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ABSTRAKT

Tato dizertacni prace je zaméfena na udrzitelné zhodnoceni pSeni¢nych otrub, konkrétné se
veénuje izolaci jejich proteinové frakce a jeji nasledné vyuziti pti vyrob¢ potravin s vysokym
obsahem bilkovin. PSeni¢né otruby jsou lignocelulézovy materidl slozeny primarné z
polysacharidli, obsahuji pfiblizné 18 % bilkovin. Byla vyvinuta a ovéfena technologie pro
izolaci proteini 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 nizs§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 piijeti spotiebiteli.
Velkoobjemové ovéteni izolaéni technologie odhalilo nezbytnost uc¢inného odstied’ovani pro
produkci proteinovych praskt s maximalni Cistotou. Zjisténi podporuji potencial pSeni¢nych
otrub jako alternativniho zdroje bilkovin, ktery miize ptispéet jak k ekonomickému ristu, tak k
udrzitelnosti Zivotniho prostiedi pfi vyrob¢ potravin.

KLICOVA SLOVA

Pseni¢né otruby, proteinovy koncentrat, vysokoproteinové potraviny

ABSTRACT

This dissertation thesis is focused on the sustainable evaluation of wheat bran, specifically on
the isolation of its protein fraction and its subsequent use in the production of foods with a high
protein content. Wheat bran is a lignocellulosic material composed primarily of
polysaccharides, containing approximately 18 % protein. A technology for protein isolation
using the pH-shift method was developed and verified, with which it was possible to obtain a
protein concentrate with 83% purity. The yield of the technology was around 9 g/100 g of bran.
The conditions of the isolation process did not affect the fractionation of the proteins, their
molecular weight was the same as the proteins in wheat bran. The isolated protein has a
complete amino acid profile, lower levels of essential amino acids (especially lysine) compared
to animal proteins were observed. By isolating proteins, a significant increase in their
digestibility (93 %) was achieved compared to proteins in wheat bran. Furthermore, the
applications of protein isolated from wheat bran in the production of high-protein yogurt and
baked goods were verified, in which changes in the texture of the product, taste and acceptance
by consumers were mainly monitored. Large-scale validation of the isolation technology
revealed the necessity of efficient centrifugation to produce protein powders of maximum
purity. The findings support the potential of wheat bran as an alternative protein source that can
contribute to both economic growth and environmental sustainability in food production.

KEY WORDS
Wheat bran, protein concentrate, high-protein food
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1 Uvod

Udrzitelny rozvoj je zakladni ideologii pro zajisténi ekonomického ristu, ochrany Zivotniho
prostiedi a socidlni spravedlnosti. Jednou z aktualnich priorit udrzitelného rozvoje je Sertné,
avsak efektivni vyuzivani ptirodnich zdroji se zaméfenim na vodu, nerostné suroviny, ale i
potraviny a zemé&délstvi. Pravé udrzitelny rozvoj v zeméd¢€lstvi a v potravinaistvi 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 postupti, které jsou v souladu s principy udrzitelného
rozvoje.  Efektivni  zhodnoceni  lignocelulézovych  materiala  miaze  vést  jak
k podpoie ekonomiky diky produkci hodnotnych vyrobku, tak k ochrané zivotniho prostiedi
diky redukci mnozstvi vznikajiciho odpadu.

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

Pravé pseni¢né otruby (PO) jsou lignocelulézovym odpadnim materidlem s relativné
vysokym zastoupenim proteini (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 mlZe 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 mize byt ovlivnéna ptitomnosti antinutri¢nich latek. Izolaci
proteind z rostlinnych materialt Ize jejich nutri¢ni 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 sportovci za ucelem narlstu
svalové hmoty. Stale vice roste obliba vysokoproteinovych potravin nejriznéj$iho druhu, jako
napiiklad vysokoproteinového peciva, mléénych vyrobkt nebo trvanlivych vyrobki (téstoviny,
tyCinky apod.). Ptidavek proteini do potraviny vSak muze ovlivnit jak senzorické vlastnosti
vyrobku, tak postup vyroby Vv zavislosti na jejich ptivodu, slozeni nebo metod¢ izolace. Proto
jsou receptury a technologie vysokoproteinovych vyrobki vyvijeny tak, aby byly nutriéné
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 ¢ast

Lignoceluldoza je jednim z nejzastoupenéj$ich organickych materialdt na Zemi, nebot’ je
soucasti dieva i nizsich rostlin. Existuje fada postupti zpracovani lignocelulozy bud’ jako celku
nebo jejich jednotlivych slozek. Lignoceluldza tvoii i podstatnou ¢ast materiald, které jsou
produkovany potravinaiskym pramyslem, jsou to zejména moiské fasy nebo zemédélské a jiné
odpady (slama, otruby apod.). Vzhledem k jejich riznorodému sloZeni je mozné tyto materialy
vyuzit také jako alternativni zdroje proteinti. Rostlinné proteiny maji diky svym jedine¢nym
benefity, ale ma také ekologicky piesah. Rotslinné proteiny lze vyuzit napiiklad pro produkci
masovych analogii nebo vysokoproteinovych potravin.

2.1 Lignocelulézové materialy

Lignoceluldza je nejvice zastoupena ve dievé ¢i slamé, jeji jednotlivé slozky vSak mtzeme
nalézt v kazdé rostlinné hmoté. Kazdorocné celosvétové piibude pies 180 miliard tun
lignoceluldzového materialu, pti¢emz okolo 8 miliard je dale vyuZito zejména jako palivo nebo
krmivo. Jelikoz se ovSem jedna o obnovitelny zdroj, je tento material také slibnou surovinou
pro vyrobu ekonomicky hodnotnéjsich produktti. Jako nevyhoda se vSak prozatim jevi slozita
struktura lignocelulozy [1].

Lignoceluléoza je tvofena tfemi zakladnimi slozkami — ligninem, celul6zou
a hemicelulozami, jejich pomérné zastoupeni zavisi na ptivodu rostlin a na typu bunééné stény.
Napiiklad v travinach pfevlada obsah hemiceluloz, v tvrdém dievé celuldz [2]. Primarni
bunécna sténa, kterou jsou vybaveny vSechny rostliny, bakterie, houby, fasy 1 archea, je tvoiena
hlavné celul6zou, hemicelul6zami a pektinem. Oproti tomu, sekundarni bunécna sténa je asto
inkrustovana (anorganické) ¢i impregnovana (organické) dal§imi slouceninami, coz ji
mechanicky zpeviiuje. Tvoii Se mezi primarni bunécnou sténou a cytoplazmatickou
membranou sklerenchymatickych rostlinnych pletiv, pokud byl vyvoj jejich bunék jiz ukoncen.
V ptipadé lignocelulozovych materialii je impregnace sekundarni bunééné stény zajisténa
ligninem [2]. Schéma a zakladni slozky bunéénych stén rostlin jsou zobrazeny na obr. 1.
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Obr. 1 Struktura a slozeni bunécné stény lignocelulézové biomasy

Kromé téchto ti zakladnich slozek mutize lignoceluldza obsahovat také sacharidy, proteiny,
fenolické latky, mineralni latky a tuky. Zastoupeni téchto slozek v lignocelul6ze je zavislé na
enviromentalnich faktorech, zejména na teplot€¢, mnozstvi srazek a slozeni pudy [1, 2].
Komplexni struktura lignocelulozového materidlu zajistuje rostlinam integritu, a tim
vodéodolnost a mikrobialni rezistenci.



Celuldza je tzv. pateti této struktury. Tisice monomernich jednotek D-glukopyranosy (B-1,4
glykosidické vazby) tvoii dlouhé fetézce, které se vodikovymi mustky mohou spojovat
v mikrofibrily, dale v makrofibrily a celulézova vlakna [5]. Rezistence celulozy vuci
enzymatické hydrolyze souvisi se stupném polymerizace. Obecné plati, ze delsi celul6zova
vlakna obsahuji vice vodikovych vazeb a jsou tedy vuci hydrolyze odolnéjsi [5]. Celuldza se
muze vyskytovat v nékolika riznych krystalickych strukturach, v pfirod¢ se ovSem vyskytu;ji
pouze dvé (I a II). Jadra celulézovych vlaken jsou krystalickd, vnéjsi mikrofibrily se stavaji
vice amorfnimi aprechazi az ke zcela amorfnimu matrixu, ktery je tvofen pektinem,
hemicelul6zami, ligninem, ¢i jinymi polymery [4, 5].

Hemiceluldzy maji slozitou rozvétvenou strukturu, kterou tvoii rtizné monosacharidové
jednotky. Jejich stupen polymerace je oproti celuldze vyrazné nizsi (100-200 jednotek), coz ma
za nasledek jejich hydrolyzovatelnost kyselinami, zasadami ¢i hemicelulazami [5].
Hemicelulozy lze klasifikovat podle pfevladajiciho typu sacharidu, kterymi jsou nejcastéji
xylany, glukany ¢i manany [6].
tii jednotky — koniferylalkohol, sinapylalkohol a kumarylalkohol spojené etherovymi
a kovalentnimi vazbami [8]. Diky témé&f nahodné polymerizaci téchto téi jednotek je mozné
objevit bezpocet riznych struktur ligninu. Lignin je zodpovédny za hydrofobicitu a tuhost celé
struktury. Diky své hydrofobni povaze zabranuje lignin pfistupu enzymu k celuloze, ¢imz ji
chrani pted hydrolytickym ptisobenim [3, 4].

Celul6za a hemicelulozy jsou k sobé vazany vodikovymi mustky. Mezi hemicelulézami
a ligninem mtzeme nalézt 5 riznych kovalentnich vazeb, které tak vytvareji lignin-sacharidovy
komplex [5].

2.1.1 Biosyntéza lignocelul6zového materialu

Pochopenim syntézy ¢i degradace slozZitych organickych materidll lze 1épe vyuzit jejich
potencial. Pti aplikaci vhodnych tprav materialu [9], ¢i jeho biotechnologickou modifikaci [10]
je mozné zvysit nebo sniZit zastoupeni nékteré jeho slozky. Biosyntéza lignoceluléozového
materialu je posuzovana jako soubor biosyntéz jeho jednotlivych komponent — ligninu,
celuldzy a hemiceluloz.

Lignin

Tti hlavni jednotky ligninu — koniferylalkohol, sinapylalkohol a kumarylalkohol jsou
syntetizovany drédhou kyseliny Sikimové v cytoplazmé, odkud jsou transportovany do apoplastu
[8]. Prekurzory jsou fosfoenolpyruvat, poskytovany glykolyzou, a erytrosa-4-fosfat
z pentosafosfatového cyklu. Tato draha je nejbéznéjSim zplisobem syntézy aromatickych
slouenin u rostlin. Jejimi meziprodukty jsou mimo kyselinu Sikimovou (obr. 2) také
aromatické aminokyseliny tyrosin, fenylalanin a tryptofan (obr. 3) [11].
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Obr. 2 Biosyntéza kyseliny Sikimové

Sikimova draha se sklada ze 7 po sob& jdoucich enzymatickych krokt, jejim finalnim
produktem je chorismat, ktery je spolecnym prekurzorem pro isoprenoidni chinony, aromatické
kyseliny a foldtové kofaktory. V prvnim kroku spolu kondenzuji fosfoenolpyruvat
a erytrosa-4-fosfat za katalyzy 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfat syntazy (DAHP)
avzniku 3-deoxy-D-arabinoheptulosonat-7-fosfatu. Ve druhém kroku se syntetizuje
3-dehydroquinat (dehydroquinat syntdza) a ve tretim dale 3-dehydrosikimat (dehydroquinat
dehydrataza). Sikimat vznika ve &étvrtém kroku po katalyze $ikimat dehydrogenazou. Dale se
syntetizuje Sikimat-3-fosfat a 3-enolpyruvylSikimat-3 fosfat, ktery v poslednim kroku
za katalyzy chorismat syntazou piechazi na chorismat [11].

o COOH COOM
] SK . s g
—- -C-n.
O™ Gk o HyO,PO*" = 0" “cooM
» H
Sikimova kyselina 3-fosfat kyseliny Sikimové Chorismovd kyselina
pooH [: Chorismat mutasa
CH=MNH; o P | dehydl
T Hy refenyl dehydrogenosa
Hy
zij Dehydrogenasa
OH "] iy ?CDH

[=l#]

p-hydroxyfenyl i

1
Tyrosin roxyr ! 4
Transaminasa pyruvatova kys. 1§
PooH SOH |

GH—NH; ‘.-o -
Cf - “f”' Prefenové kyselina
Fenylalanin Fenyl-pyruvatova kys.

