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ABSTRAKT

Tato dizertacni prace je zaméfena na udrzitelné zhodnoceni pSeni¢nych otrub, konkrétné se
vénuje izolaci jejich proteinové frakce a jeji nasledné vyuziti pti vyrob¢ potravin s vysokym
obsahem bilkovin. PSeni¢né otruby jsou lignoceluldozovy material slozeny primarné
z polysacharidti, obsahuji piiblizn¢ 18 % bilkovin. Byla vyvinuta a ovéfena technologie
pro izolaci proteintt pomoci metody pH-shift, pomoci které bylo mozné ziskat proteinovy
koncentrat s 83% Cistotou. Vytéznost technologie se pohybovala okolo 9 g/100 g otrub.
Podminky izola¢niho procesu nemély vliv na frakcionaci proteind, jejich molekulova hmotnost
byla shodna s proteiny v pSeni¢nych otrubach. Izolovany protein disponuje kompletnim
aminokyselinovym profilem, i kdyz s niz§imi hladinami esencialnich aminokyselin (zejména
lysinu) ve srovnani s zivoCiSnymi proteiny. Izolaci proteini bylo dosazeno vyznamného
zvyseni jejich stravitelnosti (93 %) oproti bilkovindm v pSeni¢nych otrubach. Déle byly
ovéfeny aplikace proteinu izolovaného z otrub pii vyrobé vysokoproteinového jogurtu a peciva,
u kterych byly sledovany piedevs§im zmény v textuie produktu, chuti a pfijeti spotiebiteli.
Velkoobjemové ovéfeni izolaéni technologie odhalilo nezbytnost ucinného odstied’ovani
pro produkci proteinovych praski s maximalni Cistotou. Zjisténi podporuji potencial
pSenicnych otrub jako alternativniho zdroje bilkovin, ktery mtze piispét jak k ekonomickému
rastu, tak k udrzitelnosti zivotniho prostfedi pti vyrob€ potravin.
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1 UVOD

Udrzitelny rozvoj je zakladni ideologii pro zajisténi ekonomického rustu, ochrany zivotniho
prostiedi a socialni spravedlnosti. Jednou z aktualnich priorit udrzitelného rozvoje je Sertné,
avSak efektivni vyuzivani ptirodnich zdroji se zamétenim na vodu, nerostné suroviny, ale i
potraviny a zemédélstvi. Pravé udrzitelny rozvoj v zeméd¢€lstvi a v potravinarstvi mize vést
k feSeni problému s hladem, chudobou, zménou klimatu nebo se ztratou biodiverzity.
Vyuzivani lignocelulézovych materiall z potravinafského prumyslu, které jsou casto
oznacovany za odpad, lze zatadit do postupt, které jsou v souladu s principy udrzitelného
rozvoje.  Efektivni  zhodnoceni  lignocelulézovych  materiald  muze  vést  jak
k podpoie ekonomiky diky produkci hodnotnych vyrobkd, tak k ochrané zivotniho prostiedi
diky redukci mnozstvi vznikajiciho odpadu.

Lignocelul6zové materidly jsou tvofeny pievazné ligninem, celulézou a hemicelul6zami a
vyskytuji se zejména v zemédélskych residuich, v lesnim odpadu nebo v potravinatskych
sekundarnich produktech, jako jsou napiiklad pSenicné otruby. Valorizace lignocelul6zovych
materialii predstavuje jejich transformaci na hodnotné produkty, kterd je v§ak mozna pouze
na zékladé navrzené a ovéfené technologie. Mezi ekonomicky nejvyhodnéjsi moznosti
valorizace lignoceluldzovych materiala patii technologie pro produkci biopaliv, které se vénuje
jiz nékolik evropskych biorafinerii. Lignocelul6zové materidly lze vSak vyuzit také
V potravinaifském primyslu, kde miize byt cenéné zejména jejich proteinova frakce.

Pravé pseni¢né otruby (PO) jsou lignocelulézovym odpadnim materidlem s relativné
vysokym zastoupenim proteind (18 %). PO jsou sekundarnim produktem zpracovani
pSeni¢nych zrn, od pSeni¢ného endospermu jsou odstranény v priab&hu mleti. PSeni¢né otruby
jsou v dnesni dobé bézné pouzivané pro krmné tGcely, v mensi mite také pro lidskou vyzivu.
Velké mnozstvi PO je vSak vyuzivano nejméné preferovanymi technikami v rdmei hierarchie
nakladani s odpady. Vzhledem ke slozeni pSeni¢nych otrub mtize byt vSak potencial jejich
uplatnéni v potravinaistvi vyssi, mohou byt povazovany za alternativni zdroj bilkovin.

V souladu s udrzitelnym rozvojem se v potravinaistvi zvySuje popularita rostlinnych
proteint. Jejich produkce vyrazn€é méné ovlivituje zivotni prostiedi nez produkce bilkovin
zivociSnych. Rostlinné proteiny vSak mohou mit vzhledem k jejich nutricnim vlastnostem
oproti zivoCiSnym fadu nevyhod — cCasto nejsou plnohodnotnym zdrojem esencidlnich
aminokyselin a jejich stravitelnost mliZze byt ovlivnéna pfitomnosti antinutri¢nich latek. Izolaci
proteint z rostlinnych materiald lze jejich nutricni vlastnosti zlepsit, je ale také ziskan produkt
— proteinovy izolat, ktery je ekonomicky mnohem hodnotnégj$i nez jeho ptivodni zdroj.

Proteinové izolaty uz davno nejsou konzumovany pouze sportovei za ucelem narlstu
svalové hmoty. Stale vice roste obliba vysokoproteinovych potravin nejriznéjsiho druhu, jako
napiiklad vysokoproteinového peciva, mlé¢nych vyrobki nebo trvanlivych vyrobkt (téstoviny,
tyCinky apod.). Ptidavek proteini do potraviny vSak muize ovlivnit jak senzorické vlastnosti
vyrobku, tak postup vyroby v zavislosti na jejich plivodu, sloZeni nebo metod¢ izolace. Proto
jsou receptury a technologie vysokoproteinovych vyrobkil vyvijeny tak, aby byly nutri¢né
piinosné, ale zaroven také pozitivné hodnoceny spotiebiteli.

V ramci této dizertacni prace byla vyvinuta a ovéfena technologie pro izolaci proteinti
Z pSeni¢nych otrub — lignocelul6zového materialu povazovaného za alternativni zdroj bilkovin.
Bylo charakterizovano chemické slozeni a nutri¢ni vlastnosti proteinového izolatu z pSeni¢nych
otrub. Ziskany proteinovy izolat byl také pouzit pro vyvoj peciva a jogurti se zvySenym
obsahem proteind.



2 TEORETICKA CAST

Lignoceluldza je jednim z nejzastoupenéjSich organickych materidlti na Zemi. Je zejména
soucasti dfeva, ale i materiald, které jsou produkovany potravinaiskym pramyslem (slama,
otruby apod.). Vzhledem K jejich riznorodému slozeni je mozné tyto materialy vyuzit také jako
alternativni zdroje proteint. Rostlinné proteiny maji diky svym jedine¢nym vlastnostem své
také ekologicky ptesah. Lze je vyuzit napiiklad pro produkci masovych analogli nebo
vysokoproteinovych potravin.

2.1 PSenicné otruby jako zastupce lignocelulézovych materiali

Lignoceluloza je organicky material, ktery tvoti az 50 % svétové biomasy. Tvofi ji 3 zédkladni
slozky — celuldza, lignin a hemiceluldza. Nejvice je lignoceluldza zastoupena ve dieve ¢i slamé,
jeji jednotlivé slozky vSak mizeme nalézt v kazdé rostlinné hmot¢. Kazdoroéné celosvétove
ptibude pfes 180 miliard tun lignocelul6zového materidlu, okolo 8 miliard tun je dale vyuZito
zejména jako palivo nebo krmivo. Jelikoz se ovSem jedné o obnovitelny zdroj, je tento material
také slibnou surovinou pro vyrobu ekonomicky hodnotngjSich produkti. Nevyhodu
pro zpracovani lignocelulozy vSak prozatim piedstavuje jeji slozita struktura [1].

Mezi jeden z nejvice zastoupenych lignoceluldozovych potravindiskych odpadl patii také
pSeni¢né otruby. Jejich ro¢ni celosvétova produkce se pohybuje kolem 150 mil tun. PSeni¢né
otruby vznikaji jako vedlejsi produkt v mlynském primyslu pii mleti pSeni¢nych zrn. Tvoii asi
13-17 % hm. zrna. Skladaji se z aleuronové a hyalinni vrstvy, testy a vnitfniho a vnéjSiho
perikarpu, mohou obsahovat také zbytky klickt [2]. Tyto vrstvy se mezi sebou lisi svou
mikrostrukturou (obrazek 1) a také chemickym sloZenim. Zatimco perikarp je tvofen zejména
nerozpustnou vlakninou, aleuronové vrstva je bohatd na proteiny, rozpustné oligosacharidy
a mnohé bioaktivni latky [3].

Aleuronova
vrstva

Pericarp Testa Endosperm

Obrazek 1 Obalové vrstvy pSenicného zrna [3]

Otruby jsou oddélovany od zbytku zrna v procesu mleti, které se nejcastéji provadi pomoci
série valcovych stolic, vyssi u€innosti se dosahuje nastavenim rozdilnych rychlosti otacenti,
Sitky mleci spary nebo povrchem jednotlivych valci. Cilem je maximalni vymleti endospermu
ze zrna a pozdéji z obalovych vrstev [4]. Zrna se pied mletim také ¢asto kondiciuji — namaci,
coz vede ke zvySeni elasticity obalovych vrstev, které poté 1épe odolavaji mechanickému tlaku
a mohou byt efektivné oddéleny [2].

2.1.1 SloZeni pSeni¢nych otrub

Chemické slozeni pSeni¢nych otrub zavisi na odrid¢€ pSenice, podminkach jejiho péstovani
a zpusobu a kvalité zpracovani zrn. Obecné obsahuji pSeni¢né otruby vysoké mnozstvi
vlékniny, reprezentované zejména celuldzou, ligninem a hemicelulotickymi xylany, galaktany
a fruktany (34-63 %), na které jsou dale vazané proteiny. V rozpustné vlakning se poté nachazi
jesté glukany a xylany [5]. Obsah lipidi v otrubach je zavisly na mnozstvi s nimi



zpracovavanych klickti. Otruby jsou také bohaté na mineralni latky, hlavné Zelezo, zinek,
mangan, hoi¢ik, a fosfor, ktery se ovS§em vyskytuje pfevazné ve forme fytatt. Jejich komplexy
s Fe, Zn a Mg poté zptisobuji biologickou nedostupnost takto vazanych mineralt [2]. SloZeni
pSeniénych otrub obohacuje zejména aleuronova vrstva. Ze vSech obalovych vrstev pSeni¢ného
zrna obsahuje nejveétsi mnozstvi proteinti, aminokyselin, bioaktivnich latek, kyseliny fytové,
antioxidantli, vitamini a mineralt [6, 7]. Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek je
uvedené v 1, rozmezi hodnot je dano rozdily ve sloZeni jednotlivych vrstev pseni¢nych otrub.

