-
tralie a Novy Zéland stéle nepovaZzuji oves za potravinu bezpec-
nou pro celiaky (Joint Australian and New Zealand Food Standards
Code, 2007).

Studie zabyvajici se imunologickou reaktivitou aveninovych pep-
tidd vUci standardné pouzivanym primarnim protilatkam proti
glutenovym peptiddm R5 moAb (RIDASCREEN ELISA kit) a G12
moADb. Protilatka R5 moAb se vaze na epitopy QQPFP, QQQFP,
LQPFP, a QLPFP, a rovnéz v mensi mife na epitopy QLPTF,
QQSFP, QQTFP, PQPFP, a QQPYP, a je vyuzivana k detekci
glutenovych peptidll u pSenice, jeCmene a zita (Kahlenberg et al.
2006). Dal$im typem anti-glutenové protilatky je G12 moAb, kte-
ré se vaze na epitopy QPQLPY, QPQQPY a QPQLPF a ktera
vykazuje limitovanou reaktivitu s aveniny, a protildtka moAb
401.21 rovnéz nazyvana Skerritt, kterd se vaze na epitopy
PQPQPFPQE a PQQPPFPEE (Skerritt et al. 2000). Stru¢ny pre-
hled studii zamérenych na detekci glutenovych peptidd v rdznych
genetickych varietach ovsa je uveden v tabulce 1.

Prace zamérené na detekci gluten-reaktivnich peptidi odvoze-
nych od avenint ukazuji na variabilni délku a imunoreaktivitu
téchto peptidl. Comino et al. (2016) detekovali nékolik imunore-
aktivnich aveninovych peptidud interagujicich s protilatkou moG12
proti pSeni¢nému a2-gliadinovému 33meru. Imunoreaktivni pep-
tidy odvozené od gliadin-like avenint skupiny B a C: QL6
(QPQLAQL), QQ6 (QPQLQQ), PV10 (PYPEQQEPFV), EF27 (EQY-
QPYPEQQEPFVQQQPPFVQQEQPF); imunoreaktivni peptidy
odvozené od glutenin-like aveninl typu A jsou QL14 (QQP-
FMQQQPFMQPL), QM27 (QYQPYPEQQPFMQQQQPFMQ-
PLLQQQM). Peptidy rizné délky se liSi svoji imunoreaktivitou
v klinickych testech; kratké peptidy QL6 a QQ6 nevykazuji zadny
stimulaéni efekt na dendritické buriky (DCs), resp. receptory HLA-
-DQ2/8. Pouze delsi peptidy EF27 a QM27 indukovaly prolifera¢-
ni odezvu T-bunék obdobnou stimulaci vyvolané gliadinovym
33mer peptidem. Peptidy stfedni délky PV10 a QL14 se sice vazi
na HLA-DQ2/8 receptory na povrchu DCs, ale maji zfejmé na roz-
dil od delsich peptidl jiny mechanismus endosomalni internali-
zace, tudiz neindukuji odezvu T bunék vedouci k rozvoji moleku-
larnich symptomu typickych pro celiakii jako jsou proliferace
T bunék, uvolnéni interferont y (yIFN) &i tvorba autoprotilatek
proti tkanové transglutaminaze tTG2 (Comino et al. 2011, 2016).
Studie zamérené na odradovou variabilitu v imunoreaktivité rdz-
nych genetickych materidl(l ovsa ukazuji vyznamné genotypové
rozdily; napfiklad Ballabio et al. (2011) zjistili odliSnou odezvu
na RIDASCREEN ELISA kit u 36 kultivart ovsa. VétSina kultivaru
méla hodnoty gluten-like protein hluboko pod limitem 20 ppm,
avsak odrldy (variety) Expander, HJA76037N, Kynon a BG2 mély
koncentrace gluten-like proteinti velmi blizké k limitu 20 ppm,
a nékolik genotypu jako komer¢ni pluchaty kultivar Dakar, expe-
rimentalni nahy genotyp BG3, nahy kultivar Nave a genotyp BG4
vyznamneé prekrocily limit 20 ppm nutny pro bezlepkové produk-
ty, a genotypy BG3 a Dakar dokonce prekrocili detekeni limit
80 ppm pro RIDASCREEN Gliadin ELISA kit. Obdobné Benoit et al.

(2017) testovali pomoci ELISA 19 odridd ovsa z hlediska jejich
reaktivity k protilatce R5 proti a-gliadinovému epitopu LQPFP,
a k tzv. Skerritt protilatce, pficemz nalezli pozitivni reakci u odrad
Brazilian Check, Kanota, a Curt indikujici pfitomnost imunogennich
peptidu v hydrolyzatech aveninl izolovanych z téchto odrd. Pri
pouziti protilatky Skerritt byly naméreny vyrazné vysSsi koncentra-
ce glutenovych peptidu oproti stanovenim pomoci R5 protilatky.