Obr. 3 Biosyntéza tyrosinu a fenylalaninu, prekurzoru ligninu

Riizné rostlinné druhy disponuji enzymy, diky kterym jsou schopné odstépit amino
skupinu dané¢ aminokyseliny a vytvofit tak kyselinu skoficovou ¢i hydroxyskoficovou.
U krytosemennych a nékterych nahosemennych rostlin tento proces zajiStuje enzym
fenylalaninamonium lyasa (PAL), u travin tyrosinamonium lyasa (TAL) [2]. Sérii
hydroxyla¢nich a methyla¢nich reakci za katalyzy hydroxylaz, ligaz a transferaz pak ziskavame
vyznamné meziprodukty — kyselinu kévovou, ferulovou ¢i sinapovou, po jejichZ redukci
(reduktazy, dehydrogenazy) vznikaji dané tfi hlavni monolignoly (obr. 4) [8]. Ty jsou pak
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spojovany radikalovou polymerizaci Vv zavislosti na jejich dostupnosti a polo¢asu rozpadu,
pticemz jejich radikaly vznikaji ptisobenim peroxidaz nebo lakaz [8].

Lignin
PAL I |
CH,
O-(:n;—fn- COON —=— O—u:nvcn-(:mm qu CH=CH CH,OH noO—CH‘C”m’O" Hop_cﬁ'ckm,m{
Ni
k . CH,0 CHy .
Fenylalanin Skoficova kys. p-kumarylalkohol Koniferylalkohol Sinapylalkohol

TAL

{u travin) CHy
“"G CH;- CH- COOH=HO O CH=CH-COOH —= FIOQ‘ CH*CH=COOH ——w= HO C}— CH=CH-COOH H og}rmscu-mn
3

;
Rt HO cH,0 CcH
Tyrosin p-hydroxyskoficova kys. Kévova kys. Ferulovd kys. Sinapova kys.
HO
Ho CH=CH- COOH —
cHy

5-hydroxyferulova kys.

Obr. 4 Biosyntéza monolignolii (p-kumarylakohol, koniferylalkohol, sinapylalkohol)
Celuléza

Rostlinna celuldza a jeji vlastnosti hraji vyznamnou roli v papirenském a dfevaiském priamyslu,
nebot’ je zdsadni pro vyrobu buniCiny a dalSich produktli. Znalost mechanismu jeji biosyntézy
je proto velice dulezita [7]. Celulézové fetézce jsou syntetizovany na cytoplazmatické
membrané bunék rostlin, pomoci vodikovych mustkti a Van der Waalsovych sil jsou dale
spojovany a vytvareji mikrofibrily [12].

Prekurzorem celuldzy je UDP-glukéza. K biosyntéze je nezbytny také celuldza syntaza
enzymovy komplex, ktery je na cytoplazmatickou membranu dopravovan podél kortikalnich
mikrotubuld. Jejich orientace je poté shodnd s orientaci noveé vznikajiciho celulézového fetézce.
Tvofici se glukanovy fetézec prochazi membranovym tunelem (obr. 5), za kterym se spojuje
s dal$imi membranovymi fetézci v mikrofibrily [13].

Glukanovy Fetézec

Cytoplasmaticka
memrana

CesA Mikrotubuly

W

UDP-glukoza

+UDP

Obr. 5 Schéma biosyntézy celulézy

Na cytoplazmatické membrané se mulze na ukor celulézy syntetizovat také
kal6za — polysacharid skladajici se z glukozovych zbytkl, které jsou ovSem spojeny vazbou
B-1,3, a patfici do skupiny B-glukanti. K tomu dochazi v ramci reakce rostliny na stres ¢i
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poskozeni, kdy kaloza vytvari doCasnou buné¢nou sténu [2, 13]. K syntéze kaldzy je zapotiebi
kaléza syntdza, ovsem objevily se 1 pfipady in vitro, kdy se kal6za tvofila pouze za pfitomnosti
celuldza syntazy [14]. Zasadni je zfejmé& obsah Ca®* iontil v cytosolu, pfi¢emz jejich zvysena
koncentrace vede k uptednostnéni syntézy celulozy [2, 14].

Hemiceluléza

Za hemiceluldzu jsou povazovany rizné heterogenni polysacharidy amorfni struktury, které
V bunééné sténé spolu s ligninem ¢i jinymi slozkami obklopuji celulézova vlakna [2, 13].
Dle povahy jejich struktury je 1ze rozdélit do 4 skupin — manany, xyloglukany, xylany a glukany
S riznym typem vazeb [11, 13].

Vsechny polysacharidy bunécné stény jsou syntetizovany z odpovidajicich aktivovanych
cukernych nukleotidti a za pfitomnosti pfislusnych enzymu v Golgiho aparatu (tabulka 1).
Zde lokalizovana glykosyltransferaza poté usnadnuje tvorbu specifickych vazeb mezi
jednotlivymi nukleotidy, ¢imz dochazi k syntéze polymeru [16]. Poté je vznikly polysacharid
pomoci sekreénich vezikul transportovan a uvolnén do bunééné stény [17].

Tabulka 1 Slouceniny ucastnici se biosyntézy hemiceluloz

MANANY XYLANY GLUKANY
Prekurzor NDP-manoza NDP-xyloza NDP-glukoza
Enzym Mandza syntdza Xyléza syntaza Glukan syntaza
Galaktomanan Arabinoxylany Xyloglukany
Derivaty Glukomanan Glukuronoxylany
Galaktoglukomanan Glukuronoaribinoxylany

2.1.2 Degradace lignocelul6zového materialu

Degradace lignoceluldzy je moZzna pouze za takovych podminek, které jsou schopny narusit
jeji velmi pevnou, 3D strukturu. V pfirodé k tomuto dochézi ptirozen€ pomoci enzymi, kterymi
disponuji naptiklad nékteré dievokazné houby nebo mikroorganismy, dlouhodobym ptisobenim
povétrnostnich vlivii nebo jejich kombinaci. Degradace lignocelulézy je vsak zasadnim
procesem nutnym pro jeji valorizaci (viz kap. 2.1.3). Zpusoby degradace se lisi dle typu
produktli a jejich dal$iho uplatnéni. Nej€astéji jsou pouzivany biologické (enzymaticke),
termalni nebo termochemické metody degradace lignocelulozy [18], v primyslu se navic
vyuziva fada nejriznéjSich typl pifediprav lignoceluldzy, které vedou k tvorb& presné
definovanych latek, nejcastéji cukra.

Biologicka degradace lignocelulézy

Nejcastéjsim zplsobem biologické degradace lignocelulozy je jeji enzymatickd hydrolyza.
Muze byt provedena bud’ odpovidajicimi druhy enzymi, nebo plisobenim mikroorganisma
s danou enzymovou vybavou. K uplnému rozkladu lignocelulézovych materiald je dokonce
nezbytné synergického pusobeni nékolika riiznych enzymu, ¢i fyzikalné-chemického tc¢inku.
Z4danym produktem tohoto typu degradace jsou glukozové jednotky, které poté slouzi
mikroorganismiim jako zdroj energie, v primyslu mohou byt naptiklad surovinou pro vyrobu
ethanolu [19].
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Pro degradaci kazdé z hlavnich komponent — ligninu, celulozy a hemiceluloz, jsou nezbytné
konkrétni druhy enzymu [6, 16]. Naptiklad k aplné degradaci celulézy je nezbytné synergické
pusobeni 3 tfid enzyml — B-1,4—endoglukanaz (EGL), exoglukanaz nebo celobiohydrolaz
(CBH) a B-glukosidaz (BGL), pticemz kazdd znich narusuje celulézovy fetézec jinym
pusobenim CBD uvoliiovany jednotky celobiézy. Nakonec je celobiéza hydrolyzovana
na celulézu pomoci pB-glukosidaz [19].

Rozvétvend a heterogenni struktura hemiceluléz ke své degradaci vyzaduje pusobeni
endo-enzymd, které odsSté€puji hlavni fetézec, a exo-enzymu uvolfiujici jednotlivé cukry. Dalsi
doprovodné enzymy poté §te€pi postranni fetézce, v zavislosti pak na typu hemiceluldzy vznika
fada rGznych mono a oligosacharidii. Konkrétni enzymy pro dané typy hemicelul6z jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Konkrétni enzymy ucastnici se degradace hemiceluléz [19]

Endo-enzymy Exo-enzymy
Manany B-endomananaza -manosidaza
Xylany B-(1,4)-endoxylanaza B-(1,4)-xylosidaza
Glukany Endoglukanaza Glukosidaza

Pro degradaci ligninu je nutné piekonat fadu piekazek, které jsou dané jeho komplikovanou
strukturou. Jelikoz se jedna o velky, vétveny polymer, ucinkujici enzymy musi byt
extracelularni. Kvili kovalentnim vazbam mezi jednotlivymi jednotkami ligninu je nezbytny
oxidativni mechanismus degradace jeho struktury, na rozdil od hydrolytického rozkladu
celulozy a hemicelul6z. Stereochemie ligninu je velice nepravidelna, a proto jsou 1 rozkladné
enzymy méné specifické [19]. Enzymy, potifebné pro degradaci ligninu, Ize rozdélit do dvou
zakladnich skupin — lignin modifikujici (LME) a pomocné degradacni enzymy (LDA). LME
zastupuji fenoloxidazy (lakazy) a lignin, mangan a univerzalni peroxiddzy. Pomocné LDA jsou
zodpovédné za procesy umoziujici degradaci ligninu, jako je naptiklad oxidativni tvorba H.O>
redukci molekularniho kysliku oxiddzami. Ten je vyuZzivan pro oxidaci LME peroxidéaz. Z LDA
enzymtl jsou nejvyznamnéjsi glyoxal oxidazy a arylalkohol oxidazy [15, 17]. Kazdy jednotlivy
typ LME enzymu stépi konkrétni ¢ast lignocelulozové struktury. Lakazy oxiduji aromatické
slouCeniny, které zahrnuji fenolické latky, aromatické aminy, thiofenoly a hydroxyindoly.
O lignin a mangan peroxidazach je zndmo, ze jsou schopné oxidovat jak aromatické fenolické,
nefenolické slouceniny, tak 1 dalsi organické molekuly. Univerzalni peroxidazy poté kombinuji
pusobeni dvou predeslych [21].

Na degradaci celé lignocelulozové struktury se ¢asto podili vice riznych mikroorganismi.
Kazdy z nich disponuje rozdilnou enzymovou vybavou, ktera rozklada danou lignocelulé6zovou
slozku. Celulytické enzymy produkuji rizné druhy bakterii, jako naptiklad Clostridium,
Cellulomonas nebo Ruminococcus. Jelikoz jsou ale bakterie obecné Spatnym producentem
lignanaz, rozkladaji zejména materidl s niz§im podilem ligninu. Takovy lze nalézt v prostiedi
s vy$si vlhkosti, na které jsou bakterie uzpiisobené mnohem lépe nez houby a plisné.
Nejvyznamnéjsi houbou rozkladajici celulozu je Trichoderma reesei. Pro produkci enzymu
degradujicich hemicelulézy je i v industrialnim prostfedi ¢asto vyuzivan Aspergillus niger
[15, 17]. Jedinymi organismy, které jsou schopné zcela rozkladat lignin, jsou dievokazné
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houby. Potebné enzymy jsou produkovany jako sekundarni metabolity pfi nedostatku nutrienti
[22]. Mezi takovéto houby patii napiiklad Phanerochaete chrysosporium nebo Pleurotus
ostreatu [19].

Termalni a termochemické metody degradace lignocelulozy

Mezi dal$i zplisoby degradace lignocelul6zového materidlu patii termalni a termochemicka
konverze. Termalni degradace je provedena nejcastéji spalovanim lignocelulozy pfi teplotach
800-1600 °C, produktem je zejména tepelna energie, spaliny a voda (para) [23]. Tato metoda
se vyuzivd zejména v souvislosti se spalovanim pelet, tvofenych prave lignocelul6zovou
biomasou. Jeji zasadni nevyhodou je vSak produkce emisi a zne¢istovani ovzdusi [24].

Termochemicka konverze pak pfeméiluje biomasu bud’ na kapalinu nebo plyn, kromé
vysoké teploty vyzaduje také pouziti chemikdlii. Zplyriovanim lignocelulézové biomasy je
po reakci s kyslikem, vzduchem nebo parou produkovana smeés plynti (napt. CO2, CO, CHgs, Ho,
N2) Vv riznych pomérech [25]. Cilem této metody je produkce co nejvétsiho mnozstvi bioplynt
a minimalizace mnozstvi vznikajiciho biouhlu nebo kondenzovanych uhlovodika [26]. Produkt
zplynovani biomasy, ¢asto ozna¢ovan jako syngas nebo syntézni plyn, ma Sirokou skalu vyuZiti,
syngas je nezbytny pro produkci vodiku, nebo pro syntézu chemikalii a paliv [24]. Ve svéte se
pro jeho vyrobu pouzivaji jak dievéna residua, tak napiiklad slama nebo obalové vrstvy ryze
[27]. Pyrolyza je také metodou termochemické konverze, ktera mize byt pouzita jak
samostatné, tak jako pfeduprava biomasy pro spalovani nebo zplyhovani. Pyrolyzou
je provedena degradace lignocelulozy bez ptistupu kysliku pifi teploté mezi 300-900 °C.
Produktem je zejména biouhel, ale také biooleje a bioplyny. SloZeni produktl je vSak
ovlivitovano rychlosti a teplotou pyrolyzy [28]. VSechny tii produkty mohou byt pouzity jako
biopaliva [29]. Popularita produkovaného biouhlu, ktery je tvofen prevazné uhlikem, vzrista
také v oblasti zivotniho prostfedi, nebot’ tento materidl mize byt vyuzit pro zemeédélské ucely
jako hnojivo, nebo jako adsorbent nejriznéjSich druhG kontaminantd [30, 31]. Schéma
moznosti degradace lignocelul6zového materialu je zobrazeno na obr. 6.