Tabulka 1 Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek psenicnych otrub [6, 8—10]

Slozka Obsah [%]
Polysacharidy 60-75
Proteiny 9,9-18,6
Tuky 5,0-6,3
Voda 11,6-12,0
Popel 5,7-6,5

Celkovy obsah sacharidi v suSiné pSeni¢nych otrub je okolo 58 % (cca 65 g/100 g
pSeni¢nych otrub), toto procento ovSem velmi zavisi na zastoupeni Skrobu. Ten je hlavni
slozkou endospermu a v procesu mleti je cilem veskery jeho podil z otrub vymlet [11]. Jelikoz
se jedna o lignocelulozovy material, vyznamné zastoupeni zde maji také celuldza (okolo 20 %)
a hemicelulozy (okolo 18 %) [12]. Z dietarniho pohledu lze polysacharidy povazovat
za vlakninu, ktera dle své rozpustnosti miize mit v t€le vyznamné funkce [13]. Jeji zastoupeni
Vv pSeni¢nych otrubach je okolo 50 %. Nerozpustna vlaknina v pSeni¢nych otrubach prevazuje
(35-52 %), svymi laxativnimi G¢inky pomaha udrzovat zdravi tlustého stfeva a podporuje
peristaltiku [11]. Vlaknina pSeni¢nych otrub muze byt také slibnym prebiotikem, disponuje
navic také antioxidaéni aktivitou [14, 15].

Obsah proteini v pSeni¢nych otrubach je okolo 17 %, pficemz jejich nejveétsi mnozstvi se
nachazi v aleuronové vrstvé, kde se vyskytuji pfevazné ve formé zasobnich globulint. Proteiny
vngjSich a stfednich vrstev maji poté vétSinou obranné funkce a zabraiuji oxidativnimu stresu
[11]. Dle Idris et al. [16] jsou proteiny pseni¢nych otrub tvoieny albuminy (23,5 %), globuliny
(15,5 %), prolaminy (18,5 %), gluteliny (25,5 %) a nerozpustnymi proteiny (17,5 %). Nutricni
kvalita proteinl je charakterizovana obsahem esencidlnich aminokyselin. NejzastoupenéjSimi
aminokyselinami proteinti pSeni¢nych otrub jsou kyselina glutamova, asparagova a arginin,
zZ esencialnich aminokyselin leucin. S ohledem na adekvatni denni piijem dospélého Eloveka
je, stejné jako u vétSiny ceralii, limitujici aminokyselinou lysin [17]. V porovnani s proteiny
pSeni¢ného endospermu obsahuji pSeni¢né otruby vys$si mnozstvi argininu a glycinu [13, 18].

Za bioaktivni latky pSeni¢nych otrub jsou povazovéany slouceniny s antioxida¢ni nebo
protizanétlivou aktivitou. Jejich mnozstvi v pSeni¢nych otrubach je ovlivnéno odriidou nebo
klimatickymi a enviromentalnimi podminkami [19]. Nejzastoupenéj$i skupinou jsou fenolické
latky — sekundarni metabolity rostlin, které diky své struktufe disponuji dobrymi
antioxida¢nimi ucCinky. V pSenici jsou to zejména derivaty kyseliny hydroxyskoficove,
konkrétné kyselina ferulova, sinapova a kumarova. Vyskytuji se pfevazné¢ v obalovych
vrstvach, jelikoz jsou vazané na strukturalni slozky bunécné stény [20].

PSeni¢né otruby maji také relativné vysoky obsah drasliku (118 mg/kg) a fosforu
(101 mg/kg), coz jsou zakladni rostlinné nutrienty nezbytné pro spravny vyvoj rostlin [21].
Ovsem vétSina mineralnich latek pSeni¢nych otrub nema pro ¢loveéka Zadny vyZzivovy vyznam,

5



jelikoz je vazana ve formée obtizné stravitelnych fytatt [22]. Otruby tak ve své na tivni formé
nejsou dobrym zdrojem mineralnich latek. V procesu zpracovani otrub se casto cili
na odstranéni fytatd z nutricné zajimavych produkti tak, aby se zvysila jejich obecna vyzivova
hodnota. Vazané formy prvkut vsak neptedstavuji problém pro utilizaci v ramci rostlinné fise,
pSeniéné otruby lze tak vyuzit naptiklad jako hnojiva [21].

2.1.2 Biorafinace pSeni¢nych otrub

Trendem nejen dneSni doby je maximalni vyuziti sekundarnich produktii vyroby a tim
minimalizace mnozstvi vznikajicich odpadu. Velky duraz se klade na zisk produktu, jejichz
ekonomicky vyznam ptevazi naklady spojené s jejich vyrobou. Casto se proto musi tyto vyrobni
procesy optimalizovat, aby bylo dosazeno co nejvysSich vytéZkli za co nejpiijatelngjsich
podminek. To plati 1 v pfipad€ pseni¢nych otrub, které maji fadu vlastnosti, jez se daji velmi
dobie dale zlrocit. Proces jejich plného vyuziti se oznacuje jako biorafinace, jeden z navrhu je
zobrazen na obrazku 2 [23].
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Obrazek 2 Priklad biorafinace psSenicnych otrub [23]

PSeni¢né otruby se za ucelem jejich valorizace mohou pouzivat bud’ jako celek
(lignocelul6zovy material), nebo mohou byt valorizovany jejich jednotlivé slozky. Tehdy se
slozeni pSeni¢nych otrub odrézi v navrzené technologii biorafinace. Mezi potencidlné
vyznamné slozky pSeni¢nych otrub se fadi polysacharidy, konkrétné celuldza, arabinoxylany
a skrob, proteiny a jejich aminokyseliny, tuky, mineralni latky, lignin, nebo fenolické latky.
Tyto latky je vSak za ucelem jejich valorizace nutné z pSeni¢nych otrub nejprve v co nejCistsi
formé izolovat. Proces izolace jedné slozky by souc¢asné nemél degradovat slozky jiné. Zaroven
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by koncept biorafinerie m¢l zahrnovat pouze udrzitelné technologie bez pouziti nebo tvorby
toxickych kontaminanti skodlivych pro zivotni prostiedi [24].

Jedna z aktualné nejpouzivanéjSich technologii zhodnoceni lignocelul6zového materialu je
jejich konverze na biopaliva. Za timto ucelem je nejprve nutné polysacharidy hydrolyzovat
na jednoduché cukry, které mohou dale slouzit mikroorganismiim jako substrat pro konverzi.
Jelikoz jsou pSeni¢né otruby tvofeny pievazné z polysacharidd, byla tato technologie
aplikovana také na né [25], vytéZnosti jejich konverze na bioethanol dosahuje az 70 g/kg [26].
PSeni¢né otruby mohou také predstavovat slozku substratu vyuzivaného pro produkci riznych
typti enzymu nebo organickych kyselin pomoci mikroorganismi. Fermentaci pSeni¢nych
otrub v pevné fazi lze pomoci hub a mikroorganismt vyzadujicich nizsi vlhkost ziskat naptiklad
a-amylazy, pektindzy nebo xylandzy. Pfi fermentaci v tekutém médiu pak mohou byt
produkovany lakkazy, karboxymethyl celuldzy nebo esterdzy kyseliny ferulové.
Nejvyznamnéjsi organickou kyselinou v pSeni¢nych otrubéch je kyselina ferulova, diky svym
antioxida¢nim u¢inkiim ma potencidlni vyznamné uplatnéni ve farmacii, kosmetice
i potravinaiském primyslu. Biotechnologickou konverzi kyseliny ferulové z pSeni¢nych otrub
1ze ziskat vanilin — pfirodni aroma hojn¢ vyuzivané v potravinaistvi [27].

PSeniéné otruby lze také vyuzit jako hnojivo, mohou byt vyznamnym zdrojem mineralnich
latek, zejména fosforu, po jejich kompostovani. PsSeni¢né otruby také prokazaly schopnost
adsorbovat rizné typy latek, které znec¢ist'uji Zivotni prostiedi, napfiklad krystalovou violet’ [6],
nebo ionty tézkych kovi [7]. Za Gcelem zlepSeni absorpcnich vlastnosti daného typu latky se
provadi rizné modifikace pSeni¢nych otrub. Naptiklad termochemicka modifikace pSeni¢nych
otrub vedla ke zlepseni adsorpce méd’natych iontt [8].

Diky relativné vysokému zastoupeni proteinii (okolo 17 %) mohou byt i pSenicné otruby
povazovany za jeden z novych, alternativnich zdroji proteintii. Oproti proteinim pSeni¢né
mouky maji nutriéné mnohem pestiejSi aminokyselinovy profil, jsou bohatym zdrojem
argininu, kyseliny glutamové 1 nékterych esencialnich aminokyselin. Hledani alternativnich
zdroji proteint je jednim z hlavnich z4jmut v oblasti zlepSeni bezpecnosti a kvality potravin.
Ma za cil zejména sniZeni negativniho vlivu produkce potravin a krmiv na zivotni prostiedi [9].
Kromé nutri¢niho a technologického vyznamu se mohou proteiny pSeni¢nych otrub uplatnit
Vv oboru nanotechnologii, konkrétné¢ jako nosi¢e nebo enkapsulacni materidl pro rtizné
vyznamné nutrienty nebo bioaktivni latky [11].

2.2 Vyuziti rostlinnych proteinii v potravinarstvi

Proteiny jsou dusikaté organické slouceniny sloZzené z dlouhého fetézce aminokyselin, které
jsou nezbytné pro spravné fungovani vSech zijicich organismi. V dnes$ni dobé popularita
rostlinnych proteint roste nejen pro jejich zdravotni benefity, ale také diky aktualnim trendim
udrzitelného rozvoje a ochrany Zivotniho prostfedi nebo zvifat. NejbeznéjSimi zdroji
rostlinnych proteini jsou lusténiny (s6ja, hrach) a obiloviny (pSenice), kazdopadné diky
valorizaci riznych rostlinnych materialli se objevuje také fada jejich alternativnich zdrojt (fasy,
hmyz) [28]. Jelikoz jsou vSak rostlinné proteiny odlisné od Zivocisnych, jejich zafazeni do
stravy je nutné provadét s ohledem na jejich nutriéni charakteristiky. Roste také poptavka po
tzv. plant-based proteinovych vyrobcich, jejichz kvalita je z velké miry ovlivnéna funkénimi

vlastnosti rostlinnych proteint [29].
2.2.1 Nutri¢ni vyznam rostlinnych proteini

Pfijem proteinti ve stravé je pro spravny fyzicky i1 psychicky stav ¢lovéka nezbytny,
ovlivilyje riist, vyvoj a funkei svali, kosti a nervového systému. Stravu by mély proteiny tvofit
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z 10-20 %, pticemz za adekvatni denni pfijem proteintl je povazovano okolo 0,8 g na kg télesné
vahy [30]. Zvyseny piijem bilkovin (az 2 g/kg/den) je pak doporu¢ovan sportovcim, ale také
star§im lidem [31, 32]. Takovato vyziva ma za cil pfedchazet ztraté svalové hmoty a sily, ale
také naptiklad snizovat riziko rozvoje obezity. Starsi lidé by zaroven ze zdravotniho hlediska
mély davat pfednost konzumaci rostlinnych proteini pied Zivo¢isnymi naptiklad kvili absenci
cholesterolu, a dokonce schopnosti jeho hladinu snizovat.