Zaveér

Ovesné zasobni proteiny aveniny vykazuji ve srovnani s homo-
lognimi prolaminy pSenice, je€mene a zita nizsi podil vzhledem
k celkovému obsahu zasobnich proteinu obilek a rovnéz nizsi
podil obtizné hydrolyzovatelnych aminokyselin glutaminu a pro-
linu. Ze strukturniho hlediska maji aveniny dva kratsi repetitivni
useky bohaté na G+P oproti dlouhym repetitivnim sekvencim
pSeniénych S-poor gliadinl, coZ vede pfi nasledné hydrolyze
ke vzniku kratSich glutenovych peptidu, které nevedou k indukci
imunitni odezvy a rozvoji molekularnich symptomu typickych pro
celiakii (IgE protilatky proti glutenovym peptiddm, autoprotilatky
proti tTG2, yIFN, proliferace T bunék). Studie zabyvajici se geno-
typovymi rozdily v celiakalni reaktivité ovsa v3ak ukazuji, ze oves
vykazuje vysokou genetickou variabilitu ve sloZeni zasobnich
proteinu avenind a v délce a sekvenci hydrolyzovanych peptidd.
Studie sleduijici reaktivitu hydrolyzovanych aveninl na standard-
ni anti-glutenové monoklonalni primarni protilatky R5 a G12, pfi-
padné tzv. Skerritt protilatku, pomoci ELISA test(, ukazaly gene-
tickou variabilitu v reakci na tyto protilatky, pricemz nékteré
genotypy ovsa vysoce prekrocily limit 20 ppm glutenu definova-
ny pro bezlepkové potraviny. Pfi vyuZiti ovsa jako bezlepkové
potraviny vhodné pro celiaky je tedy nutné vénovat pozornost
pouzité odriidé, resp. genetickému zdroji, z néhoz surovina po-
chazi. MozZnou alternativou jsou i technologické pfistupy zaloze-
né na snizeni obsahu lepku s vyuzitim bakterialni ¢i houbové
fermentace (Rizello et al. 2007).
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Tabulka 1. Genotypy ovsa vykazujici zvySenou hladinu lepku (vyssi nez 20 ppm) detekovanou protilatkami proti lepku.

Genotyp Lepek (ppm) Primarni protilatka (kit) Citace
Dakar 80 R5-based ELISA (RIDASCREEN Ballabio et al. (2011)
Expander 20.91 Gliadin kit)
HJA76037N 20.59
Kynon 19.29
BG2 38.4
BG4 41
Nave (nahy) 75.5
Brazilian Check 195 (R5), 2568 (Skerritt) R5-based sandwich ELISA; Benoit et al. (2017)
Kanota 99 (R5), 238 (Skerritt) Skerritt S-ELISA
Curt 50 (R5), 238 (Skerritt)
OoM719 1340 G12 moAb based ELISA Comino et al. (2011)
OH727 344
OE717 Pozitivni odezva k protilatce G12 G12 moAb Comino et al. (2016)
moADb na imunoblotu. Imunoreaktivni
peptidy QL6, QQ6, PV10, QL14,
EF27, QM27
Nave (nahy) Pozitivni odezva TEER zalozena Krali¢i polyklonalni protilatka proti  Silano et al. (2014)
na permeabilité monovrstvy T84 pSeni¢nému gliadinu;
bunék
R5-based ELISA RIDASCREEN
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Predikce technologické kvality bilkovin kompozitni mouky s netradiénimi
produkty
(Prediction of proteins technological quality of composite flour with non-traditional products)

Svec, |., Hruskova, M.
Ustav sacharidu a ceredlii, Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze

Souhrn: Obohaceni pSeni¢né mouky riznymi rostlinnymi materidly by mélo naplnit dva cile - obohatit nabizené portfolio
koneénych produktll a vyvazit vyZivové skore vyrobkd z pSeniéné mouky. Era zapomenutych cizich, asto i zamorskych rostlin
je Castecné na ustupu a jsou stfidany plodinami domacimi na evropském kontinentu. Tyto materialy nepochybné predstavuiji
je€men nebo Inéné semeno; obé suroviny jsou bohaté zdroje dietni viakniny, druha uvedend i nenasycenych mastnych kyselin.
Semena Inéného seminka mohou byt pouzity v neupravené formé, nebo jsou mlety do celozrnné (plnotu¢né) mouky.
EfektivnéjSim vyuzitim se zd4 byt oddéleni oleje a vyroba mouky z vyliskd - pokrutin, tzv. Inéné vlakniny. Pouziti této rostliny,
prirozené bezlepkové, muze prinést uréité technologické potize, takze predpovidani kvality bilkovin je na misté. Tradi¢né se
k tomuto ucelu pouziva sedimentacni Zelenyho test a moderni metoda profil retenénich kapacit. PfedloZzend prace nabizi
statistické srovnani obou analytickych metod pro pfedpovidani kvality bilkovin v trojslozkovych kompozitech na bazi pSeni¢né
mouky a Inéné vlakniny (ze zlatého i hnédého Inu). Testované netradi¢ni materialy byly celozrnné mouky z tmavych semen chia,
Zlutych quinoi a hnédoc€ervenych canahui plus nopalova mouka, pfidané do premixu az do 10 hmot. % (32 trojslozkovych
kompozitnich vzorku). Pro Zelenyho test byla potvrzena jeho robustnost pro kvantifikaci kvality bilkovin, jako hlavni vliv byl
uréen kombinovany efekt typu netradi¢ni plodiny a vyse pfidavku. Retenéni kapacita zavisela hlavné na trojici hodnocenych
faktord. Pomoci shlukové analyzy je potencialné mozno stanovit rozdily v kvalité bilkovin pro kompozity pSeni€¢né mouky podle
reten¢ni kapacity kyseliny mlééné.

Kli¢ova slova: kompozitni pSeni€éna mouka, netradi¢ni plodina, Zelenyho test, retenéni kapacita, hierarchicka shlukova analyza
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