Lignoceluldza
konverze

| |
Spalovani Zplynovani Pyrolyza Hydrolyza

| | | |

Tepelna energie
Paliva a chemikalie Bioethanol a chemikalie

Obr. 6 Schéma moznosti degradace lignocelulozy [18]
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DalSi moZnosti degradace lignocelulézy

Lignocelul6zovou strukturu lze narusit také riznymi chemickymi, fyzikélnimi ¢i biologickymi
metodami (viz obr. 6) a ziskat tak fadu vyznamnych residui. Vyhodami pouziti téchto metod je
zejména zvyseni vytéznosti cukrl, univerzalni pouziti pro rizné lignocelul6zové materidly,
cilena degradace urcite slozky lignocelulozy, snizeni tvorby nezadoucich produkt nebo snizeni
vyrobnich a energetickych nakladd. Tyto metody se casto zafazuji jako predaprava
lignocelulozového materialu za Ucelem produkce cukrt, které jsou dale fermentovany
mikroorganismy.

Nejbéznéjsimi zplisoby piedupravy je alkalickd nebo kysela hydrolyza lignocelulozy. Jedna se
o jednoduché, ucinné a spolehlivé metody. Nejbéznéji se pro alkalickou hydrolyzu pouziva
hydroxid sodny, nebot’ se jedna o u¢inné delignifika¢ni Cinidlo (zvySuje porozitu materialu),
zaroven vsak jeho ptisobenim nedochazi k degradaci sacharidu [32]. V porovani s pouzivanymi
kyselinami je hydroxid sodny méné agresivni [33, 34]. Kysela hydrolyza lignoceluldzy vede
zejména k degradaci hemiceluldz na redukujici cukry, naruseni vazeb s ligninem, a tim padem
celé lignocelulozové struktury. Casto byva jeji vytéznost podpofena zvysenim teploty. Pouziva
se zejména kyselina sirova, fosfore¢na nebo octova [35, 36].

Mezi dal§i mozné Upravy lignocelulozy patii naptiklad pouziti organickych rozpoustédel
(alkoholy, fenoly, aceton atd.) nebo iontovych kapalin (komplexy na bazi pyridinia, imidazolu,
pyrolidinia atd.), ozonolyza, ptisobeni horké vody, pary nebo superkritického CO», elektrického
pole nebo mikrovinného zafeni. Zasadni nevyhodou téchto postupt jsou vsak vysoké finan¢ni
naklady spojené s pouzitim chemikalii nebo na vybaveni [18].

2.1.3 Nakladani s lignocelulézovymi odpady

Mezi tuhy komundlni odpad se fadi také lignocelulézové materidly, které vznikaji jako
odpadni material pfi zpracovani dieva, v potravinaiském pramyslu, nebo zemédélstvi. Mezi
nejcastejs$i zplsoby zpracovani tuhého komundlniho odpadu patfi umistovani na skladky,
spalovani, kompostovani, nebo, dle sloZeni, jeho opétovné vyuziti. Lignocelulozové odpady
pochazejici ze dieva jsou v USA nejcastéji skladkovany (cca 12 miliond tun), recyklovany
(3,1 mil. tun) nebo spalovany (2,8 mil. tun) [37].

NejvyznamnéjSim potravindiskym lignocelulozovym odpadem je sldma. MnoZstvi
vznikajici slamy je zavislé na typu plodiny — napiiklad nejvét§i mnozstvi ro¢né vznikd pti
péstovani cukrové titiny (18,5 mld. tun), ryze (1,2 mld. tun) nebo kukuftice (0,5 mld. tun).
Jelikoz ma sldma malou nutricni hodnotu, pouze mala ¢ast této produkce se vyuziva déle ke
krmnym ucelim [38]. Zbytek produkce se bud’ spaluje nebo skladkuje. Ke spalovani slamy
nejvice dochazi v Cing (68,2 mil. tun), Indii (48,1 mil. tun) a USA (39,8 mil. tun). Spalovani
lignocelulézového materialu je pfitom jednim z hlavnich pivodci znécisténi ovzdusi, vzniku
sklenikovych plynti nebo snizovani urodnosti piid. Spalovani lignocelul6zového materialu je
navic povaZovano za velice neefektivni zpiisob zpracovani odpadu, a proto jsou zejména
v poslednich letech vytvafeny strategie pro valorizaci nejen slamy, ale 1 dalSich
lignoceluldzovych odpadi, které nebudou zatézovat Zivotni prostiedi [38, 39].

Hlavnim celosvétovym cilem v oblasti odpadového hospodaistvi je piechod na cirkularni
ekonomiku. Jejim principem je minimalizace jak vstupnich surovin, tak odpadu diky
uzavienému vyrobnimu cyklu. Pracuje s mySlenkou, Ze nic neni odpad, ale sekundarni
surovina, kterou je mozné dale vyuzit. V souladu s principem cirkularni ekonomiky byly
navrzeny také postupy pro zpracovani lignocelul6zovych materialt. Jejich strategie 1ze rozd¢lit
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na snahu o redukci mnozstvi vznikajici lignocelulézy a na metody opétovného vyuzivani
lignocelulézy [41].

Pi‘edchazeni vzniku lignocelulozy

Nakladani se sldmou a dalSimi lignocelul6zovymi residui ma zasadni vliv také na kvalitu
pudy, obsah mineralnich latek v ptidé€, schopnost piidy zadrzovat vodu, na erozi piidy nebo na
kontrolu seti. Do kategorie pfedchazeni vzniku lignocelul6zového materialu je mozné zaradit
metody zkracovani stébel picnin (zejména pSenice a jeémene) pomoci syntetickych regulatori
rastu. Ty V rostliné zplsobuji snizeni aktivity hormont zptisobujicich rist rostliny do vysky —
auxinu a giberelinti nebo uvolnovani ethylenu, ¢imz dochazi ke zpomaleni rustt jednotlivych
internodii [42]. Prvotni motivaci pouziti regulatorti ristu je ochrana rostlin proti polehani a tim
zvyseni jejich vynosnosti. Proto je jejich dalSim Castym ucinkem stimulace tvorby ligninu
a celuldzy, a tim zpevnéni stébel. Aktualné se pro obilniny pouzivaji tfi rizné druhy ristovych
regulatord — ethephon, chlormequat chlorid a trinexapax-ethyl, jejich u¢innnost zavisi jak
na stavu pudy, tak druhu a kultivaru obilniny [43]. Jejich pouziti je nejvice zadouci v prostiedi
disponujici vyssi vlhkosti a urodnosti, kde hrozi vysoké riziko polehavani stébel [43].

Podminky pouziti ristovych regulatori se ovSem muze v riznych zemich lisit, a to zejména
kviili jejich detekci v obilovinach. Z tohoto diivodu je naptiklad ve Svédsku pouziti riistovych
regulatord pro psenici, zito, jeCmen a oves zakazané [44]. Evropska Unie je V jejich pouzivani
benevolentnéjsi. V Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) €. 1107/2009 o uvadéni
pripravkli na ochranu rostlin na trh a v Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (EU)
2019/1009 jsou definovana pravidla pro povolené piipraky na ochranu rostlin, véetné latek
ovlivijicich rist, ovSem jinak nez ziviny nebo rostlinné biostimulanty [42, 45, 46].

Opétovné vyuziti lignocelul6zovych materiala

Pokud je materidl vznikly v pribéhu daného vyrobniho procesu dale zpracovavan
a valorizovan, neoznacuje je se jiZz jako odpad, ale jako sekundarni produkt. V piipadé
valorizace, tedy opétovného vyuziti lignocelulozy, byla navrzena cela fada procestli, z nichz
vzesly rizné koncepty biorafinerie. V Evropé€ se aktualn€ nachazi 25 biorafinerii na zpracovani
dfevné biomasy (produkce biopaliv, chemikalii a energie) a 5 biorafinerii na zpracovani
lignocelulozovych materialt (produkce proteinti, chemikalii, biopaliv, energie) [47].

Pro lignocelulozové biorafinerie je mozné vyuzivat jak samotné lignoceluldzy (dievo),
tak organické materialy motskych fas a odpady potravinaiského primyslu nebo zemédé€lstvi
[48]. Dle vstupnich surovin, konkrétné jejich slozeni, je pak cely koncept biorafinerie navrzen.
Dtlezitym aspektem pro biorafinerie je vSak profitabilita produktl, kterd musi prevySovat
naklady spojené s jejich vyrobou.

Obecny postup pro valorizaci lignoceluléozy zahrnuje (1) jeji predupravu, ktera vede
k naruSeni struktury a uvolnéni celul6zovych vlaken, (2) enzymatickou hydrolyzu celulozy
a hemicelul6z pomoci celulaz, ¢imz se ziskaji fermentovatelné cukry, a (3) fermentaci a zisk
produktd, napiiklad bioethanolu nebo jinych biochemikalii (kyselina mlé¢na, jantarova) [49].
Pfi tomto postupu mé zasadni vliv na vytéZnost produktu sacharifikace celulozy a hemicelul6z
na monomerni cukry [50]. Residua, vznikla v prubéhu technologie (napf. lignin, residualni
celul6za) jsou vétSinou zpracovavana jako paliva. OvSem byly navrzeny i strategie pro vyuziti
ligninu naptiklad pro vyrobu polymeri jako jsou fenolické pryskyfice, polyuretan nebo
polyisokyanurat, adsorbentli nebo pudnich kondicionérii [51]. V soucasnosti vSak naklady
spojené s valorizaci ligninu pfevySuji cenu jiz dostupnych alternativ [52]. Kromé produkti
vzniklych fermentaci uvolnénych cukri se v souladu s cirkularni ekonomikou je mozné
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celulozu vyuzit také pro tvorbu textilii nebo papirenskych produktt [53], hemicelulozy je
mozné pouzit pro piipravu hydrogelti [54]. Shrnuti moznosti valorizace lignocelulozové
biomasy je uvedeno na obr. 7.

Zemédélsky odpad Energetické plodiny Lesni materidl Vodni rostliny Komundlni odpad

Pieduprava
Glycerol .
lieni Polysacharidy
|
| | [ 1
Lignin Glycerol Celuléza Hemiceluloza
|' l [ | |
PHA Vz.aml_ln . Biodiesel - Biopaliva Filmy
. Fenolické oleje Syngas Textilie PHA
Monomery ligninu . Povlaky
Hnoiiv Aldehydy Mono a Papir Organické kyseliny
ojva Aromatické olyeste Vlakna Hydrogely
Palivo polyestery Furfural
polyuretany Propandiol HME

Uhlikova vlakna Kyselina levulova

Xylitol

Obr. 7 Schéma valorizace lignocelulézovych materialii [55]

Vyuziti Fas Vv konceptu biorafinerie neni natolik rozsitené, jako vyuziti lignocelulozy
zejména kvili riiznorodosti jejich jednotlivych typt. Rasy viak na rozdil od samotné celuldzy
obsahuji zna¢nd mnozstvi rdznych vyznamnych bioaktivnich latek, které mohou byt
extrahovany a déle pouzity jako aditiva, hnojiva, kosmetické nebo medicinské ptipravky
a biopaliva. Tyto metody se ovSsem musi aplikovat v soucinosti, aby extrakci jednoho produktu
nedochazelo k degradaci suroviny vhodné pro zisk produktu dalsiho [50, 51]. Jedna z dalSich
variant vyuziti mikrofas je za ucelem ¢isténi vod, pfi kterém mize dochazet ptimo i ke kultivaci
fas [52, 53].

Potravinarské a zemédélské odpady jsou Castéji kompostovany, skladkovany, pouzity
jako krmivo pro zvifata, jako hnojivo nebo jako zdroj energie. VSechna tato vyuziti jsou vSak
povazovana za méné¢ hodnotna [60, 61]. Jelikoz je i fada téchto materiald v zakladé
lignoceluldzova, hledaji se postupy, jak je valorizovat tvorbou bioprodukti. Tyto produkty
musi byt vSak bud’ velmi cenéné, nebo musi byt ziskany relativné jednoduchymi procesy, aby
byla zajisténa ekonomicka rentabilita navrzené biorafineric [62]. Mezi nejzastoupenéjsi
lignocelul6zovy odpad potravinatského a zemédélského primyslu se fadi materialy pochazejici
z obilovin, které tvofi pfiblizné¢ 12,9 % z veskerého mnozstvi potravinaiského odpadu [63].
Radu z t&chto cerealnich odpadii 1ze vsak diky jejich slozeni vyuzit jako sekundarni produkt
pro zisk vyznamnych bioaktivnich latek.