Jeden z hlavnich parametrti, které poukazuji na nutricni kvalitu proteind, je jejich
aminokyselinové sloZeni. Pro vyzivu je zasadni zejména =zastoupeni esencidlnich
aminokyselin. Kvalitni proteiny by meély obsahovat vSechny esencidlni aminokyseliny
Vv mnozstvi dostate¢ném pro optimalni funkci organismu. Tyto predpoklady spliuje zejména
vajecny protein, ktery je z tohoto diivodu ¢asto oznacovan jako referen¢ni. Pro lidskou vyzivu
jsou esencialnimi aminokyselinami valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin,
fenylalanin a tryptofan, poloesencialni aminokyseliny arginin a histidin je nezbytné piijimat
V dostateném mnozstvi zejména v dospivani. Doporuceny denni piijem esencidlnich
aminokyselin je zavisly jak na hmotnosti konzumenta, tak véku [33].

Zivogisné bilkoviny jsou vzhledem k zastoupeni esencialnich aminokyselin povazovéany za
kompletni. V proteinech rostlinného ptivodu jsou obecné 4 esencialni aminokyseliny (Lys, Met,
Thr, Trp), které se z nutri¢niho hlediska mohou vyskytovat v neoptimalnich koncentracich [34].
I pfesto mlzou byt tyto proteiny cenéné pro obsah nékterych aminokyselin, které pozitivné
ovliviluji procesy v téle [30]. Navic jsou jedinou pfijatelnou volbou pro vegany. Kombinaci
rostlinnych proteint z riznych zdrojh lze vSak napodobit aminokyselinovy profil zivo¢isnych
bilkovin, a tim eliminovat jejich individualni nutriéni nedostatky [35, 36]. Jak jiz bylo zminéno,
referenénimu proteinu definovanym WHO svym slozenim nejvice odpovida protein z brambor
nebo chlebovniku, jeho aminokyselinové slozeni bylo v§ak mozné napodobit také kombinaci
hrachového albuminu (86,6 %) a proteinu z goa fazoli (13,4 %) [35].

Stravitelnost je dalsi vlastnost, ktera zasadné ovliviiuje nutriCni vyznam proteind.
Stravitelnost proteinll je vysledkem plisobeni vnéjSich a vnitfnich faktord. Vné&jsi faktory
zahrnuji nepfistupnost proteinu vlivem pfitomnych antinutri¢énich latek, vnitini jsou dany
poradim aminokyselin, skladbou a zpilisobem zesitovani bilkovin. Ziroven mulZe byt
stravitelnost bilkovin ovlivnéna v pribéhu zpracovani jejich zdroju [37]. Stravitelnost
zivociSnych proteinit je obecné mnohem lepSi neZ u proteind rostlinnych, coz muize byt
zpusobenou rozdilnou strukturou téchto proteinti. Sekundérni struktura rostlinnych proteinti je
totiz charakteristicka Castym vyskytem B-skladanych listi a nizkym zastoupenim a-helixt,
coz je pric¢inou jejich odolnosti vii¢i proteolyze v travicim traktu [38]. Hydrofobni B-struktury
navic zpusobuji shlukovani proteinti, coz také snizuje jejich stravitelnost [39, 40]. Dalsi
faktorem, ktery mulize sniZzovat stravitelnost rostlinnych proteint, je pfitomnost neskrobovych
polysacharidli nebo vlakniny, které brani plisobeni travicich enzymu [41].

Také pritomnost nckterych bioaktivnich latek miZze sniZovat stravitelnost proteini.
Napftiklad kyselina fytova, kterd se nachazi v obilovinach, semenech nebo ofechiach, miize
interakci s proteiny vést k jejich snizené stravitelnosti. Z potravin je v§ak mozné ji odstranit
namacenim, klicenim nebo jeji enzymatickou hydrolyzou fytazami [33, 35, 42]. V syrovych
lusténinach, obilovinach, bramborach nebo rajcatech se ptirozené vyskytuji inhibitory protedz,
které naruSuji ptsobeni travicich enzymi trypsinu a chymotrypsinu, jejich obsah lze vSak
vyznamné zredukovat tepelnym opracovanim [36, 37].

Nutriéni vyznam proteinli lze efektivné zhodnotit diky metoddm, které vyhodnocuji
jak jejich aminokyselinové skore, tak stravitelnost. Mezi tyto metody patii naptiklad PDCAAS



(protein digestibility corrected amino acid score), DIAAS (digestible indispensable amino acid
score) nebo PER ((protein efficiency ratio).

2.2.2 Metody izolace proteint z rostlinnych materiala

Existuje fada rtiznych technik izolace ¢i extrakce proteinti z rostlinnych materialti. Konvencni
metody izolace proteinti mohou mit fadu nevyhod, napt. denaturaci proteini, nizkou vytéznost,
produkci velkého mnozstvi odpadni vody nebo vysokou spotiebu chemikalii. Proto jsou
vyvijeny také nové metody, u kterych jsou tyto nedostatky eliminovany. Jejich vyuziti
Vv primyslu ovSem omezuji vysoké potizovaci naklady na vybaveni [43].

Nejcast¢jsi metoda pro izolaci proteinii se nazyva pH-shift. Vyuziva se v ni extrakce
proteinti v alkalickém prostiedi a izoelektrické precipitace. Proteiny jsou v alkalickém prostiedi
solubilizovany do roztoku, nerozpustné ¢asti jsou odstranény centrifugaci. Solubilizace probiha
Vv zavislosti na typu proteint v rozmezi pH 8—11, ptipadné vyssim [30]. Pro precipitaci je poté
pH upraveno na hodnotu pl, ktera se u rostlinnych proteinti bézn¢ pohybuje mezi 4-5 [13, 22,
44, 45].

V kombinaci s pH shift metodou se ¢asto vyuzivaji techniky ultrafiltrace nebo diafiltrace.
To ma za nasledek zejména zvySeni vytéznosti extrakce proteint a zlepSeni jejich funkénich
vlastnosti. Po solubilizaci proteini dochazi diky ultrafiltraci k odstranéni vody
a nizkomolekularnich latek pomoci membrany, a tim k zakoncentrovani proteini. Takto
ziskané proteinové koncentraty disponuji vySSim zastoupenim proteini diky odstranéni
nezadouci vlakniny [46].

Dalsi metodou izolace proteinli z rostlinnych materidli je vysolovani. Ptidavkem soli se
zvySuje iontova sila proteint, jejich hydratovatelnost vodou a tim i solubilizace. Avsak pii
koncentracich soli vysSich, nez 1M se rozpustnost proteinil naopak vyrazné snizuje, ¢ehoz se
vyuZziva pro jejich opétovnou precipitaci. BéZné pouzivanymi solemi v této technice izolace
proteind jsou bud’ chlorid sodny nebo siran amonny [47].

Proteiny lze zrostlinného materiald izolovat také po frakcionaci za sucha — mletim
materidlu dochazi k rozpadu struktury a uvolnéni jednotlivych komponent. Diky rozdilnym
velikostem Castic a hustotdm je umoznéna separace proteind, ktera se ¢asto provadi v proudu
vzduchu. Vyhodou této metody je uplna absence jakychkoliv chemikalii, proteiny po izolaci
navic neni nutné dodate¢né susit. Kazdopadné vytéznost a ucinnost suché frakcionace proteinti
je velice nizka, je zavisla na rychlosti mleti [46, 48].

Pokrocilé metody izolace proteint jsou nejen udrzitelné, ale maji také vyssi vytézky, ziskané
proteiny disponuji lepSimi nutri€énimi i technologickymi vlastnostmi a jsou povaZovany
eutektického rozpoustédla, reverznich micel, mikrovinného zareni, ultrazvuku, vysokého tlaku,
subkritické vody, nebo pulsniho elektrického pole [43].

2.2.3 Vysokoproteinové potraviny

Rostlinné proteiny maji diky své vyzivové hodnoté v potravinaistvi vyznamné uplatnéni.
Zejména ve stravé veganské a vegetarianské jsou jedinym moZnym zdrojem aminokyselin.
Popularita rostlinnych proteint se vSak v poslednich letech zvysuje. Jejich nejvétsi zastoupeni
je v tzv. plant-based potravinach, které obsahuji zejména ovoce, zeleninu, obiloviny, lusténiny,
ofechy a seminka. Naptiklad v Evropé vzrostl trh s plant-based potravinami mezi lety 2020
a2022 o 21 %, mél hodnotu 5,8 mld. eur (pro 13 vybranych evropskych zemi) [50].
Celosvétova hodnota trhu s t€émito potravinami v roce 2022 byla vSak 44,2 mld. americkych
dolart, do roku 2030 se predpoklada nartst na téméf 162 mld. dolart [51], tj. o vice 366 %.



Rostlinné proteiny mohou byt pouzity také pro fortifikaci konvencnich potravin, jako je
napiiklad pecivo, té€stoviny nebo ndpoje za ucelem zvysSeni jejich nutricni hodnoty, ptipadné
diverzifikace aminokyselinového profilu. Timto zplsobem je mozné produkovat
I vysokoproteinové potraviny. Pro danou aplikaci je nutné pouzit takovy typ proteinu, ktery
svymi funk¢nimi vlastnostmi nenarusi charakter pivodni potraviny. K fortifikaci potravin se
nejéastéji pouzivaji mandlové, kokosové, sdjové nebo hrachové proteiny [52].

V pec€ivu je zdrojem rostlinnych proteinli zejména mouka — pSeni¢na obsahuje okolo 10 %
proteinti. Jeji nevyhodou je vSak relativné nizké zastoupeni esencialni aminokyseliny lysinu
[53]. Piidavkem rostlinnych proteint jiného puvodu lze vyleps$it aminokyselinovy profil, a tim
i nutri¢ni hodnotu peciva, konzumentovi umoznuje zvysit piijem bilkovin [54]. Do peciva
se nejCastéji piidava sojovy nebo pSenicny protein, pozornost se ovSem upina také
k hrachovému, cizrnovému nebo fazolovému proteinu  zejména kvuli  jejich
aminokyselinovému profilu [54]. Zaroven je v8ak nutné zajistit texturu a chut' odpovidajici
danému pecivu, které mohou byt, dle typu pridavaného proteint, rizn¢ ovlivnény. Nejcastéji je
ptidavkem proteinti do peciva ovliviiovana agregace lepku a lepivost tésta [55]. Chut’ a aroma
peciva obohaceného o rostlinné proteiny jsou ¢asto ovlinény zdrojem daného proteinu — jeho
typickym aroma. Rizikovym faktorem je také pietrvavajici hotkost rostlinnych proteina [56].

Téstoviny jsou dalS$im typem potraviny, kterd je bézné obohacovana o proteiny, ¢imz je
dosazeno zlepSeni aminokyselinového profilu, a tim zvySeni jejich nutri¢ni hodnoty [57].
Zaroven je nutné zajistit technologické vlastnosti téstovin s ptidavkem proteint, jako je
vafivost, bobtnavost nebo vaznost. Zasadni vliv na tyto vlastnosti ma mnoZzstvi a typ
pfidavaného proteinu — ovliviluje mechanické (tuhost) a strukturni vlastnosti téstovin (silu
lepku) [58]. Ptidavek proteinové suroviny bohaté na vlakninu oslabuje téstovinovou sit’
a ovlivituje jejich texturu. Kazdopadné u téstovin obohacenych riznymi druhy lusténinovych
mouk byla pozorovana rizna tuhost, lepivost nebo mnozstvi sedimentu [59]. Stejné jako
U peciva mize pritomnost rostlinnych proteini ovliviiovat i senzorické vnimani téstovin
konzumenty. Napiiklad pfitomnost slunecnicového proteinového izolatu méla za nasledek
tmavsi barvu té€stovin [60], alternativni zdroji bilkovin, jako jsou lusténiny, mohou zpUsobit
nepfijemnou chut’ ¢i aroma [61].

Obohacovani riznych typt napoja o proteiny s sebou pfinasi nezbytné tipravy technologie
vyroby, které zajisti senzorickou i nutri¢ni kvalitu vyrobku [62]. Zdroj proteini je pro tuto
kvalitu zasadni jak ze senzorického, tak technologického hlediska [63]. Historicky jsou nejvice
vyvijeny ovesné napoje [64], ovSem v posledni dobé roste vyuzivani lusténin, ofechi a seminek
jako ingredience v ruznych typech napojt [63]. Pro inkorporaci rostlinnych proteinti do napoji
je nutné nejprve vyhodnotit jejich funkéni vlastnosti, zejména hydrofobicitu, rozpustnost,
vaznost vody, gelovaténi, pénotvornost a emulzifika¢ni vlastnosti [65], na zaklad¢ kterych
Ize poté odhadnou mozné aplikace. Piidavek rostlinnych proteinti vS§ak mtize zptisobit také fadu
negativnich senzorickych vjemu, naptiklad hotkost nebo sviravost. U népoji obohacenych
fazolovych proteinovym izolatem pretrvavala nepfirozena fazolova chut’ [66].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Charakterizace pSeni¢nych otrub a proteinového materiilu z pSeni¢nych
otrub

Ve vSech experimentech provedenych v ramci této dizertacni prace byly pouzity pSeni¢né
otruby z Mlynti J. Vozenilek (Ceska republika). V pSeni¢nych otrubach bylo stanoveno
mnozstvi bilkovin (Kjeldahlova metoda, Kjeldatherm KT 8S, Vapodest VAP200, Gerhardt,
Némecko) a jejich molekulova hmotnost (SDS-PAGE), obsah vody (metoda dle Karl-Fishera,
Metrohm 701 KF Titrino), tukd a jednotlivych mastnych kyselin (plynova chromatografie,
Thermo Fisher TRACETM GC), fenolickych latek (kapalinova chromatografie, Waters HPLC
Systém, 515 HPLC pump, UV-VIS detektro Waters 2487, Waters 717 autosampler)
a mineralnich latek (ICP-OES, Horiba Jobin Yvonne Ultima 2). Mnozstvi polysacharida bylo
nakonec ur¢eno jako dopocet souctu vSech zastoupenych slozek do 100 %.

U vSech proteinovych izolatl z pSeni¢nych otrub, ziskanych riznymi izola¢nimi postupy,
bylo stanoveno zastoupeni bilkovin (prvkovy analyzator Euroconvertor EA 3100) a vytéznost
dané¢ho procesu izolace (gravimetricky) vzdy ve tfech opakovani. Vytéznost byla poté
definovana jako mnozstvi izolovaného materialu ze 100 g otrub ([g/100 g]). Jednotlivé izolacni
postupy byly mezi sebou porovnavany pravé dle téchto dvou kritérii — obsahu bilkovin
a vytéznosti. U vSech proteinovych izolati byla také stanovena molekulova velikost proteini
(SDS-PAGE) pro zhodnoceni vlivu pouzitych metod izolace na §tépeni proteinového fetézce.

U proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub, izolovaného z hlediska vyté€Znosti a zastoupeni
bilkovin nejoptimalnéj§im postupem, byl kromé mnozstvi a molekulové velikosti bilkovin
stanoven také obsah tukd a mastnych kyselin (plynova chromatografie, Thermo Fisher
TRACETM GC), fenolickych (kapalinova chromatografie, Waters HPLC Systém, 515 HPLC
pump, UV-VIS detektro Waters 2487, Waters 717 autosampler) a mineralnich latek (ICP-OES,
Horiba Jobin Yvonne Ultima 2) a aminokyselinovy profil (AAA analyzator) vzdy ve tiech
opakovani.

3.2 Izolace proteinové frakce z pSeni¢nych otrub

Pro izolaci proteini z pSeni¢nych otrub byla pouzita metoda pH-shift, kterd vyuziva
amfolytickych vlastnosti bilkovin, jejich rozpustnosti v prostiedi pH, které je vyssi, nez je jejich
izoelektricky bod. Cely proces izolace byl slozen z nékolika zakladnich kroki. V prvni fazi
byly proteiny extrahovany roztokem hydroxidu sodného (0,05 M, odpovida pH 11) v poméru
1:10 z lignocelul6zové struktury pSeni¢nych otrub za stdlého michani (120 rpm) po dobu
1 hodiny. Deproteinované pSeni¢né otruby byly déle od tekutého extraktu oddéleny pomoci
centrifugace (15 min, 8000 rcf, laboratorni teplota). Hodnota pH proteinového extraktu byla
nasledné opét za stdlého michani upravena na 4, ¢imz doslo k precipitaci proteinti. Pii dalsi
centrifugaci byl ziskan proteinovy sediment, ktery byl nakonec susen lyofilizaci do konstantni
hmotnosti. Tento proces izolace proteintl je zobrazen na obrazku 3.

Extrakce Precipitace
1h;1:10 pH4
0,5 M NaOH 1M H2504 Lyofilizace
laboratorni teplota laboratorni teplota
Psenitné otruby ——— Supernatant —————————~—— Sediment ————————— Proteinovy izolat
Centrifugace Centrifugace“\\
8000 rcf 8000 rcf ;
15 min 15 min Deproteinované

laboratorni teplota laboratorni teplota v v s
pseni¢né otruby

Obrdazek 3 Schéma pribéhu izolace proteinu z psenicnych otrub
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Za ucelem zvyseni vytéznosti a Cistoty proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub byl pivodné
navrzeny postup izolace modifikovan. Tyto modifikace byly rozdéleny do tii
skupin — pfeduprava pSeni¢nych otrub, uprava podminek extrakce a uprava podminek
precipitace. Konkrétni zmény provedené v postupu izolace proteint z pSeni¢nych otrub jsou
uvedeny v tabulce 2. Kazda zména v pivodné navrzeném postupu byla provedena samostatné
a jeji vliv na vytéznost, zastoupeni proteinu v izolatu a fragmentaci proteinovych fetézct byl
ovéfen porovnanim s pivodné navrzenou metodou.

Tabulka 2 Modifikace v procesu izolace proteinii z pSenicnych otrub

Piedliprava Extrakce Precipitace
, " 1:20
Mleti <0,2 mm |Pomér 1-30 3
. o 40 pH
Enzymaticka Celuldzy |Teplota [°C] 50 :
hydrolyza Koncentrace NaOH [M] 0,35
AMG >
Doba [h] 4
30 3 Teplota [°C]
Odtuénéni [°C] 40 , 2x P
50 Opakovana extrakce 3x -4

3.3 Velkoobjemovai izolace proteinové frakce z pSeni¢nych otrub

Proces izolace proteini z pSeni¢nych otrub testovany v laboratornich podminkach byl
transferovan do poloprovoznich mefitek. Celkem byly ovéfeny 4 varianty izolace proteind,
které se mezi sebou liSily zejména pouzitim odliSnych typd odstfedivek, nebo pomérem
extrakéniho ¢inidla ku mnoZstvi otrub. VSechny testované varianty byly provedeny za ticelem
zvySeni vytéZnosti a zastoupeni bilkovin ve findlnim proteinovém materialu.

Prvni varianta izolace proteini z pSeni¢nych otrub byla odvozena od metody navrzené
a optimalizované v laboratornich podminkéach. Extrakce proteind z pSeni¢nych otrub byla
provedena 0,05 M NaOH v poméru 1:20 w/v za stalého michani (hfidelové michadlo, 100 rpm),
pii laboratorni teploté, po dobu 2 hodin. Tento proces byl proveden v bioreaktoru
CSTR IF-1500 o objemu 1500 I, vybavenym hiidelovym michadlem, do kterého bylo odvazeno
50 g otrub a 1000 1 0,5 M NaOH.

Pro napodobeni laboratornich podminek izolace proteini z pSeni¢nych otrub byla pro
oddéleni proteinového extraktu od deproteinovanych pSeni¢nych otrub pouZita série dvou
riznych odstfedivek. V prvnim kroku byla za stdlého michani suspenze Cerpana (pistové
erpadlo s kapacitou 5 m*/h, Johnson, Sweden) do odstfedivky Aldec 10 decanter (otacky
bubnu 5000 ot./min, otaky Snekového dopravniku 3-5 ot./min, objemovy priitok suspenze 660
1/h), kde doslo k odstranéni nejhrubsich ¢asti suspenze. V dal§im kroku byl pak supernatant
pumpovan do odstiedivky Alpha laval Clara 80 disck stack centrifuge (8000 ot./min, doba mezi
cykly 30 minut, objemovy pritok suroviny 450 I/h), ¢imzZ byl proteinovy extrakt z pSeni¢nych
otrub jesté precistén.