Biorafinerie, vyuzivajici cerealni odpad, nejcastéji produkuji bio-diesel nebo bioethanol.
Jako surovina jsou pfitom pouzivany zemédélské odpady, ovesné obalové vrstvy, nebo odpad
Z pekarenskych a cukrarenskych procesi. Ve vétSin€é zemi EU se zresidui vzniklych
v zemédélstvi ziskavaji pfisady do potravin nebo 1é¢iv, organickd hnojiva nebo pldni
koncinionéry nebo proteiny vhodné pro krmné ucely mikroorganismu [64].

17



2.2 PSenicné otruby

Znacné mnozstvi lignocelulozového materidlu vznika také v potravinarském primyslu.
Jelikoz je lignoceluldza pro Cloveka nestravitelna, stava se ¢asto odpadnim materialem, ktery
je dale spalovan ¢i ukladan na skladky nebo kompostovan [32]. Mlze byt také pridavan do
krmnych smési zvitat, nebo byt soucasti lidské vyzivy, kde plni funkci vldkniny.

Mezi jeden z nejvice zastoupenych lignoceluléozovych potravinaiskych odpadu patii také
psenicné otruby. Jejich ro¢ni celosvétova produkce se pohybuje kolem 150 mil tun. PSenicné
otruby vznikaji jako vedlejsi produkt v mlynském primyslu pti mleti pSeni¢nych zrn, nebot’
tvofi asi 13—-17 % hm. zrna. Skladaji se z aleuronové a hyalinni vrstvy, testy a vnitiniho
a vnéjsiho perikarpu, mohou obsahovat také zbytky kli¢ka [64]. Tyto vrstvy se mezi sebou lisi
svou mikrostrukturou (obr. 8) a také chemickym slozenim. Zatimco perikarp je tvofen zejména
nerozpustnou vlakninou, aleuronova vrstva je bohatd na proteiny, rozpustné oligosacharidy
a mnohé bioaktivni latky [99].

Aleuronova
vrstva

Pericarp Testa Endosperm

Obr. 8 Obalové vrstvy psenicného zrna [99]

Otruby jsou oddélovany od zbytku zrna v procesu mleti, které se nejcastéji provadi pomoci
série valcovych stolic, vys$si t¢innosti se dosahuje nastavenim rozdilnych rychlosti otaceni,
Sitky mleci spary nebo povrchem jednotlivych valci. Cilem je maximalni vymleti endospermu
ze zrna a pozd¢ji z obalovych vrstev [101]. Zrna se pfed mletim také Casto kondiciuji — namaci,
coz vede ke zvysSeni elasticity obalovych vrstev, které poté 1épe odolavaji mechanickému tlaku
[64].

2.2.1 SlozZeni pSeni¢nych otrub

Chemické slozeni pSeni¢nych otrub zavisi na odrid¢ psenice, podminkéch jejiho péstovani
a zpusobu a kvalit¢ zpracovani zrn. Obecné obsahuji pSeni¢né otruby vysoké mnozZstvi
vlakniny, reprezentované zejména celul6zou, ligninem a hemicelulotickymi xylany, galaktany
a fruktany (34-63 %), na kter¢ jsou dale vazané proteiny. V rozpustné vlakniné se poté nachazi
jesté glukany a xylany [102]. Obsah lipidd v otrubach je zavisly na mnozstvi s nimi
zpracovavanych kli¢kd. Otruby jsou také bohaté na minerdlni latky, hlavné Zelezo, zinek,
mangan, hoi¢ik, a fosfor, ktery se ovSem vyskytuje pfevazné ve forme fytatd. Jejich komplexy
s Fe, Zn a Mg poté zpusobuji biologickou nedostupnost takto vazanych minerali [64]. Slozeni
pSeniénych otrub obohacuje zejména aleuronova vrstva. Ze vSech obalovych vrstev pSeni¢ného
zrna obsahuje nejvetsi mnozstvi proteind, aminokyselin, bioaktivnich latek, kyseliny fytové,
antioxidantt, vitaminti a mineralti [103, 104]. Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek je
uvedené v tabulce 3, rozmezi hodnot je dano rozdily ve slozeni jednotlivych vrstev pSeni¢nych
otrub [105].
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Tabulka 3 Procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZek psenicnych otrub [103, 105-107]

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

Polysacharidy

Zastoupeni a slozeni polysacharidii pseni¢nych otrub je zavislé na mnoha faktorech, od
genetickych vlastnosti, zptisobu a podminkéch péstovani, ptes proces jejich zpracovani a mleti.
Celkovy obsah sacharidll v suSin¢ otrub je okolo 58 % (cca 65 g/100 g pSeni¢nych otrub), toto
procento oviem velmi zavisi na zastoupeni §krobu. Skrob je hlavni slozkou endospermu
aVvprocesu mleti je cilem veSkery jeho podil zotrub vymlet [65]. Jelikoz se jedna
0 lignoceluldézovy material, vyznamné zastoupeni zde maji také celuldza a hemicelulozy [66].
Procentualni slozeni sacharidi v susiné pSeni¢nych otrub je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4 Slozeni sacharidového podilu psenicnych otrub [66]

Slozka Obsah (% suSiny)
Celkové sacharidy | 57-58,5

Skrob 20,3-22,5
Celul6za 19,5-20,3
Hemicelulozy 18,2-18,9
Oligosacharidy 3,7-4,0

NejzastoupenéjSimi polysacharidy (mimo Skrob) jsou arabinoxylany, které tvoii az 64 %
bunécné stény pSeni¢nych otrub. VétSina je jich nerozpustna ve vode€, pouze urcity pomér
arabinand ku xylantim tvofi rozpustnou strukturu [67]. Kovalentné jsou k arabinoxylanim
vazan¢ rizné bioaktivni latky, které jsou po degradaci tohoto materialu uvolnény a je tak

snadnéjsi je extrahovat [68]. Mimo arabinoxylany jsou v lignocelul6zové struktuie zastoupené
také glukany a galaktany, jejichz mnozstvi je zobrazeno v tabulce 5.

Tabulka 5 Procentualni zastoupeni jednotlivych polysacharidii [69]

Neskrobové polysacharidy | Obsah [g/100 g pSeni¢nych otrub]
Glukany 10,5
Xylany 18,3
Arabinany 10,1
Galaktany 11

Z dietarniho pohledu lze polysacharidy povaZovat za vldkninu, ktera dle své rozpustnosti
mize mit v té€le vyznamné funkce [70]. Jeji zastoupeni v pSeni¢nych otrubach je okolo 50 %.
Rozpustna vlaknina se sklada hlavné z glukant a xylant a jeji mnozstvi je do 5 % [56, 60].
Ptitomnost rozpustné vlakniny ve stravé zpomaluje uvoliiovani glukézy z potravin, cozZ je
prospésné pro lidi s diabetem Il typu. Rozpustna vlaknina navic redukuje mnozstvi krevniho
cholesterolu, pozitivné ovliviiyje stfevni mikrofloru, ¢imz predchazi kolorektdlnim nddorovym
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onemocnénim [71]. Nerozpustna vlaknina v pSeni¢nych otrubach pievazuje, svymi laxativnimi
ucinky pomaha udrzovat zdravi tlustého stfeva a podporuje peristaltiku [65]. Vlaknina
pseni¢nych otrub je také slibnym prebiotikem, kterd navic disponuje také antioxidacni aktivitou
[56, 62]. Procentualni zastoupeni jednotlivych typt vlakniny je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6 Procentudlni zastoupeni jednotlivych druhii vidkniny [66]

Vlaknina Obsah [g/100 g]
Celkova 36,5-52,4
Nerozpustna 35,0-48,4
Rozpustna 1,5-4,0

Krom¢ zdravotnich benefitii, které vldknina pSenicnych otrub poskytuje, mize byt
vyznamnou ingredienci v pekarenském primyslu také z hlediska technologického. Bylo
zjisténo, ze jeji ptidavek vyznamné zvysil elasticitu a kichkost tésta [73]. Rozpustna vlaknina
navic zvySuje reten¢ni kapacitu vody i oleje a kapacitu bobtnani [74].

Proteiny

Obsah proteinti v pSeni¢nych otrubach je okolo 17 %, ptfi¢emz jejich nejveétsi mnozstvi se
nachdazi v aleuronové vrstve, kde se vyskytuji pfevazné ve formé zasobnich globulind. Proteiny
vn¢jSich a stfednich vrstev maji poté vétSinou obranné funkce a zabrafuji oxidativnimu stresu
[65]. Pomoci dvoudimenzionalni elektroforézy na gelu bylo ve vnéjsi vrstvé zaznamenano 35,
ve stfedni 119 a ve vnitini 672 raznych proteinti. Opakovatelnost proteinid mezi jednotlivymi
vrstvami byla minimalni [75]. Osborneova klasifikace extrahovatelnosti déli proteiny na frakce
rozpustné ve vod¢, NaCl, ethanolu a NaOH. Dle Idris et al. [76] jsou proteiny pSeni¢nych otrub
tvofeny albuminy, globuliny, prolaminy, gluteliny a proteiny, které nejsou rozpustné Zadnym
z vySe uvedenych extrakénich ¢inidel. Konkrétni procentualni obsah jednotlivych frakci
je uveden v tabulce 7.

Tabulka 7 Procentudlni obsah jednotlivych typii proteinii psenic¢nych otrub [76]

Typ proteinu Obsah [%]
Albuminy 23,5
Globuliny 15,5
Prolaminy 18,5
Gluteliny 25,5
Nerozpustné proteiny 17,5

Z nutricniho hlediska charakterizuje proteiny pomér jejich ucinnosti (PER), ktery je
definovan jako ziskana vaha ku mnozstvi ptijatého proteinu. Pro proteiny pSeni¢nych otrub je
jeho hodnota srovnatelnd se sojovymi proteiny, a dokonce vyssi nez hodnota PER pSeni¢né
mouky [65]. Nutriéni kvalita proteinii je také charakterizovana obsahem esencialnich
aminokyselin. NejzastoupenéjSimi aminokyselinami proteini pSeni¢nych otrub jsou kyselina
glutamova, asparagova a arginin, z esencialnich aminokyselin leucin. S ohledem na adekvatni
denni ptijem dospé€lého cloveka je, stejné€ jako u vetsSiny ceralii, limitujici aminokyselinou lysin
[77]. V porovnani s proteiny pSeni¢ného endospermu obsahuji pSeni¢né otruby vyssi mnozstvi
argininu a glycinu [69, 70]. Konkrétni mnozstvi jednotlivych aminokyselin proteini
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izolovanych z pSeni¢nych otrub jsou uvedey v tabulce 8. Obsah esencialnich aminokyselin tvofi
ptes 22 % proteinového izolatu, pricemz jejich denni piijem pro dospélého cloveéka je 84 mg/kg
télesné vahy [80].

Tabulka 8 Zastoupeni jednotlivych aminokyselin v pSenicnych otrubach [79]

Esencialni aminokyseliny [g/100 g proteinového izolatu]
lle Leu Lys Met Phe Thr Val His Trp

2,4 4,66 3,53 1,03 2,89 2,16 3,91 2,15 -

Neesencialni aminokyseliny [g/100 g proteinového izolatu]

Ala Arg Asp Cys Glu Gly Tyr Ser Pro
3,40 7,08

5,10 - 10,37 3,74 1,84 3,01 2,78

Vyznamné bioaktivni latky

Za bioaktivni latky pSeni¢nych otrub jsou povazovény slouceniny s antioxida¢ni nebo
protizanétlivou aktivitou. Jejich mnozstvi v pSeni¢nych otrubach je ovlivnéno odridou nebo
klimatickymi a enviromentalnimi podminkami a je uvedeno Vv tabulce 9 [71]. Nejzastoupengjsi
skupinou jsou fenolické latky — sekundarni metabolity rostlin, které diky své struktute disponuji
dobrymi antioxida¢nimi u¢inky. V pSenici jsou to zejména derivaty kyseliny hydroxyskoticové,
konkrétn¢ kyselina ferulova, sinapova a kumarova. Vyskytuji se pfevazné¢ v obalovych
vrstvach, jelikoz jsou vazané na strukturalni slozky bunééné stény [81].