Precipitace extrahovanych proteinii byla provedena Upravou pH supernatantu na hodnotu
4+ 0,1 pomoci 2M H»SO4 za stalého michani (100 ot/min, 30 min, teplota 25 °C) opét
v bioreaktoru CSTR IF-1500 vybavenym hiidelovym michadlem, ktery byl pfedem vy¢istén.
Vznikla suspenze byla opét Cerpana pomoci pumpy X do odsttedivky Alpha laval Clara 80
disck stack centrifuge (8000 ot./min, doba mezi cykly 15 minut, objemovy pratok suroviny 500
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1/h), kde doslo k odd€leni precipitované proteinové frakce od supernatantu. Ziskany sediment
byl nakonec nalit na podnosy pro zmrazeni (-35 °C, 6 hodin) a nésledn¢ lyofilizovan pomoci
zatizeni Lyo-tech (24hodin, tlak v komote 30 Pa, teplota polic 20 °C).

Ve druhé varianté byla testovdna izolace proteinli z pSeni¢nych otrub za stejnych
podminek, ovSem s dvojnasobnou navazkou pseni¢nych otrub, tedy v poméru 1:10 (100 kg
otrub/ 1000 1 0,5M NaOH). Se snizenim poméru bylo nezbytné snizeni otacek odstfedivky
Aldec 10 decanter na 4795 ot./min a upravit tak pratok suspenze na 480 I/h.

Ve tieti varianté izolace proteini z pSeni¢nych otrub byla provedena zména v nastaveni
odstfedivky Aldec 10 decanter za ticelem snizeni celkového Casu izolace a zvySeni U€innosti
odstted’ovani. Pii zvySeni otacek na 5000 ot/min a pritoku suspenze 580 1/h byla soucasné
V této variant¢ izolace vynechana dalsi odstfedivka Alpha laval Clara 80 disck stack centrifuge,
ktera byla v obou pfedchozich variantdch pouzita pro piecisténi supernatantu. Po precipitaci
byl proteinovy material separovan od suspenze, vtomto piipadé ovSem za niz$iho
pratoku — 431 I/h,

Ve ¢tvrté varianté izolace proteint z pSeni¢nych otrub byla odstfedivka Aldec 10 decanter
nahrazena sedimenta¢nim tankem s filtraéni ptepazkou. Obdélnikovy sedimentacni tank
0 rozmérech 1,4x0,7x0,6 m byl vybaven perforovanymi deskami s 4vrstvou filtraéni vlozkou
umisténymi na dné. Kapacita pouzitého tanku byla 151 1/m?xh. Béhem separace byla suspenze
otrub a extrakéniho Cinidla neustdle michana, aby se ptfedeslo problémim s jejim Cerpanim
do usazovaci nadrze. V této varianté bylo také testovano alternativni suSeni ziskaného
proteinového materialu, a to sprejovym susenim. Po centrifugaci precipitovaného proteinového
materidlu byl jeho objem rozdélen na 2 ¢asti — 35 litrti bylo lyofilizovéano a 18 litri bylo suseno
pomoci sprejové susarny s maximalni kapacitou evaporované vody 30 I/h (Gea Niro Atomizer,
Italie).

3.4 Aplikace proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub v potravinarstvi

Proteinovy koncentrat z pSenicnych otrub byl nasledné pouzit pro fortifikaci jogurtli a chleba
za ucelem pfipravy vysokoproteinovych potravin. U obou aplikaci byla provedena fada analyz,
diky kterym bylo mozné novou vysokoproteinovou potravinu ocharakterizovat a zhodnotit vliv
pfidavku proteinového koncentratu z pSenicnych otrub na jeji vlastnosti.

Vysokoproteinové jogurty byly vyrobeny z ¢erstvého, plnotu¢ného, pasterizovaného mléka
(Moravia Lacto, Ceska republika). Komeréni jogurtova kultura obsahujici bakterie
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus (YF-L812, Chr.
Hansen, Dénsko) byla zvolena pro pfipravu 1% inokula, které bylo nasledné pouZivano pro
zahajeni fermentace mléka. Jogurty se zvySenym obsahem proteini byly obohaceny
2 a 5% hmotnostnim piidavkem proteinového koncentratu z pSenicnych otrub nebo
syrovatkového proteinu (Vilgain Aktin). Za tucelem zlepSeni senzorickych vlastnosti
vysokoproteinovych jogurtl pak byly pfipraveny jogurty s 5% a 10% hmotnostnim piidavkem
OP, kombinace OP a SP nebo enkapsulovaného OP. Mléko bylo pied ptipravou vzorkl jogurti
zahtato na 70 °C po dobu 10 min, po ochlazeni na teplotu laboratote bylo pfidano inokulum
vpoméru 1:100 a odpovidajici mnozZstvi proteinového materidlu. Smés byla promichana
a zhomogenizovana aumisténa do jogurtova¢ (Klarstein, Némecko) vyhfivaného
na definovanou teplotu 42 °C pfiblizn¢ na 8 hodin. Poté byly vzorky umistény do lednice
(4 °C) do dalSich analyz. Pfed kazdou analyzou byl vzorek jogurtu pomoci IZi¢ky
zhomogenizovan.
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U vzorku vysokoproteinovych jogurtl byla za ucelem jejich charakterizace stanovena
kapacita zadrzovani vody, obsah suSiny, synereze jogurtl, reologické vlastnosti
a zivotaschopnosti jogurtovych bakterii. Diky senzorické analyze mohl byt efektivné
vyhodnocen vliv pfidavku proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub na senzorické
vlastnosti vysokoproteinovych jogurtli. Byla hodnocena textura, aroma a chut’ jednotlivych
vzorkd.

Vysokoproteinovy chléb byl piipraven substituci ¢asti hladké pseni¢né mouky (Mlyny J.
Vozenilek) proteinovym koncentratem z pSeni¢nych otrub nebo syrovatkovym proteinem. Bylo
testovano nékolik procentualnich substituci pseni¢né mouky danym proteinovym materidlem,
konkrétné byly vytvoieny smési s 5, 10 a 15% obsahem daného proteinového materidlu. Jako
reference slouzila neobohacend hladka pSenicna mouka. Ke kazdé takto ptipravené smési bylo
nasledné ptidano ptiblizné 2,6 g soli, 1,3 g kvasnic a 70 ml vody, vSechny suroviny byly fadné
promichéany. Poté se vzniklé té€sto uvalelo do tvaru baget a nechalo 20 min kynout pti pokojové
teploté. Nakonec se nakynuté bagety pekly v elektrické troubé pfi teploté 240 °C po dobu
20 min.

Pro vyhodnoceni vlivu substituce mouky proteinovymi materidly byly stanoveny
farinografické (Farinograf-E Brabender, Némecko) a extenzografické vlastnosti (Extenzograf-
N, Brabender, Némecko) tést. Za timto ucelem bylo ke kazdé smési mouky a proteinového
materidlu pfidano takové mnozstvi vody, diky kterému bylo pfipraveno tésto o konzistenci,
ktera neptfesahla hodnotu 500 FJ. Senzorické vlastnosti vzorkti chleba byly vyhodnoceny
V rdmci senzorické analyzy 1 den po jejich ptiprave. Byly hodnoceny texturni, chutové
vlastnosti a aroma kazdého vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Charakterizace pSeni¢nych otrub

Pro veskeré experimenty provedené v ramci této dizertacni prace byly pouzity pSenicné
otruby (PO) z Mlynii J. Vozenilek (Ceska republika). Za i¢elem jejich valorizace bylo nejprve
pomoci raznych analytickych technik charakterizovano slozeni pSeni¢nych otrub. Zastoupeni
jednotlivych slozek PO je uvedeno a porovnano se zahrani¢ni literaturou v tabulce 3.

Tabulka 3 Slozeni psenicnych otrub

Slozka PO Mlyny J. PO dle Apprich et al. [%] PO dle Curti et al. [%)]
Vozenilek [%] [91] [309]

Polysacharidy 58,3+2,9 56,8 21,1 — 38,9 (pouze Skrob)

Bilkoviny 18,7+0,1 13,2-18,4 9,9-18,6

Voda 14,0+ 1,8 12,1 8,1-12,7

Tuky 2,99 +£ 0,47 35-39 50-6,3

Popel 6,03 £ 0,58 34-81 57-65

Dle udaji v tabulce 3 se slozeni PO z Mlyni Vozenilek vyrazné nelisi od slozeni PO
uvadéném Apprichem et al. [23] nebo Curtiem et al [67]. Celkovy obsah bilkovin v PO Mlyny
J. Vozenilek byl necelych 19 %. Mnozstvi bilkovin v otrubach je zavislé na zplsobu a stupni
vymleti pSeni¢ného zrna [68]. Dle relativné malé odchylky v méfeni 1ze usuzovat, Ze proces
mleti pSeni¢nych zrn v Mlynech J. Vozenilek probiha jednotné a nedochazi tak k vykyvim
v zastoupeni bilkovin. Pomoci SDS-PAGE analyzy byly separovany jednotlivé frakce bilkovin
pSeni¢nych otrub dle jejich molekulové velikosti. Tyto frakce byly zaroven porovnany
s bilkovinnymi frakcemi pSeni¢ného endospermu, jez jsou snadnéji definovatelné. SDS-PAGE
elektroforeogram bilkovin pSeni¢nych otrub a pSenicného endospermu je zobrazen
na obrazku 4.
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Obrazek 4 Porovnani SDS-PAGE elektroforeogramii proteinii pSenicného endospermu
a otrub

Dle pfilozenych elektroforeogramii (obrazek 4) je evidentni, Ze zastoupeni bilkovinnych
frakci v pSenicném endospermu a v pSenicnych otrubach se od sebe liSi. Nejvyrazngjsim
rozdilem je absence bilkovin s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa v endospermu. Na zakladé
vysledku 1ze vSak konstatovat, ze proteinové izolaty z pSeni¢ného endospermu a z otrub mohou
mit jiné zastoupeni bilkovin a tim 1 jiné nutri¢ni a funk¢ni vlastnosti.

Testované pSeni¢né otruby obsahovaly 2,99 % + 0,47 celkovych lipidi, jejich blizsi
charakterizaci bylo ur¢eno také zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v PO. Nejvice
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zastoupené jsou polynenasycené mastné kyseliny (61 %), zejména kyselina linolova (C18:2).
Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) reprezentované hlavné kyselinou olejovou (C18:1)
tvoti pfiblizné 22 % lipidi a 16 % tvoii nasycené mastné kyseliny (SFA), obzvlast’ kyselina
palmitova. Obdobné poméry zastoupenych mastnych kyselin byly uvedeny také Jungem et al.
Vv superkriticky extrahovaném oleji  z pSeni¢nych otrub [69] a Yadavem et al.
V hexanovém extraktu PO [70].

Obsah popela v pseni¢nych otrubach byl stanoven na 6,03 + 0,58 %. Mezi prvky byly
nejzastoupenéjsi fosfor (13,7 mg/g) a draslik (12,7 mg/g), PO obsahuji také relativné vysoké
mnozstvi hoi¢iku (4,5 mg/g). Pti porovnani vysledkii s dostupnou literaturou se otruby
produkované v mlynech Vozenilek zasadné neodchyluji od publikovanych dat [23, 71].