Tabulka 9 Zastoupeni bioaktivnich latek v pSenicnych otrubach [62, 73]

Bioaktivni latka MnoZstvi Jednotky
Kyselina ferulova 500-1500 mg/100 g
Folaty 79-200 1g/100 g
Niacin 14-18 mg/100 g
Kyselina pantotenova 2,2-3,9 mg /100 g
Riboflavin 0,4-0,75 mg/100 g
Lutein 97-140 1g/100 g
B-karoten 940 1g/100 g

Kyselina ferulovd je nejzastoupenéjsi fenolickou kyselinou pSeni¢nych otrub. Diky
schopnosti eliminace superoxidovych radikalli vyznamné inhibuje oxidaci lipidd, naptiklad
lipoproteini o nizké hustoté, které jsou hlavnimi nosi¢i cholesterolu v krvi [62, 74].
Mimao prevenci lipidové oxidace pusobi také proti nemocem zptisobenymi volnymi radikaly
(rakoviny, ateroskler6za) nebo starnuti vlivem oxidativni degenerace tkan¢ [83]. Kyselina
ferulova ¢i jeji estery jsou také schopné sniZzovat mnozstvi nékterych zanétlivych medidtord,
svym pilisobenim muze pfispét ke snizeni obsahu glukézy v krvi, nebo muize jejich ptijem
chranit jatra proti toxickému ptisobeni alkoholu nebo polynenasycenych mastnych kyselin [75,
76].
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Mezi dal$i vyznamné bioaktivni latky pSeni¢nych otrub patii vitaminy skupiny B, zejména
folaty, niacin, pantotenova kyselina nebo riboflavin. Folaty se v téle podili na tvorbé oxidu
dusnatého, ktery je vyznamnou signalni molekulou, mtze pusobit proti disfunkci a rozpadu
mitochondrii diky odchytu superoxidovych radikalt [71]. Niacin je vitamin rozpustny ve vode¢,
pouziva se pro lécbu dyslipidemie a aterosklerdzy. Kyselina pantotenova a riboflavin jsou
vyznamné, jelikoz slouzi jako prekurzory rtznych latek (koenzym A, FAD) se znacnou
antioxidac¢ni aktivitou [71].

Ptestoze je obsah karotenoidl v pSenici obecné nizky, vysoké mnozstvi konzumovanych
pSeniénych potravin z ni déla pro lidi vyznamny zdroj karoteinoidi [86]. Karoteinoidy jsou
C40 isoprenoidy syntetizované rostlinami a v piipadé ceredlii jsou zodpovédné za
charakteristické zluté zbarveni. Bylo pozorovadno, Ze u nové¢jSich odrtid pSenice je obsah
karotenoidd vyssi, nez u starSich [87]. Jsou zastoupeny zejména luteinem, zeaxantinem a [3-
karotenem [73, 77]. Diky struktufe s konjugovanymi dvojnymi vazbami mohou reagovat
s velmi reaktivnimi kyslikovymi radikaly, inhibuji lipid peroxidazu [71].

Anorganicka frakce

S ohledem na relativné vysoké nutri¢ni kvality pSeni¢nych otrub se uptfednostiuje jejich
vyuziti spise pro dietarni ucely [88]. OvSem vétSina mineralnich latek pSeni¢nych otrub nema
pro Cloveka zadny vyzivovy vyznam, jelikoz je vazana ve formé obtizné stravitelnych fytatt
[67]. Otruby tak ve své nativni formé nejsou pro ¢lovéka dobrym zdrojem mineralnich latek i
pfesto, ze je jejich zastoupeni zde vyznamné. V procesu zpracovani otrub se Casto cili na
odstranéni fytati z nutriéné zajimavych produkti tak, aby se zvysila jejich obecna vyzivova
hodnota.

Viézané formy prvkl vSak neptedstavuji problém pro utilizaci v rdmci rostlinné fiSe.
PSeni¢né otruby maji relativné vysoky obsah drasliku a fosforu, coz jsou zakladni rostlinné
nutrienty nezbytné pro spravny vyvoj rostlin [89]. Do pidy jsou spolu s dusikem bé&zné
dodavany ve form¢ mineralniho hnojiva NPK, avSak organicka hnojiva, kterym mohou byt
i pSeni¢né otruby, maji oproti nim vyhodu v dlouhotrvajicim uvolfiovani mineralnich latek
z davodu pozvolného rozkladu rostlinného materialu [90, 151]. Celkova mnozstvi mineralnich
prvkl v pSeniénych otrubach jsou uvedena v tabulce 10.

Tabulka 10 Zastoupeni minerdlnich latek v pSeni¢nych otrubach [mg/100 g] [61, 80]

Popel K P Mg Ca Mn Fe Zn Na Cu
589 1182 1013 611 73 11,5 10,6 7,3 2 1

Kvili ubyvajicimu mnoZstvi organické hmoty na polich a vzristajicimu z4jmu
0 ekologic¢téjsi a bio zemédelstvi se piikladd vEétsi vyznam organickym hnojiviim. Jednou
Z jejich moznych surovin pro pfipravu biohnojiv jsou vedlejsi produkty potravinaiské vyroby,
které disponuji vhodnymi vlastnostmi. Mimo vysokého mnozstvi mineralnich latek Casto tyto
produkty pozitivné ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti pudy, ¢i podporuji plsobeni
mikroorganisma [89].

2.2.2 Biorafinace pSeni¢nych otrub

Trendem nejen dnesni doby je maximalni vyuziti sekundarnich produktt vyroby a tim
eliminace mnozstvi vznikajicich odpadt. Velky duraz se klade na zisk produktd, jejichz
ekonomicky vyznam pievazi ndklady spojené s jejich vyrobou. Casto se proto musi tyto vyrobni
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procesy optimalizovat, aby bylo dosazeno co nejvysSich vytézki za co nejpiijatelnéjSich
podminek. To plati i v ptipad€ pSeni¢nych otrub, které¢ maji fadu vlastnosti, jez se daji velmi
dobfte dale zarocit. Proces plného vyuziti PO se oznacuje jako biorafinace, ptiklad biorafinace
PO je zobrazen na obr. 9 [91].
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Obr. 9 Priklad biorafinace psenicnych otrub [91]

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 odrazi v navrzené technologii biorafinace. Mezi potencialné
vyznamné slozky pSeni¢nych otrub se fadi polysacharidy, konkrétné celul6za, arabinoxylany a
Skrob, proteiny a jejich aminokyseliny, tuky, mineralni latky, lignin, nebo fenolické latky. Tyto
latky je vSak za ucelem jejich valorizace nutné z pSenicnych otrub nejprve v co nejc€istsi forme
izolovat. Proces izolace jedné slozky by soucasné¢ nemél degradovat slozky jiné. Zaroven
by koncept biorafinerie m¢l zahrnovat pouze udrzitelné technologie bez pouziti nebo tvorby
toxickych kontaminanti $kodlivych pro zivotni prostiedi [92].

Nékteré zpusoby vyuziti lignocelulézového materialu byly zminovany jiz v kap. 2.1.3.
PSeni¢né otruby jsou také vhodnym materidlem pro krmné ucely, zlepSuji nutriéni 1
technologické vlastnosti potravin, jejich konzumace poskytuje fadu zdravotnich benefitl,
mohou slouzit jako bioadsorbent tézkych kovili, nebo jako surovina pro produkei biopaliv.

Produkce biopaliv z pSeni¢nych otrub

Jedna z aktualné nejpouzivanéjSich technologii zhodnoceni lignocelul6zového materialu je
jejich konverze na bioethanol. Za timto Gi¢elem je nejprve nutné polysacharidy hydrolyzovat na
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jednoduché cukry, které mohou dale slouzit mikroorganismtim jako substrat pro konverzi. Také
vyroba bioethanolu z PO je v souc¢asné dob¢é dobie znama [93].

Vytéznost sacharifikace pSeni¢nych otrub ovliviiuje jak jejich sloZeni, tak podminky procesu.
Zastoupeni, vlastnosti a typy vazeb mezi 3 hlavnimi polymery — celul6zou, hemicelul6zami a
ligninem maji vliv na enzymatickou a mikrobialni degradaci polysacharidi. Byla pozorovana
rozdilnad vytéznost procesu mikrobidlni sacharifikace pSei¢nych otrub pfi pouziti rozdilnych
mikroorganismii. NejlepSich vysledki bylo dosazeno pii pouziti vice plistiovych kultur
(A. niger, P. chrysogenum, T. viride) — 588,1 mg/g [94]. Podobnych vytéznosti cukrt bylo
dosazeno pii sacharifikaci pSeniénych otrub kombinaci alkalické/kyselé (NaOH/H2SO.) a
enzymatické hydrolyzy (celulazy a amyloglukosidazy). Za téchto podminek vSak znaény podil
uvolnénych cukrt tvotila kromé glukozy také xyloza a arabinoxyldza (cca 30 %) [95].

Pro konverzi ziskaného tekutého cukerného roztoku z pseni¢nych otrub na bioethanol I1ze pouzit
rizné typy mikroorganismu, napi. S. cerevisiae (diastaticus), Pichia stipitis, Candida
brassicae, Zymomonas moilis nebo jejich kombinace [93]. Literatura uvadi, ze z 1 kg PO lze
vyrobit az 70 g bioethanolu (fermentace pomoci S. cerevisiae pti suplemetaci celulazami), coz
je asi polovi¢ni mnozstvi, nez jakého je mozné dosdhnout pti konverzi samotné glukozy [96].

Biotechnologické zpracovani pSeni¢nych otrub

PsSeni¢né otruby mohou také predstavovat slozku substratu vyuzivaného pro produkci
riznych typi enzymii nebo organickych kyselin pomoci mikroorganismii. Fermentaci
pSeni¢nych otrub v pevné fazi lze pomoci hub a mikroorganismi vyzadujicich niz$i vlhkost
ziskat napiiklad o-amylazy, pektinazy nebo xylandzy. Pii fermentaci v tekutém médiu pak
mohou byt produkovany lakkazy, karboxymethyl celulazy nebo esterdzy kyseliny ferulové.
Nejvyznamnéjsi organickou kyselinou Vv pSeni¢nych otrubéch je kyselina ferulova, diky svym
antioxida¢nim uCinkim ma potencidlni vyznamné uplatnéni ve farmacii, kosmetice i
potravinafském primyslu. Uvolnéni a ziskani kyseliny ferulové z pSeni¢nych otrub miize byt
dosazeno napt. po alkalické hydrolyze nebo enzymatické hydrolyze pomoci hub (napft.
Hericium erinaceum). Kromé kyseliny ferulové pSeni¢né otruby obsahuji také kyselinu
kumarovou a vanilin. Zejména vanilin je vyznamna bioaktivni latka pouzivana
V potravinaiském primyslu jako pfirodni aroma. Lze ho ziskavat také biotechnologickou
konverzi kyseliny ferulové ziskané z pSeni¢nych otrub [97].

Hnojiva a bioadsorbenty z pSeni¢nych otrub

Vliv pouziti pSeni¢nych otrub jako slozky organického hnojiva na rist byl provéfen na
nékolika riznych typech hub a rostlin. V piipadé kultivace houby Psathyrella atroumbonata,
ktera disponuje schopnosti rozkladat lignoceluldzu, byl pozorovan nejlepsi mycelidlni vyvoj a
narist sporoforii na substratu tvofeném pilinami s 5% ptidavkem pSeni¢nych otrub [98].
Z kratkodobého hlediska neobohacuji rostlinnd organicka hnojiva padu tolik, jako hnojiva
zivocisného pivod, jejich ucinek v pide se ¢asto projevi az po 5 letech [99]. Kompostovanim
tohoto materidlu mtze dojit k urychleni pfistupu obsazenych mineralnich latek pro rostliny.
Obohacovani ptidy kompostovanymi psenicnymi otrubami vedlo ke zvySeni obsahu fosforu ve
slune¢nicich az o 133 % [100].

Diky slozité struktufe maji pSeni¢né otruby vyuziti jako absorbent riznych latek, které
zneCist'uji Zivotni prostredi. Oproti nejcastéji pouzivanému aktivnimu uhli je vyhodou tohoto
materidlu zejména jeho nizkd cena a ekologicnost. Lze ho pouzit jak neupraveny, tak
modifikovany dal$imi funkénimi skupinami [91, 92].
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PsSenicné otruby do velikosti 0,6 mm byly schopné zmirnit znecisténi vodného prostiedi
krystalovou violeti, kterd je Casto ptivodcem toxicity a pramyslového zneciSténi zivotniho
prostiedi [103]. Za urc¢itych podminek byla z vodného roztoku odstranéna také reaktivni modf,
Cerven a zlut' [101]. PSeni¢né otruby se jevi také jako pfirozeny adsorbent kovi, pficemz
vykazuji vétsi specifitu pro ionty tézkych kovii nez napiiklad pro sodikové nebo draslikové
ionty [104].

Modifikace pSeni¢nych otrub se provadi s ohledem na typ latky, kterda ma byt absorbovana.
Napriklad jejich termochemickd modifikace kyselinou citronovou vedla ke zlepSeni adsorpce
méd’natych iontl, aniZ by byla narusena ekologi¢nost absorbentu [105]. Modifikace kyselinou
vinou za uréitych podminek zvysila schopnost odstranovat ionty chromu z vodného prostiedi
[102].

PSeni¢né otruby jako zdroj proteint

Hledani alternativnich zdrojii proteinii je jednim z hlavnich z4jml v oblasti zlepSeni
bezpecnosti a kvality potravin. Ma za cil zejména snizeni negativniho vlivu produkce potravin
a krmiv na Zivotni prostedi [106]. Diky relativné vysokému zastoupeni proteint (okolo 17 %)
mohou byt i pSeni¢né otruby povazovany za jeden z novych, alternativnich zdroji proteint.
Oproti proteinim pSeniéné mouky maji proteiny PO nutricné mnohem pestiejsi
aminokyselinovy profil, jsou bohatym zdrojem argininu, kyseliny glutamové i nékterych
esencialnich aminokyselin.