4.2 1Izolace proteinové frakce z pSeni¢nych otrub

Dle provedené charakterizace pSeni¢nych otrub Ize za jednu z nejhodnotnéjsich komponent
PO povazZovat proteiny, které tvoii témét 19 % celkového obsahu. Proto byl za ucelem
valorizace pSeni¢nych otrub navrzen postup izolace proteinové frakce z jejich lignoceluldézové
struktury. Izolace byla provedena pomoci metody pH-shift, zadkladni postup izolace proteinil
Z pSeni¢nych otrub byl postupné modifikovan riznymi zptsoby, které mély vést
k efektivnéjsimu uvolnéni bilkovin z lignocelul6zové struktury. Typy modifikaci izola¢niho
procesu byly rozdéleny do tfi skupin — (1) ptfedaprava otrub, (2) zména podminek extrakce
proteini a (3) zména podminek precipitace proteini. Pro kazdy postup izolace byla
vyhodnocena celkova vytéZnost proteinového materialu (g materialu ze 100 g PO) a vytéZnost
¢istych bilkovin ze 100 g PO, jejich hodnoty jsou uvedeny v grafu na obrazku 5.
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Obrazek 5 Vytéznost ruznych postupii izolace proteinti z pSenicnych otrub

Pomoci zékladniho postupu se podaftilo ziskat 9 g produktu ze 100 g PO. Pti pfepoctu na
bilkoviny bylo ze 100 g otrub ziskano 7,8 g bilkovin. S cilem zvysit efektivitu technologie byly
provedeny modifikace ptivodné navrzeného postupu.
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Nejveétsi nartst ve vytéznosti byl pozorovan pii zafazeni enzymoveé hydrolyzy pSeni¢nych
otrub pomoci celuldz jako zptisobu ptredupravy. Celkova vytéznost tohoto zplisobu izolace
dosahovala 15 g izolatu na 100 g otrub a vytéznost bilkovin byla okolo 13 g/100 g. Jelikoz jsou
pSenicné otruby lignocelul6zovym materidlem, fada proteinti mize byt pevné inkorporovana
do jejich struktury [72]. V takovém piipadé nedochazi k jejich extrakci pii pouziti slabych
zasad, ale az po naruSeni lignoceluldzy.

Z4dna modifikace faze extrakce proteintl nezptisobila zvyseni vytéznosti izolace. V piipadé
pouziti koncentrovangjS$iho extrakéniho c¢inidla, konkrétné 0,35 M NaOH, doslo naopak ke
Stépeni proteinil na kratsi peptidy, které se v kyselém prostiedi nesrazi. Stejn¢ tak ke zvySeni
vytéznosti izolace nepomohly modifikace faze precipitace. SniZeni teploty vyznamnéji
nepodpofilo precipitaci protein z extraktu, coz poukazuje na fakt, ze precipitace proteina
vyextrahovanych z pSeni¢nych otrub probihala velmi dobie i pfi pokojové teploté. Zména pH
pro srazeni proteint vedla naopak ke sniZeni celkové vytéznosti i vytéZznosti bilkovin. Je tedy
ziejmé ze hodnota izolelektrického bodu extrahovanych bilkovin se pohybuje okolo pH 4, coz

je srovnatelné s hodnotou stanovenou Uttamem et al. [73].

Zastoupeni bilkovin Vv bilkovinnych izolatech je dualezity parametr, ktery poukazuje na
¢istotu kone¢ného produktu. Pokud dany proteinovy material obsahuje vice neZ 90 % bilkovin,
lze ho oznacovat jako proteinovy izolat. V ptipad¢, Zze obsahuje mezi 30 a 90 % bilkovin, je
takovy material definovany jako proteinovy koncentrat. Zastoupeni bilkovin v proteinovych
materialech izolovanych riiznymi postupu je zobrazeno na obrazku 6.
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Obrazek 6 Zastoupeni bilkovin v proteinovém materidlu z psenicnych otrub ziskaném
riiznymi zpiisoby izolace

Zastoupeni bilkovin v materidlu izolovaném zakladnim postupem se pohybovalo okolo

83 %, coz odpovida proteinovému koncentratu. Takovéto typy materidlu vzdy obsahuji urcité

mnozstvi vlhkosti, dal§imi slozkami proteinovych koncentrati mohou byt polysacharidy,
V proteinovém izolatu z pSeni¢nych otrub je to skrob.

Zména v zastoupeni bilkovin v proteinovych materidlech oproti pivodnimu postupu byla

pozorovana jen u nékolika modifikovanych zplsobil izolace. Mirny narlist v zastoupeni
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bilkovin oproti ptivodnimu postupu byl pozorovan pouze v piipad¢ piedupravy pSeni¢nych
otrub enzymatickou hydrolyzou pomoci celuldiz (87 %), v proteinovém materidlu
precipitovaném pii pH 5 (86,4 %) a v materialu, v kterém byla precipitace proteinli podpoiena
jednorazovym zchlazenim na -4 °C (84,5 %).

Pomoci SDS-PAGE analyzy bylo provedeno porovnani fragmentace bilkovin v pSeni¢nych
otrubach a v proteinovych koncentratech z pSeni¢nych otrub. SDS-PAGE elektroforeogram

bilkovin pSeni¢nych otrub a proteinového izolatu je zobrazen na obr. 22.
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Obrazek 7 SDS-PAGE elektroforeogram bilkovin psenicnych otrub a proteinového izolatu

Dle ptilozeného elektroforeogramu se zastoupeni frakci bilkovin v pSeni¢nych otrubach
a v proteinovém koncentratu jevi jako kvalitativné totozné. Z toho lze usuzovat, ze pouzita
metoda izolace je univerzalni pro vSechny velikosti bilkovinnych fetézcli a mohou byt timto
zpuisobem uc¢inn¢ oddeleny z lignocelul6zové struktury.

Ve vSech proteinovych koncentratech izolovanych rozdilnymi postupy prevladala
bilkovinnd frakce o molekulové hmotnosti 10-25 kDa. Nejzastoupenéjsi bilkovina méla
molekulovou hmotnost mezi 16 a 17 kDa. Ptesto bylo ziejmé, ze nékteré modifikace procesu
izolace bilkovin ovlivnily zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci. Nejvyznamnéj$i zmény
byly zaznamenany u frakce o molekulové hmotnosti 25-50 kDa, kterd odpovida hmotnosti a, B
a y-gliadini [74]. Pravé tyto typy proteind jsou zodpovédné za imunitni reakce spojené
S autoimunitnim onemocnénim — celiakii. Inaktivace a degradace gliadinli v pSeni¢nych
materialech je intenzivné zkoumana [75].

4.3 Charakterizace proteinového materialu z pSeni¢nych otrub

Celkovy obsah bilkovin Vv proteinovém materialu ziskaném izolaci bilkovin z pSeni¢nych
otrub byl stanoven na 83,0 = 1,6 %. Z obr. 23 vyplyva, ze béhem procesu izolace byly
kvalitativné izolovany veskeré proteinové frakce, které se nachazi v pSeni¢nych otrubach.

Vzhledem k obsahu bilkovin Ize ziskany material fadit mezi koncentraty a oznacovat ho
jako proteinovy koncentrat z pSenic¢nych otrub (PKPO).

Vyzivova kvalita proteini je primarné ovlivnéna aminokyselinovym sloZenim.
Aminokyselinovy profil vypovid4d o nutricni kvalité izolovanych proteinli a jejich pfinosu
ve vyzivé. Rostlinné proteiny maji oproti Zivo€iSnym proteinim obecné niz8i zastoupeni
esencialnich aminokyselin a fada z nich neni jejich kompletnim zdrojem. Kvalitni proteinové
materidly obsahuji vSechny esenciadlni aminokyseliny v dostatecné¢ vysokém mnozstvi, aby
pokryly doporuc¢ené denni ptijmy (DDP) aminokyselin. Pfijem neesencialnich aminokyselin
ve stravé vSak miZze rovnéZz poskytovat rizné zdravotni benefity, podobné jako piijem
semi-esencialnich aminokyselin, ktery je vyznamny zejména pro vyzivu déti a mladistvych.
Analyzou izolovaného proteinového materialu z pSeni¢nych otrub byly zjiStény koncentrace
celkem 16 aminokyselin. Aminokyselinovy profil PKPO je zobrazen v tabulce 4.
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Tabulka 4 Zastoupeni aminokyselin v PKPO [g/100 g]

Esencialni Semi-esencialni Neesencialni

aminokyseliny aminokyseliny aminokyseliny
Val 4,6 Gly 5,2
Leu 6,8 Ala 4,6
lle 2,8 Ser 4,7
Thr 3,3 Arg 7,7 Cys 1,6
Met 1,8 His 3,3 Asp 9,2
Lys 4,0 Glu 20,1
Phe 4,1 Tyr 3,7
Trp 0,9 Pro 9,5

V PKPO byly nejzastoupenéjSimi aminokyselinami kyselina glutamova, prolin a arginin.
Tyto aminokyseliny jsou zodpovédné za rist a regeneraci svall, jejich zvySeny ptijem by proto
mohl byt Zadouci ve sportovni vyzivé [76]. Pfinosné tyto aminokyseliny mohou byt i ve vyziveé
star§ich lidi, u kterych mohou zpomalit ztratu svalové hmoty, nebo mohou napomoci prevenci
tohoto problému, coz z proteinového materidlu z pSeni¢nych otrub déla vyzivoveé vyznamny
proteinovy dopln¢k ¢i fortifikant. Vzhledem k cerealnimu pivodu pSeni¢nych otrub obsahuje
ziskany proteinovy material i relativné vysoké mnozstvi lysinu [53].

Minoritné zastoupené slozky PKPO jsou voda, popel, fenolické latky a mineralni latky.
Obsah vody je zavisly na procesu suseni proteinového koncentratu a ovlivituje jeho trvanlivost.
Zbytkovy obsah vody v proteinovém izoldtu z pSeni¢nych otrub po lyofilizaci byl
8,04 + 0,20 %, coz ukazuje na efektivni zpiisob dehydratace a lze tak ocekavat i relativné
dlouhou dobu trvanlivosti proteinového prasku. Mnozstvi popela v PKPO bylo 1,21 + 0,02 %,
coz je vyrazné¢ méné nez v surovych pSeniénych otrubach. Za podminek pH-shift metody
izolace proteind se mineralni latky rozpousti a dochazi tak k jejich ¢astecné separaci. Kyselé
prostfedi pouzivané pro precipitaci proteinli navic muze zlepSit rozpustnost nékterych
uhli¢itand, fosfore¢nand nebo sirant [73, 77, 78]. Jedinou fenolickou kyselinou, jejiz mnozstvi
se V proteinovém izolatu pohybovalo nad limitem detekce pouzité analytické metody, byla
kyselina ferulova (KF). Koncentrace KF vizolatu byla 53,0 £1,2 ug/g. KF je jednim
Z prekurzor ligninu. B&hem procesu piipravy proteinového koncentratu z PO neni KF
od proteinti zcela separovana, jeji pfitomnost miize byt v§ak pozitivni [79].