Pouziti proteind pSenic¢nych otrub jako ingredience v pekarenskych aplikacich mize mit
fadu nutriénich, ale i technologickych vyhod. Dle O’Connora [107] jsou tyto proteiny
zodpovédné za inhibici funkce pregastrickych lipaz, coz vede k prevenci obezity ¢i pfimo
k redukci vahy. V porovnani s ostatnimi proteiny maji vysokou emulzifika¢ni a pénici aktivitu,
které souvisi s jejich rozpustnosti [108]. Pro pekarenské tcely je uspokojiva také jejich vazebna
kapacita tukt a vody [76].

Proteiny pSeni¢nych otrub mohou byt také pouzity pro kontrolu enzymatického hnédnuti
[65]. Hydrolyzaty albuminové frakce o 40 % inhibuji pisobeni jable¢nych polyfenol oxidaz
[109], u globulinové frakce byla prokazana 24% inhibice funkce tyrosinaz hub [110].

Vys§i hodnotu lze proteinim pSenicnych otrub pfidat také jejich hydrolyzou na
aminokyseliny a poté dekarboxylaci kyseliny glutamové na kyselinu y-aminobutyrovou
(GABA). Toho lze docilit ptisobenim proteolytickych enzymi a glutamat dekarboxylazy [65].
Ptestoze bylo dosazeno az 60% ucinnosti konverze, bylo zjiSt€no, ze pouziti je¢mennych
produktd dosahuje je$t€¢ mnohem vyssich vytéznosti [111].

Potencidlni uplatnéni proteinti pSeni¢nych otrub je také v oboru nanotechnologii, konkrétné
jako nosice nebo enkapsula¢ni material pro rizné vyznamné nutrienty nebo bioaktivni latky.
Vyhodou téchto proteint je vysoka funkéni diverzita, a tedy jejich struktura [65]. Z cerealnich
proteini mohou za timto ucelem byt pouzity gliadiny nebo kukufi¢ny zein [102, 103].

2.3 Rostlinné proteiny

Proteiny jsou dusikaté organické slouceniny slozené z dlouhého fetézce aminokyselin, které
jsou nezbytné pro spravné fungovani vSech zijicich organismi. V dne$ni dob¢ roste popularita
rostlinnych proteinli nejen pro jejich zdravotni benefity, ale také diky aktudlnim trendim
udrzitelného rozvoje a ochrany zivotniho prostifedi nebo zvitat. Nejbéznéj§imi zdroji
rostlinnych proteind jsou lusténiny (s6ja, hrach) a obiloviny (pSenice), kazdopadné diky
valorizaci riznych rostlinnych materiald se objevuje také fada jejich alternativnich zdroji (fasy,
hmyz) [114]. Jelikoz jsou vsak rostlinné proteiny odlisné od zivocisnych, jejich zatazeni do
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stravy je nutné provadét s ohledem na jejich nutricni charakteristiky. Roste také poptavka po
tzv. plant-based proteinovych vyrobcich, jejichz kvalita je z velké miry ovlivnéna funkénimi
vlastnosti rostlinnych proteina [115].

2.3.1 Metody izolace proteinii

Existuje fada riiznych technik izolace ¢i extrakce proteinli z rostlinnych materiali a dalsi se
nové vyvijeji. Konvenéni metody izolace proteinii mohou mit fadu nevyhod, napf. denaturaci
proteinil, 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 v primyslu ov§em omezuji vysoké pofizovaci naklady na vybaveni [116].

Nejcast€jsi metoda pro izolaci proteinti se nazyva pH-shift. Vyuziva se v ni extrakce
proteinu 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 proteinti v rozmezi pH 8—11, pfipadné vy$sim [117]. Pro precipitaci je poté
pH upraveno na hodnotu pl, ktera se u rostlinnych proteinti bézné pohybuje mezi 4-5 [61, 67,
70, 108]. Pouzitim riznych extrakénich ¢inidel je také mozné postupné vyizolovat jednotlivé
proteinové frakce [65]. Extrakci materialu vodou za danych podminek se po oddéleni
nerozpustného ziskava albuminova frakce. Globuliny jsou rozpustné v 50 mM tris-HCI,
prolaminy lze extrahovat 70% propanolem a glutelinovou frakci ziskame suspenzaci materialu
v 0,05 M NaOH [78]. Konkrétni podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 Podminky extrakce jednotlivych proteinovych frakci psenicnych otrub [78]

Proteinova frakce | Extrakéni ¢inidlo Podminky extrakce

Albumin Voda Pomér 1:10, 2 h za stalého michani

Globulin 50 mM tris-HCI Pridavek 0,5 M NaCl, pH 8, 2 h za stalé¢ho
michani

Prolamin 70% 2-propanol (aq) Pomér 1:10, 2 h za stalého michani

Glutelin 0,05 M NaOH Pomér 1:10, 2 h za stalého michani

V kombinaci s pH shift metodou se ¢asto vyuzivaji techniky ultrafiltrace nebo diafiltrace.
To ma za nasledek zejména zvySeni vytéZnosti extrakce proteind a zlepSeni jejich funkénich
vlastnosti. Po solubilizaci proteini dochédzi diky ultrafiltraci k odstranéni vody a
nizkomolekularnich latek pomoci membrany, a tim k zakoncentrovani proteint. Takto ziskané
proteinové koncentraty disponuji vysSSim zastoupenim proteinti diky odstranéni nezadouci
vlakniny [119].

Dalsi metodou izolace proteint z rostlinnych material je vysolovani. Pfidavkem soli se
zvysuje iontova sila extrak¢éniho Cinidla, a tim hydratovatelnost proteinti vodou a solubilizace.
Avsak pti koncentracich soli vys$sich nez 1M se rozpustnost proteinti naopak vyrazné snizuje,
¢ehoZ se vyuziva pro jejich opétovnou precipitaci. Bézné pouzivanymi solemi v této technice
izolace proteinti jsou bud’ chlorid sodny nebo siran amonny [120].

Proteiny lze zrostlinného materialu izolovat také po frakcionaci za sucha — mletim
materialu dochazi k rozpadu struktury a uvolnéni jednotlivych komponent. Diky rozdilnym
velikostem Castic a hustotdm je umoznéna separace proteint, ktera se ¢asto provadi v proudu
vzduchu. Vyhodou této metody je uplna absence jakychkoliv chemikalii, proteiny po izolaci
navic neni nutné dodate¢n¢ susit. Kazdopadné vytéZnost a ucinnost suché frakcionace proteint
je velice nizka, je zavisla na rychlosti mleti [119], [121].
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Pokrocilé metody izolace proteinti jsou nejen udrzitelné, ale maji také vyssi vytézky, ziskané
proteiny disponuji lepSimi nutricnimi i technologickymi vlastnostmi a jsou povazovany za
eutektického rozpoustédla, reverznich micel, mikrovinného zareni, ultrazvuku, vysokého tlaku,
subkritické vody, nebo pulsniho elektrického pole [116].

Pouzitim enzymii V procesu izolace proteinli zrostlinného materidlu se dosahuje
uc¢innéjsiho rozruseni nebo hydrolyzy ostatnich komponent. NejCastéji se pouzivaji proteazy
nebo celuldzy, jejichz pisobenim dochazi k rozpadu lignocelulézového materialu, a tedy
uvolnéni proteinli. Vytéznost proteinu je nakonec ovlivnéna zejména mirou degradace
rostlinného materidlu, ktera je u konkrétniho materialu zavisla jak na typu pouzitého enzymu a
jeho koncentraci, tak na teploté a Casu. Proteiny se po uvolnéni z enzymaticky naruSené
struktury rostlinného materialu Casto extrahuji alkalicky [123]. Diky pouziti enzymt bylo
dosazeno prokazatelného zlepseni funk¢nich vlastnosti extrahovanych proteint [124].

Poptavka po udrzitelnych a ,,zelenych®™ technologiich v potravinaistvi vede ke snaze
0 omezeni vyuzivani organickych rozpoustédel (methanol, hexan atd.). Nahradit by je mohla
hluboce eutekticka rozpoustédla (HER), smési dvou nebo vice latek, jejichz teplota tani je
mnohem niz$i nez teplota tani jejich jednotlivych slozek. Vyuziti HER pii extrakci proteind
spociva v tvorbé dvou vodnych fazi pti konkrétnich koncentracich jednotlivych slozek. Hlavni
mechanismus je pak spojen se zvySenim iontové sily. Vyhodou je také nizké povrchové napéti
HER, diky kterému se snizuje riziko degradace proteint. Pro extrakci proteintt z riznych
potravinatskych materialt byly jako HER pouzity napiiklad smési glycerolu a cholinu (vylisky
fepky olejné), stl karboxylovych kyselin a mo¢oviny nebo cholinchloridu a mocoviny (mléto)
[115, 116, 117].

Solubilizace proteinii mize byt provedena také jejich uzavienim do micel. Obracené
micely (jadro tvofi polarni skupiny, obal nepolarni skupiny) proteiny enkapsuluji, ¢imz jsou
Z matrice extrahovany. Hodnota pH a iontova sila rozpoustédla maji zasadni vliv na vznik
elektrostatickych interakci mezi povrchové aktivnima latkama a proteinama, a tim umoZiuji
proces extrakce. Proces je ale ovliviiovan i fadou dalich parametr, jako naptiklad obsahem
vody, teplotou, typem a koncentraci povrchové aktivni latky a rozpoustédla nebo casem.
Zaroven je zasadni také velikost, tvar a struktura tvofenych micel. Proteiny jsou poté z micel
opétovné uvoliiovany zpétnou extrakei [128]. Proteiny byly pomoci reverznich micel uspésné
extrahovany naptiklad ze soji, arasidového prasku nebo mouky z zakie (jackfruit) [119, 120,
121].

Mikrovlnné zareni a jim produkované teplo zptisobuje v biologickém materialu vyparovani
vody a zvySovani tlaku, ¢imz dochazi k rozpadu jeho bunéénych stén a k uvoliiovani riznych
bioaktivnich latek, véetné proteint. U&innost degradace je zavisla na teploté, obsahu tekutiny,
Case, vykonu nebo typu materialu [132]. Vyhodou pouziti mikrovinného zateni je vyznamné
snizeni doby potfebné pro rozpad bunécnych stén a mozné zlepSeni nckterych funkcnich
vlastnosti (napf. absorpce vody, pénivost, emulzifikani aktivita apod.) oproti konvencnim
metodam [133]. Zafazeni mikrovinného zafeni do procesu zvysilo Gi¢innost oproti konvenénim
metodam izolace naptiklad pii extrakci proteinti ze seminek vodniho melounu, [134], ryzovych
otrub [135], arasida [133] nebo stiibrnych kavovych slupek [136].

Alternativou pro mikroviné zafeni je pouziti ultrazvuku, jehoz ptuisobenim také dochazi
k degradaci bunécnych stén a uvolnéni bioaktivnich slou¢enin. Ultrazvukové viny vyssi nez
20 kHz maji energii, které je schopna prochazet a narudovat biologickym materialem. Uginnost
ultrazvuku miize byt navic podpofena kavitaci, které do systému uvoliluje jesté vice energie
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[137]. Extrakci proteinti za pomoci ultrazvuku ovliviiuje napiiklad vykon, ¢as extrakéni pomeér,
a teplota, tyto parametry musi byt v zavislosti na materidlu optimalizovany. U tady rostlinych
materialti dosahovala metoda extrakce proteinii za pomoci ultrazvuku vyssi vytéznosti jak nez
metody konvencni, tak dokonce nez extrakce za pomoci mikrovin — napt. u kokosu [138].

Vyuziti subkritické vody pro extrakci proteinii je nizkondkladové technologie, ktera
nevyzaduje pouziti zddnych chemikalii. Je pouze nezbytné udrzovat vodu v tekutém skupenstvi
nad hodnotou jejiho varu (100-374 °C) snizenim tlaku (1-22,1 MPa) [139]. To zptsobi rozpad
vodikovych vazeb, snizeni viskozity a povrchového napéti, a naopak zvySeni difuzivity, ktera
je klicova pro zlepSeni extrahovatelnosti proteinti z roslinnych materialt. Vytéznost extrakce
proteintt pomoci subkritické vody zrtsnych rostlinnych materidlti (mlato, len, dyné) je
srovnatelna s alkalickou nebo vodnou extrakei [130, 131]. Podminky extrakce, zejména teplota
a tlak se musi dle materidlu optimalizovat. Subkritickd extrakce také ovliviluje funkéni
vlastnosti extrahovanych proteinii — u izolovanych sojovych proteinii byla naptiklad
pozorovana vys$i rozpustnost pii teplotdch nad 120 °C, emulzifikacni aktivita, pénivost a
stabilita pény [129]. U proteina extrahovanych subkritickou extrakci z cervenych motskych fas
byly oproti klasicky extrahovanym proteiniim pozorovany také lepsi antioxida¢ni ucinky [142].

Aplikace vysokého tlaku se nepouziva pouze jako metoda konzervace potravin, ale i pro
jejich zpracovani. Jedna se o energeticky nenaro¢ny, netoxicky proces, ktery generuje pouze
minimdlni mnozstvi tepla, tudiz nejsou extrahované latky vystavovany termalni degradaci.
Vétsinou je na potraviny aplikovan tlak v rozmezi 100 a 1000 MPa po dobu od nékolika
milisekund po 20 minut. Jeho pisobenim dochazi k rozbiti kovalentnich i nekovalntnich vazeb,
coz muze zpusobit zmény ve strukture. Bunky se stavaji pruznéjsi, ¢imz umoznuji extrakci latek
z rostlinnych tkani [143]. U¢innost ovliviiuje jak velikost tlaku, tak teplota, typ a mnozstvi
rozpustédla, pocet opakovani a Cas [144]. Vyssi vytéZznosti extrakci proteinu za vysokého tlaku
byly v porovnani s konven¢nimi metodami extrakce pozorovany naptiklad u s6ji nebo fas [135,
136]. Funk¢ni vlastnosti sojovych proteint byly, stejné jako u pfedchozich metod, lepsi nez u
proteint extrahovanych bez pouziti vysokého tlaku [147].

Pulsni elektrické pole (PEL) Ize v potravinafstvi vyuzit jak za ucelem konzervace, tak pro
extrakci biomolekul. Tato metoda nevyzaduje pouZiti Zadnych chemikalii, je energeticky a
Casove€ nenaro¢na a neprodukuje zadné teplo [148]. PEL se vétSinou aplikuje v rozmezi napéti
od 10 do 80 kV/cm po dobu pouze nékolika mikro az milisekund, to zplisobi rozpad bunécné
membréany a usnadni extrakci proteind [139, 140]. U¢innost extrakce pak zavisi pak také na
pulsni frekvenci, $ifce a vin¢ [149]. PEL se ¢asto zafazuje v kombinaci s konvenénimi
metodami extrakce proteinli, napf. pii extrakci proteinii z naté a listli fepky olejné bylo
dosazeno 80% zvySeni jeji vytéznosti [151]. Vystaveni proteini PEL muze vést k jejich
zvysené rozpustnosti vlivem c¢astecného rozbaleni jejich fetézce, zlepSuje se 1 jejich zadrznost
vody a oleje, emulzifika¢ni a pénici vlastnosti [150].

2.3.1.1 SuSeni proteinii po izolaci

Proteinové prasky jsou v potravinafstvi cenéné zejména diky jejich chemické a mikrobidlni
stabilit¢ a nizkym pfepravnim nékladiim. Zpisob suSeni proteina vSak také muze ovliviiovat
jejich nutri¢ni a technologicko-funkéni vlastnosti, kromé proteinii miize byt metodou suseni
ovlivitiovan také Skrob nebo vlaknina. Funkéni vlastnosti proteind jsou spojené s jedine¢nymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi proteint, které jsou dané jejich strukturou. Pfi procesu
suSeni mize dochazet k denaturaci proteinil, degradaci struktury a tim zméné jejich vlastnosti
[142, 143].
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K suseni proteinti se nejcastéji vyuziva lyofilizace, vakuové suseni nebo sprejové susent,
vybér metody v zavislosti na slozeni suseného materialu ma zasadni vliv na jeho vlastnosti.
Napiiklad pii sprejovém suSeni proteinovych izolati mize dochéazet ke shlukovani proteind,
zvyseni hydrofobicity a zhorSeni jejich emulzifikacich vlastnosti. Témto nedostatktim 1ze vsak
piedchazet ptidavkem jednoduchych cukr nebo polysacharidii do procesu sprejového suseni
[154]. Za ucelem zachovani nutri¢nich a technologicko-funénich vlastnosti protein jsou
testovany metody infracerveného, ultrazvukového nebo mikrovinného suseni, které by nemélo
zasadné narusovat strukturu proteind [155].

2.3.2 Nutri¢ni vyznam rostlinnych proteini

Pfijem proteinii ve stravé je pro spravny fyzicky i psychicky stav Clovéka nezbytny,
ovliviiuje rtst, vyvoj a funkci svall, kosti a nervového systému. Stravu by mély proteiny tvofit
2 10-20 %, pricemz za adekvatni denni pfijem proteint je povazovano okolo 0,8 g na kg télesné
vahy [117]. Zvyseny piijem bilkovin (az 2 g/kg/den) je pak doporuovan sportovctim, ale také
star§im lidem [146, 147]. Takovato vyziva ma za cil pfedchazet ztraté svalové hmoty a sily, ale
také naptiklad sniZzovat riziko rozvoje obezity. Starsi lidé by zaroven ze zdravotniho hlediska
m¢ély davat prednost konzumaci rostlinnych proteind pred zivo¢isSnymi naptiklad kviili absenci
cholesterolu, a dokonce schopnosti jeho hladinu snizovat.

Pro zhodnoceni nutri¢niho vyznamu proteini je nutné zohlednit také jejich aminokyselinové
slozeni, absorpci a stravitelnost. Nutri¢ni kvalitu proteinii je poté mozné vyjadiit pomoci
riznych metod (napt. PDCAAS, DIAAS nebo PER), kterymi lze jednoduse porovnavat
potraviny mezi sebou [115].

Aminokyselinové sloZeni

Jeden zhlavnich parametri, které poukazuji na nutriéni kvalitu proteind, je jejich
aminokyselinové slozeni. Pro vyZivu je zdsadni zejména zastoupeni esencialnich aminokyselin.
Kvalitni proteiny by mély obsahovat vSechny esencidlni aminokyseliny v mnoZstvi
dostate¢ném pro optimalni funkci organismu. Tyto piedpoklady spliiuje zejména vajecny
protein, ktery je z tohoto diivodu €asto oznacovan jako referencni. Pro lidskou vyZivu jsou
esencialnimi aminokyselinami valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin a
tryptofan, poloesencialni aminokyseliny arginin a histidin je nezbytné pfijimat v dostatecném
mnoZzstvi zejména v dospivani. Doporuceny denni pfijem esencidlnich aminokyselin je zavisly
jak na hmotnosti konzumenta, tak véku, jeho hodnoty jsou zobrazeny v tabulce 12 [158].

Tabulka 12 Doporuceny denni prijem esencidlnich aminokyselin [mg/kg jedince] [158]

Novorozenci Batolata Déti Dospéli

(3-4 mésice) (2 roky) (10-12 let)
Isoleucin 70 31 28 10
Leucin 161 73 42 14
Lysin 103 64 44 12
Methionin + cystein 58 27 22 13
Phenylalanin + tyrosin 125 69 22 14
Threonin 87 37 28 7
Tryptofan 17 12,5 3,3 3,5
Valin 93 38 25 10
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Zivo¢isné bilkoviny jsou vzhledem Kk zastoupeni esencialnich aminokyselin povazovany za
kompletni. V proteinech rostlinného ptivodu jsou obecné 4 esencialni aminokyseliny (Lys, Met,
Thr, Trp), které se z nutriéniho hlediska mohou vyskytovat v neoptimalnich koncentracich
[118]. I pfesto mizou byt tyto proteiny cenéné pro obsah nékterych aminokyselin, které
pozitivné€ ovliviiuji procesy v téle [117]. Navic jsou jedinou pfijatelnou volbou pro vegany.

Proteiny z riznych rostlinnych zdrojii maji mezi sebou relativné malé rozdily v zastoupeni
isoleucinu, valinu, histidinu, phenylalaninu a threoninu. Vyznamné rozdilné koncentrace byly
vSak stanoveny pro lysin, methionin a leucin. Dostate¢na mnozstvi (dle WHO [159]) vSech
téchto aminokyselin byly stanoveny pouze v bramborovém proteinu a proteinu z chlebovniku
[160]. U sojového a hrachového proteinu bylo stanoveno nizké mnozstvi methioninu, ktery je
naopak v dostate¢né koncentraci zastoupen v proteinu kukufice, konopi nebo hnédé ryze. Tyto
rostlinné proteiny jsou vSak neoptimalni zdroj lysinu, stejn€ jako pSeni¢ny nebo ovesny protein.
Protein z konopi a lupiny ma pak dle FAO nedostate¢ny obsah leucinu [161].

Kombinaci rostlinnych proteint z riznych zdroji 1ze vsak napodobit aminokyselinovy profil
zivodisnych bilkovin, a tim eliminovat jejich individualni nutri¢ni nedostatky [160], [161]. Jak
jiz bylo zminéno, referen¢nimu proteinu definovanym WHO svym sloZzenim nejvice odpovida
protein z brambor nebo chlebovniku, jeho aminokyselinové slozeni je vSak mozné napodobit
také kombinaci hrachového albuminu (86,6 %) a proteinu z goa fazoli (13,4 %).
Aminokyselinové slozeni kuteciho masa by pak obdobné mohlo byt napodobeno smési proteint
z bil¢ tedkve (87,3 %), brambor (16,3 %) a goa fazoli (5,4 %), nahrazka aminokyselin
kravského mléka by mohla byt tvofena kombinaci proteinii fazoli adzuki, (45,9 %), brambor
(28,4 %), goa fazoli (18,3 %), hrachového albuminu (4,7 %) a napinu (2,7 %) [160].

Stravitelnost

Stravitelnost proteint je vysledkem pisobeni vnéjSich a vnitinich faktorti. Vnéjsi faktory
zahrnuji nepfistupnost proteinu vlivem pfitomnych antinutricnich latek, vnitini jsou dany
poradim aminokyselin, skladbou a zptisobem =zesitovani bilkovin. Zaroven muze byt
stravitelnost bilkovin ovlivnéna v prub&éhu zpracovani jejich zdroju [162].

V prub¢hu traveni jsou proteiny pusobenim protedz postupné rozlozeny na peptidy a
aminokyseliny, které jsou vstiebavany v tenkém strevé. Cely proces traveni je rozdéleny do 4
fazi (tabulka 13) — (1) oralni traveni, kdy dochazi zejména k mechanické dezintegraci materialu,
(2) zaludecni traveni pepsinem v kyselém prostiedi, (3) pankreatické trdveni za ucasti trypsinu,
chymotrypsinu, elastdz ¢i karboxypeptidaz a (4) traveni tenkého stfeva, kde dochazi
k odstépovani aminokyselin aminopeptidazami [152, 153].

Tabulka 13 Podminky jednotlivych fazi traveni [152, 153]

Faze traveni Enzymy pH Odstépované struktury
Oralni Amylazy 7 3 mm castice
Zalude¢ni Pepsin 2 Velke l,mal.e polypeptldy,
volné aminokyseliny
Pankreatickd Trypsm, chymotryp§|rj, 7 Ohgopeptldy, _volne
elastazy, karboxypeptidazy aminokyseliny
Tenkého stieva Aminopeptidazy 7 Volné aminokyseliny

Aminokyseliny nebo kratké peptidy uvolnéné pii procesu traveni v gastrointestindlnim
traktu mohou poté¢ byt absorbovany epitelidlnimi bunkami. Pokud neni protein v prab&hu
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traveni dostateéné nastépen, mize dojit ke sniZzeni absorpce aminokyselin, a tim k jejich
deficiencim ve vyzivé. Nestravené proteiny mohou navic v dalSich ¢astech traviciho traktu
zpusobovat nezadouci zdravotni projevy [164].

Stravitelnost zivociSnych proteinli je obecné mnohem lepsi nez u proteinii rostlinnych, coz
muze byt zptisobenou rozdilnou strukturou téchto proteinti. Sekundarni struktura rostlinnych
proteind je totiz charakteristicka astym vyskytem B-skladanych listi a nizkym zastoupenim a-
helix1, coz je pti¢inou jejich odolnosti viéi proteolyze v travicim traktu [165]. Hydrofobni -
struktury navic zptsobuji shlukovani proteind, coz také snizuje jejich stravitelnost [155, 156].
Dalsi faktorem, ktery miize snizovat stravitelnost rostlinnych proteinl, je pfitomnost
neskrobovych polysacharidi nebo vldkniny, které brani ptisobeni travicich enzymi [167].

Také pritomnost nékterych bioaktivnich latek mutze snizovat stravitelnost proteint.
Napriklad kyselina fytova, kterd se nachazi v obilovinach, semenech nebo ofechach, mize
interakci s proteiny vést k jejich snizené stravitelnosti. Z potravin je vS§ak mozné ji odstranit
namacenim, kli¢enim nebo jeji enzymatickou hydrolyzou fytazami [158, 159, 160]. V syrovych
lusténinach, obilovinach, bramborach nebo rajcatech se ptirozené vyskytuji inhibitory protedz,
které naruSuji pusobeni travicich enzymi trypsinu a chymotrypsinu, jejich obsah lze vSak
vyznamné zredukovat tepelnym opracovanim [161, 162].

Vstiebatelnost aminokyselin a kratkych peptidi je také zavisla na rychlosti stravitelnosti
proteinli. Syrovatkovy protein je povazovany za rychle stravitelny diky dobré rozpustnosti
v kyselém prostiedi zaludku, je pak vstfebavan jiz ve dvanéctniku tenkého stfeva. Naopak
kaseiny jsou traveny pomalu a vstiebdvany Vv niz§i ¢asti tenkého stfeva, jelikoz maji Casto
tendenci koagulovat [173]. Sojové proteiny jsou vzhledem ke svym vlastnostem traveny
rychleji nez kaseiny, ale pomaleji nez syrovatkové proteiny [164, 165].