Dalsi z nutri¢nich charakteristik PKPO je jeho stravitelnost. Izolace proteinového materialu
vedla ke sniZeni zastoupeni antinutri¢nich latek v analyzovaném materialu, coZ se projevilo
ve zvySeni celkové stravitelnosti proteinll. In vitro stravitelnost PKPO byla 93,4 + 0,2 %,
proteiny v pSeni¢nych otrubach byly za stejnym podminek stravitelné pouze z 48,4 = 0,2 %.
Zvyseni stravitelnosti nejen rostlinnych proteinti je pfedmétem soucasného vyzkumu na celém
svéte. Kromée aplikace raznych fyzikalnich Ciniteld (napf. vafeni, autokldvovani, kli¢eni nebo
fermentace) [80], se Casto vyuziva také ptisobeni riiznych enzymi [81].

Na zaklad¢ stravitelnosti a aminokyselinového profilu bylo vypocteno PDCAAS skore.
Limitujici aminokyselinou v PKPO je lysin, ktery jediny neni zastoupen v mnozstvi, které
pokryva jeho denni nutri¢ni naroky. PDCAAS skoére proteinového koncentratu z PO ma proto
hodnotu 0,73. Mezi rostlinnymi proteiny jsou z hlediska PDCAAS skére nejvyznamnéjsi
izolované s6jové proteiny, jejichz hodnoty se blizi 1 [82]. Mezi obilnymi proteiny je lysin
obvyklou limitujici aminokyselinou, ktera zasadné¢ snizuje PDCAAS skoére. Naptiklad proteiny
je¢mene maji PDCAAS skore mezi 0,5-0,76 [29].
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4.4 Transfer technologie izolace proteinii z pSeni¢nych otrub do poloprovoznich
podminek

Proces izolace proteini z pSeni¢nych otrub navrzeny v laboratofi byl ovéfen ve
velkoobjemovém méftitku celkem ve 4 variantach, popsanych v kapitole 3.3. Shrnuti vytéznosti
a zastoupeni proteind u jednotlivych variant je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5 Srovnani vytéznosti vSech variant velkoobjemové izolace a laboratorni izolace
proteinii z pSenicnych otrub

Celkova vytéznost [9/100 g] Zastoupeni proteinti [%]

Laboratorni izolace 9,04 82,98
1. varianta 8,42 58,49

Velkoobjemova 2. varianta 8,10 58,35
izolace 3. varianta 8,68 68,39

4. varianta 6,80 39,21

Celkova vytéznost proteinového materidlu se pii velkoobjemovych izolacich blizila
vytéznosti ziskané v laboratornich podminkdch — ve variant¢ 3 byla nizs$i pouze o necelé
0,36 g/100 g. Ztraty materialu mohly byt zptisobeny manipulaci prostiednictvim potrubi,
usazovanim v extrakénich zafizeni nebo odstiedivkach.

U zadné z velkoobjemovych variant nebylo dosazeno takové Cistoty proteinového izolatu,
kterd by se blizila laboratornim vysledkim. Kvili ¢asovym prodlevam vznikajicim pfii
preCerpavani suspenzi dochazelo k masivnéjSimu uvoliovani Skrobu z pSeni¢nych otrub,
ve velkoobjemovém testovani nebyla pouzita takova zatizeni pro separaci fazi, ktera by svou
ucinnosti dosahovala G¢innosti laboratornich centrifug.

Nejlepsi testovanou velkoobjemovou variantou byla varianta tieti, pii které byl ziskan
proteinovy material s 68,4% obsahem bilkovin a jejiz celkova vytéznost byla 8,68 g/100 g.
Zaroven byla diky velkoobjemovym testlim ovéfena také moZnost zpracovani dvojnasobného
mnoZstvi otrub v jednom cyklu (pomér 1:10) bez nutnych kompromist v technologii. Uké4zalo
se, ze separace pomoci vysokoucinné odstredivky (napt. Aldec 10) bude nezbytna pro zisk
produktu s vy$sim zastoupenim bilkovin. Zasadni vliv na sloZeni produktu bude mit také
celkovy Cas separace. Sprejové suSeni se pro tento typ produktu jevi jako rychlejsi a
proteinovych materidlli s niz§im zastoupenim kratSich sacharidi.

4.5 Aplikace proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub v potravinarstvi

PKPO izolovany plvodnim postupem izolace protenii navrzené technologie byl déle
aplikovany v potravinafstvi za G¢elem zvySeni nutri¢ni hodnoty potravin, konkrétné jogurti
a peciva.

U vysokoproteinovych jogurti bylo diky pfidavku PKPO zvySeno mnoZstvi suSiny
(13,8 %), coz vedlo ke zvySeni jejich kapacity zadrzovani vody, a tedy snizeni rizika vzniku
synereze. Mezi obsahem suSiny a mirou synereze byl zji§tén vyznamny negativni korela¢ni
koeficient s hodnotou r = -0,891, ktery potvrzuje, Ze s nardstajicim mnozstvim suSiny u vzorka
vysokoproteinovych jogurtt klesa objem uvolnéné syrovatky. Podle Tamimea a Deetha je pro
komer¢ni jogurty Zddouci obsah suSiny okolo 15 %, ¢ehoz se dosahuje bud’ pfidavkem susené¢ho
mléka ¢i syrovatky nebo zakoncentrovanim mléka (odpafovani apod.) [83].
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S ohledem na tokové parametry vysokoproteinovych jogurtu stanovené pomoci reometru lze
odhadovat, ze se zvysSujicim se pfidavkem PKPO mutze dochézet k naruseni tvorby a stability
viskoelastické struktury. Tato struktura muaze byt mechanicky mélo odolnd a nestabilni.
Dle tokovych vlastnosti 1ze ovSsem také usuzovat, ze takto ptipravené vysokoproteinové jogurty
budou dobfe zvykatelné a snadno konzumovatelné. Vysledky cytometrické analyzy
neprokazaly, ze by mél pfidavek PKPO signifikantni vliv na celkovy pocet nebo
zivotaschopnost jogurtovych bakterii v porovnani s referenci. VSechny vzorky obsahovaly vice
nez 10° Zivotaschopnych bun&k. U vzorki s piidavkem PKPO byl zaznamenan pouze maly
pokles poc¢tu bunék, coz mohlo byt zptisobeno pifitomnosti fenolickych kyselin extrahovanych
spolu s proteinem z pseni¢nych otrub. Je prokazané, ze fenolické kyseliny inhibuji rast
gram-pozitivnich kment laktobacilt [84].

Senzorickd analyza jogurti s piridavkem PKPO odhalila negativni senzorické vlastnosti
PKPO, zejména hotkost a piscitost, které se mohou v potravinach projevit [85]. Dle vysledka
korelacni analyzy byl celkovy dojem vzorkd jogurtl signifikantné ovlivnén praveé horkosti
(r=-0,7933), aroma (r = 0,5789) a krémovitosti (r = 0,7489). VSechny tyto deskriptory pak
uzce souvisi s mirou fortifikace jogurti PKPO, kterd také siln¢ negativné korelovala
s celkovym dojmem (r = -0,8294). Hodnotitel¢ udélovali krémovéj$im jogurtiim s pfijemnym
aroma a nizsi hotkosti vyssi skore celkového dojmu.

S cilem vylepsit celkovy dojem jogurti bylo v dalsi fazi PKPO upraveno mletim, michanim
se suSenym mlékem nebo enkapsulaci alginatem. Mleti PKPO na mensi ¢astice nevytesilo nizké
skore deskriptoru krémovitosti jogurtu, naopak prohloubilo jeho hotkost, coz vedlo
i ke zhorSeni celkového dojmu. Nahrada PKPO suSenym mlékem pozitivné ovlivnila
senzorické parametry jogurtdi, ovSem za cenu ztraty diverzity aminokyselinového profilu.
Pritomnost suseného mléka v jogurtu efektivné maskovala hotkost a pfirozené obilné aroma
PKPO a soucasné zlepsila texturni vlatsnosti jogurtu. Enkapsulace PKPO do alginatu pak vedla
ke sniZeni piscitosti, hotkosti 1 maskovani obilného aroma PKPO v jogurtu, diky alginatu byla
zachovana i bilé barva jogurtu.

Proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub ziskany navrzenym postupem izolace byl pouzit
pro vyrobu vysokoproteinovych smési a nésledné¢ také vysokoproteinového peciva.
Fortifikace pomoci proteinli vedla k ptipravé proteinovych smési s obsahem bilkovin az ptes
20 %. V ptipad¢ fortifikace mouky T530 proteinovym koncentratem z pSenicnych otrub byl
pozorovan postupny nartst hodnoty sedimentac¢niho indexu, a tedy bobtnavosti smési oproti
samotné mouce. To mulZe byt zplsobeno fortifikaci mouky bilkovinami, které disponuji
vysokou reten¢ni kapacitou vody. Z toho vyplyva, Ze vzniklé smési by mély tendenci tvofit
kompaktnéjsi pecivo, napiiklad chleby celozrnného typu.

Farinografick4 analyza byla provedena u smési mouky s 5% ptidavkem PKPO za Gcelem
definovani vlivu substituovanych proteint na reologické vlastnosti vytvofenych tést. Vzorek
smési s 5 % PKPO mél v porovnani s referenéni moukou T530 vyssi hodnotu absorpce vody,
coz bylo pozorovano také po ptidavku extrudovanych psSeni¢nych otrub do chlebového tésta
[86]. Piidavkem PKPO naopak nebyla ovlivnéna doba vyvoje tésta, avSak snizila se jeho
stabilita. To bylo zfejmé& zplisobeno oslabenim viskoelastické struktury lepku. Méknuti tésta
smesi s 5% PKPO mélo po dobu 10 min stejny pribéh jako tésta referencni mouky T530, po
12 minutach vSak bylo pozorovano vyznamné zpomaleni m&knuti.

Extenzograficka analyza byla provedena na smésich mouky a PKPO (5, 10 a 15% ptidavek)
za Ucelem ovéfeni vlivu bilkovin na reologické vlastnosti vytvofenych tést. Energie tésta
s rostoucim ptidavkem PKPO klesala, coZ vypovida o zhorSovani jeho kvality a stability. Vyssi
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odpor tésta byl pak pozorovan u vzorku smési s 5% piidavkem PKPO, odpor tésta u vzorkii
s vyssimi ptidavky pak opét klesal. Tyto zmény poukazuji na kiehnuti tésta v ptipadé vyssi
substituice PKPO a snizeni jeho mechanické odolnosti. TaZnost tésta se se zvySujicim
se ptidavkem PKPO vyznamné snizovala. Pfi€ina ztraty pruznosti tésta po pfidavku PKPO
muze byt zplisobena pfitomnosti polysacharidi, které ovliviiuji redistribuci vody a tim brani
vzniku pevné struktury lepku s charakteristickymi viskoelastickymi vlastnostmi [72]. Z hodnot
pomeérového Cisla tést s ptidavkem PKPO lze fict, Ze se tyto smési dle extenzografické analyzy
chovaji jako specialni mouky, jejichz vlastnosti se od klasické pSenicné mouky zasadn¢ odlisuji.
V ramci senzorické analyzy byly hodnoceny texturni, chutové vlastnosti a aroma vzorkl
chleba s riznymi ptidavky PKPO a SP. Aroma a chut’ byly zdsadné¢ ovlivnény ptidavkem
proteint, piicemz vyssi piidavky PKPO zhorSovaly vnimani aroma i hotkosti vzorki. Vzorek
peciva s 5% ptidavkem PKPO byl hodnocen nejlépe, bez vyraznych senzorickych defektt.
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5 ZAVER

Predlozena dizertatni prace se vénuje valorizaci pSeni¢nych otrub, konkrétné izolaci
proteinové frakce a jeji nasledné vyuziti ve vyrobé vysokoproteinovych potravin. PSeni¢né
otruby jsou lignoceluldézovy material slozen pievazné z polysacharidi. Na zaklad¢ analyz bylo
stanoveno, ze PO obsahuji pfiblizn€ 19 % bilkovin, 8 % vody, 3 % tukl a 6 % nespalitelnych
latek (popel). Na zakladé SDS-PAGE analyzy proteint bylo déle zjisténo, ze tyto bilkoviny
jsou dle jejich molekulové hmotnosti odlisné od bilkovin pSeni¢ného endospermu, ktery
se V potravinaistvi bézn¢ pouziva.

Izolace proteinii z pSeni¢nych otrub byla provedena metodou pH-shift. Proteiny byly v prvni
fazi extrahovany z pseni¢nych otrub pomoci 0,05 M NaOH za stalého michani po dobu 2 hodin
v poméru 1:20. Poté byl pevny podil odd¢len pomoci centrifugace (8000 rcf, 10 min,
laboratorni teplota), pH supernatantu bylo upraveno na hodnotu 4 + 0,05. Po 30 minutach byl
precipitovany proteinovy material opét oddélen centrifugaci, a nakonec vysuSen pomoci
lyofilizace. Pomoci tohoto postupu izolace bylo izolovano 9 g proteinového materialu ze 100 g
otrub s 83% obsahem bilkovin.

Za ucelem zvyseni vytéznosti a zastoupeni bilkovin v izolatu byly v ptivodné navrzeném
postupu izolace provedeny modifikace, které¢ se zamétovaly na predupravu pseni¢nych otrub,
zmeény ve fazi extrakce proteinti nebo precipitace proteinti. Nejvyssiho naristu ve vytéznosti
bylo dosazeno pii ptedipravé pSenicnych otrub pomoci celuldz — vytéznost proteinového
materialu vzrostla na 15 g/100 g s 87% c¢istotou bilkovin. Ostatni modifikace procesu izolace
vyrazné€ neovlivnily vytéznost proteini. Zmény podminek fazi extrakce a precipitace naopak
vedly K extrakci neproteinovych slozek pSeni¢nych otrub, coz mélo za nasledek snizeni
zastoupeni bilkovin v izolovaném proteinovém materialu. Molekulové hmotnosti izolovanych
proteint se dle stanoveni pomoci SDS-PAGE podobaly molekulovym hmotnostem proteint
pSeni¢nych otrub, coz poukazuje na efektivni proces izolace. Fragmentace a zmenSeni
molekulové hmotnosti proteint byla pozorovana pouze pii extrakci 0,35 M NaOH.

Vzhledem k vyrobnim nakladim byl pro dalsi Gi¢ely pouzivan material ziskany pivodnim
postupem izolace. Za ucelem jeho pouziti v potravinafstvi byla nejprve provedena jeho
dikladna charakterizace. Vzhledem k 83,0 + 1,6 % obsahu bilkovin Ize material klasifikovat
jako proteinovy koncentrat. Mezi minoritné zastoupené slozky patii voda, fenolické kyseliny a
anorganické latky. Izolovany protein je bohaty na sodik a fosfor. Analyza aminokyselinového
profilu ukazala, Ze extrahovany material obsahuje vSechny esencialni aminokyseliny, coZ z né&j
¢ini nutricné hodnotny dopln€k. Nicméné, stejné jako mnoho rostlinnych bilkovin, ma
ve srovnani s ZivociSnymi bilkovinami niZ§i hladiny esencialnich aminokyselin, zejména
lysinu, methioninu a tryptofanu. Stravitelnost proteini pSeni¢nych otrub je obecné nizka
(48,4 £ 0,2 %), ale proces izolace zvysil stravitelnost na 93,4 + 0,2 % diky oddé€leni
antinutri¢nich latek. Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) pro izolat
je 0,73, pficemz limitujici aminokyselinou je lysin. Toto skoére je srovnatelné s jinymi
rostlinnymi proteiny, ale niz8i nez u s6jovych izolatu.

Pti velkoobjemovém ovéfovani technologie pro izolaci proteinit z pSeni¢nych otrub
navrzené v laboratofi byly celkem testovany 4 varianty. Prvni varianta vyuZivala vyssi pomér
otrub k extrakénimu ¢inidlu (1:20) a prodlouzenou dobu extrakce (2 hodiny). Vytéznost byla
8,42 kg/100 kg, s niz§im obsahem bilkovin (58,5 %) oproti laboratornim vysledkiim. Snizeni
koncentrace proteini bylo pfi¢itdno méné ucinné centrifugaci a vys$Sim ztratam b&hem procesu.

Druhé varianta testovala pomér otrub a ¢inidla 1:10, coZ umoznilo zpracovani vétsiho
mnozstvi otrub (100 kg) vjednom cyklu. Vyslednd vytéznost byla 8,1 kg proteinového
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materidlu ze 100 kg otrub s 58,35% zastoupenim bilkovin. Tento pomé&r zlepsil ekonomickou
efektivitu procesu, ale nevedl k vyraznému zlepSeni vytéznosti. Tteti varianta pouzivala
optimalizované nastaveni pro odstfedéni, coz vedlo k mirnému zvySeni vytéznosti na 8,68
kg/100 kg a zvySeni obsahu bilkovin na 68,39 %. Zkratila se také doba izolace na 38,7 hodiny.
Tato varianta prokézala nejlepsi vysledky v testovani. Ctvrta varianta zahrnovala pouZiti
sedimenta¢niho tanku misto dekantérové odstfedivky a sprejové suSeni misto lyofilizace.
Ackoliv vytéznost presdhla 10 %, doslo k vyraznému snizeni obsahu bilkovin na pfiblizné 40
%, kvtli nedokonalému oddélovani Skrobu. Velkoobjemovymi testy bylo potvrzeno, Ze pouziti
vysoce ucinné odstiedivky je klicové pro dosazeni vyssi koncentrace bilkovin. Sprejové suseni
se ukdzalo jako rychlejsi a ekonomictéjsi, ale je tfeba dale zkoumat jeho vliv na kvalitu
produktu s niz§im obsahem sacharidu.

Ziskany proteinovy materidl zpSenicnych otrub byl pak pouzit pro vyrobu
vysokoproteinovych jogurtl a peciva. Jogurt je oblibeny mléény vyrobek znamy pro svou chut’
a nutriéni vyhody. Vytvafeni verzi se zvySenym obsahem bilkovin je vSak slozité kvuli
tradi¢nim pfisaddm a postupiim. Syrovatkovy protein se b&zné pouzivd ke zvySeni obsahu
bilkovin. Pfidavek rostlinnych bilkovin, naptiklad s6jovych nebo hrachovych, mize zasadné
ovlivnit texturu, viskozitu a chut jogurtu. Byly vytvofeny vzorky jogurtu s2, 5
a 10% pridavkem PKPO, jako reference slouzil jogurt vyrobeny stejnym zpisobem, jen bez
ptidavku proteini. Pfitomnost bilkovin v jogurtu ovlivnila jejich reologické vlastnosti
a schopnost zadrzovat vodu. Jogurty s pfidanymi proteiny se chovaly jako nenewtonské
tekutiny, vykazovaly pseudoplasticitu a tixotropni chovani. Ptfidani otrubového proteinu
ovlivnilo viskozitu a stabilitu jogurtu s vyssi poc¢atecni a kone¢nou viskozitou ve srovnani s
referenénim. Vys8i obsah bilkovin zvysil podil susiny jogurtu, a tedy snizil riziko synereze,
podobné¢ jako pii pfidavku suSeného mléka nebo syrovatky. Ptitomnost otrubového proteinu
mirné snizila pocet bakterii, ale neméla vyznamny vliv na jejich celkovou zivotaschopnost. U
jogurtl s vysokym ptidavkem bilkovin z otrub byly zaznamenéany senzorické vady, jako je
snizend krémovitost a zvySena zrnitost. Pfidavek proteini z otrub také vedl ke vzniku
nezadouci hotké chuti a obilného aroma jogurtd. Tyto senzorické defekty vSak bylo mozné
minimalizovat naptiklad enkapsulaci proteinu do alginatu nebo pfidavkem proteinii mlé€nych.

Takeé popularita vysokoproteinového peciva se zvysuje, ptidavek bilkovin do pecicich smési
vSak muZe ovlivnit jak proces vyroby, tak vlastnosti finalnich produkti. Na tyto zmé&ny ma vliv
jak typ proteinu, tak priddvané mnozstvi. Byly vytvoreny pekaiské smési s5, 10
a 15% ptidavkem PKPO, které byly porovnavany se smésmi s piidavkem syrovatkového
proteinu a referenci bez ptidavku proteinii. Mnozstvi ptidavaného proteinti ovlivnilo jak obsah
lepku, tak vlastnosti vzniklého tésta. Farinografické a extenzografické testy ukézaly, Ze pfidani
proteinu z pSeni¢nych otrub zvySuje pevnost tésta, které se vSak stava kiehc¢i a malo elastické
V porovnani s referenci. Ptidavek syrovatkového proteinu naopak snizuje zadrZzovéani vody.
Senzoricka analyza peciva ukdzala, ze vyssi pfidavek bilkovin z otrub vedl ke vzniku pevnéjsi
a kompaktné&jsi struktury, pe€ivo se syrovatkovym proteinem bylo mek¢i. Pfitomnost proteinii
Z otrub také vedla k rozvoji obilného aroma a hotké chuti. Se zvySujicim se ptidavkem tohoto
proteinu se celkové hodnoceni peciva sniZzovalo.
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