Hodnoceni kvality proteini

Hlavnim ukazatelem kvality proteint je praveé jejich aminokyselinové sloZeni, zejména obsah
esencialnich aminokyselin a mira jejich stravitelnosti. Ke zhodnoceni téchto parametri byla
navrzena fada riznych metod, diky kterym je mozné potravinam udé€lovat skore, které presné
definuje jejich proteinovy ptinos [105, 166].

PDCAAS (protein digestibility corrected amino acid score), neboli proteinova stravitelnost
vzhledem k aminokyselinovému spektru, porovnava obsah esencialnich aminokyselin testované
potraviny VvU0¢i jejimu mnoZstvi v teoreticky sestaveném proteinu, ktery pokryva
aminokyselinové naroky dané vékové skupiny. Aminokyselina s nejniz§im pomérem je
oznaCovana jako limitujici. Tento pomér vynasobeny fekalni stravitelnosti dané potraviny
vyjadiuje PDCAAS skore (viz rovnice 1). Fekalni stravitelnost je stanovena jako rozdil
mnozstvi dusiku v testovaném proteinu a v exkrementech mysi, které jsou krmeny jeho
definovanym mnozstvim. PDCAAS skore potravin, které je vyssi nez 1, je zaokrouhlovano na
1, niz§i hodnoty indikuji neoptimalni aminokyselinové slozeni proteind [177].

mg limitujicf aminokyseliny v 1 g vzorku i (1)
PDCAAS = — - - — — - stravitelnost vzorku
mg stejné aminokyseliny v 1 g teoretickém proteinu

Zivogisné bilkoviny maji obecnd PDCAAS skore rovné nebo velmi blizké 1, jsou tak
povazovany za kompletni, protoze obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny v dostate¢nych
mnozstvich pro spravny riist a vyvoj. Z rostlinnych jsou s Zivo€iSnymi srovnatelné zejména
proteiny soji. VéEtSina z nich ma vsak Casto obsah jedné nebo vice esencialnich aminokyselin
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nedostatecny. Napftiklad pro lusténiny jsou limitujicimi aminokyselinami cystein a methionin,
pro obiloviny je to lysin a threonin, u kukufice je nizké mnozstvi tryptofanu [115].

S ohledem na slozeni proteinil potraviny, kterd neni povazovana za jejich jediny zdroj ve
stravé, by PDCAAS skore mélo pro dospélého ¢lovéka byt vyssi nez 0,2. Upravou PDCAAS
skore, konkrétné jeho vynasobenim referencnim piijmem proteini (RPP), lze dany zdroj
zhodnotit také z hlediska pfinosu proteinii ve stravé. Pokud je tato hodnota mezi 5 a 10 g ku
RPP, je potravina povazovana za dobry zdroj proteind, pii hodnoté vyssi nez 10 g za excelentni
zdroj proteint [178].

Nov¢jsi metodou hodnoceni kvality proteind je DIAAS (digestible indispensable amino acid
score), ktera se podoba metod¢ PDCAAS, ovSem zohlediiuje pokrocilé znalosti nutricnich
potieb esencialnich aminokyselin. Pro vypocet je pouzita ilealni stravitelnost vzorkd misto
fekalni, ktera 1épe vyjadiuje mnozstvi stravitelnych aminokyselin v kycelniku — spodni ¢asti
tenkého stfeva. Nevyhodou této metody je nezbytny odbér vzorki ileostomii, ktery se provadi
jak u zvitat, tak lidi. Skére DIAAS metody mutze dosahovat hodnoty vyssi nez 1, ¢imz
poukazuje na potencialni zdravotni benefity poskytované potravinou [115]. DIAAS skore
potraviny povazované za zdroj proteinti by mélo byt vyssi nez 75, proteinovy piinos této
potraviny ve stravé je poté vyhodnocovan stejné jako u PDCAAS metody [178].

Dalsi z moznych metod hodnoceni kvality proteinti je PER (protein efficiency ratio), ktera
zohlediuje rist a ptirastek vahy mySi v zavislosti na mnozstvi pfijatého proteinu. Mysi jsou
krmeny po 4 tydny krmivem, které obsahuje 10 % daného proteinu, ptirtistek vahy je pribézné
sledovan. Jako kontrolni protein se v této metod¢ vyuziva kasein. Ze stanovenych PER hodnot
riznych proteint v potravinach bylo hrubym odhadem navrzeno, ze by PER mohl odpovidat
2,5nasobku PDCAAS hodnoty daného proteinu. Porovnani PDCAAS, DIAAS a PER skore
udéleného riiznym proteinovym zdrojam je uvedeno v tabulce 14.

Tabulka 14 Porovnani skore jednotlivych metod u vybranych potravin [171, 172]

PDCAAS DIAAS PER
Mléko 1 114 2,50
Vejce 1 113 3,10
Kuie 1 108 2,70
Tofu 0,56 52 2,30
Cerné fazole 0,53 49 1,61
Bily chléb 0,28 29 1,00
Ovesné vlocky 0,82 84 1,80

Zasadni nevyhodou vSech dfive uvedenych metod hodnoceni kvality proteind je nezbytnost
experimentl na zvifatech. Alternativnimi metodami je uvadéni energetické hodnoty — kalorii
(EU) nebo celkového mnoZzstvi proteinu v potraviné (Australie a Novy Zéland). Za zdroj
proteinu je povazovana potravina, jejiz energeticka hodnota je tvofena alespon z 12 % proteiny,
nebo obsahuji 5 a 9,9 g proteinu v jedné porci. Vysokoproteinové potraviny maji energetickou
hodnotu tvofenou proteiny z vice nez 20 %, nebo jich obsahuji vice nez 10 %. Moznosti je také

stanovovani stravitelnosti proteinli in vitro za pomoci simulace podminek traviciho traktu
[178].
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2.3.3 Funk¢éni vlastnosti rostlinnych proteint

Pted pouzitim rostlinnych proteinli v potravindistvi je nutné zohlednit také jejich funkéni
vlastnosti, ve kterych se mohou zasadné liSit oproti proteinim Zzivoc¢iSnym. Jsou zavislé na
odradg rostliny, jejim genotypu a konformaci, obsahu proteinti a podminkach péstovani dané
rostliny, ale i na zptisobu jejiho zpracovani — na metodach extrakce a suseni proteind, zejména
pouzité teploté a tlaku [181]. Mezi hlavni funkéni vlastnosti proteinti patii vaznost vody a oleje,
pénotvorné, emulzifikacni a gelotvorné vlastnosti. Tyto funkce hraji vyznamnou roli pii vyvoji
a vyrob¢ potravin na bazi rostlinnych proteinti, jako jsou naptiklad ndhrazky masa, pecivo,
téstoviny nebo rizné napoje [182].

Krom¢ nutricntho vyznamu mohou tedy potraviny potravinam poskytovat jejich
charakteristické vlastnosti. Napiiklad gelujici vlastnosti sojovych proteinli umoziiuji zesitovani
a tvorbu struktury tofu, pénotvorné vlastnosti jsou zodpovédné za nadychanou a porozni texturu
zmrzlin, mrazenych, ale i pecenych vyrobkt, diky dobré rozpustnosti proteinli je mozna vyroba
rostlinnych mlék [182].

Vaznost vody a oleje

Vaznost vody (VV) a oleje (VO) jsou vlastnosti proteint, které ovliviyji kvalitu fady
potravin, miZou byt zodpoveédné za synerezi, vatitelnost nebo St'avnatost. Udavaji, kolik vody,
respektive oleje je dané mnozstvi proteinii schopné vazat. Tyto vlastnosti jsou vétSinou
stanoveny dispergaci proteinil ve vodé/oleji, sediment oddéleny centrifugaci je zvaZzen. Vaznost
je definovana jako rozdil ptivodni navazky proteinu a hmotnosti sedimentu [181]. Proteiny
mohou interagovat s vodou nebo tuky diky hydroxylovym skupinam. Vazbou vody proteiny
ovliviiyji fadu senzorickych vlastnosti potraviny, naptiklad chut’, plnost nebo Stavnatost, ale
také kvalitu tésta, nebo rychlost kaZeni. Hydrofobicita proteini muize mit za nasledek
prodlouzeni doby michani jednotlivych ingredienci, v pfipadé€ peciva ovlivituje objem vyrobku
[183].

Hodnoty VV 1 VO se u proteinti z riznych rostlinnych zdrojt 1i8i, coz mize byt zptisobeno
jejich rozdilnou povrchovou hydrofobicitou. Plisobeni vysoké teploty nebo tlaku mélo za
nasledek zvyseni VV i VO v porovnani s neupravenymi proteiny [184]. Rostlinné proteiny
s dobrou vaznosti vody a oleje jsou €astou pouzivany jako masové ndhrazky nebo analogy.
Dobra vaznost vody rostlinnych proteinti se projevila po jejich pfidavku do masnych vyrobki,
napiiklad hovézich klobas nebo bolofiského salamu [175, 176]. Vaznost vody a oleju proteiny
také zabranuje ztratdm a smrStovani potravin pfii jejich tepelné tpraveé. Naptiklad u kutecich
nugetek s ptidavkem hrachového proteinit doslo ke sniZeni ztrat o vice nez 7 % [187]. VV
oliviiuje také porozitu a velikost vzduchovych ¢éstic u texturovanych rostlinnych proteind
produkovanych extruzi [188].

Rozpustnost

Rozpustnost je vlastnost proteint, ktera umoznuje jejich solubilizaci ve daném prostiedi. Je
zavisla na nativni struktufe proteinil, kdy jsou nepolarni a hydrofobni skupiny lokalizovany
Vv jadre proteint. Hydrofilni skupiny jsou orientovany na povrchu proteinti, ¢imz je umoznéna
jejich interakce s rozpoustédlem, vznikaji mezi nimi iontové vazby. Pokud proteiny nesou
pozitivni nebo negativni naboj, nabité aminokyselinové skupiny na jejich povrchu interaguji
s iontovymi skupinami rozpoustédla, coz vede k dispergaci a solubilizaci proteint. Pokud vSak
elektrostaticky naboj pfili§ zesldbne, proteiny se zanou shlukovat a srazet — prestanou byt
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V daném prostiedi rozpustné. Nejmensi rozpustnosti proteiny dosahuji ve svém izolelektrickém
bodé, kde je naboj molekuly nulovy [172, 179].

Rozpustnost proteinti je vyznamna napiiklad pifi vyrobé funkcénich napoju, u kterych je
zadouci vyhnout se jakékoliv sedimentaci nebo vzniku gelu. Pro takové tcely je nutné pouzit
pouze proteiny, které jsou v prostfedi napoje rozpustné. Béhem konzumace potravin ovliviiuje
rozpustnost proteinii pocit v istech a naslednou stravitelnost [190]. Casto se této aplikaci

Osborne rozd¢lil proteiny do 4 skupin, dle jejich rozpustnosti v kyselém a alkalické
prostiedi, (aprava 0,1M NaOH nebo HCI), v prostiedi soli nebo alkoholu. Pfitomnost soli do
urité koncentrace Se zlepSuje rozpustnost proteinl, zavisi na iontové sile rozpoustédla.
Napriklad rostlinné globuliny nejsou rozpustné ve vodé¢, ale jejich solubilizace se miize zvysit
Vv pritomnosti zfedénych soli. Toho se vyuziva v metodach extrakce proteini vysolovanim.
Optimélni koncentrace soli pro maximalni solubilizaci proteinti je z&visla na jejich pivodu
[181, 182, 183].

Rozpustnost proteini mize byt ovliviiena v prub&hu tepelné upravy, kterd zptsobuje jejich
denaturaci, zejména rozbaleni proteinovych fetézcti. Odhalenim hydrofobnich skupin, které
JSOu Vv nativnim stavu proteinu umistény v jeho jadie, se protein stava méné rozpustnym a ma
tendenci se shlukovat. U vétSiny proteinti k tomuto dochazi jiz pii teploté do 100 °C.
Rozpustnost proteint lze také zvysit jejich chemickou nebo enzymatickou tpravou — napf.
enzymatickou hydrolyzou na krats$i peptidy, nebo acylaci, deaminaci a fosforylaci funkénich
skupin. Tyto postupy byly uspé$né aplikovany pii modifikovani rozpustnosti rostlinnych
proteint s6ji, sametovych fazoli nebo ¢ocky [184, 185, 186]. ZvySeni rozpustnosti nasledkem
denaturace rostlinnych proteint (sdja, slune¢nice, ¢erné fazole) bylo dosazeno také aplikaci
ultrazvuku, pulsniho elektrického pole nebo vysokého tlaku [189, 190, 191].

Tvorba pény

Pénivost je vyznamna vlastnost naptiklad u krémi, zmrzlin nebo kynutého peciva, méni se
jejich hustota, textura a reologie, coz pfispiva ke zlepSeni jejich senzorické kvality. Pénéni vSak
muze byt i problematické vzhledem k vyrobnim zatizenim (filtry, erpadla apod.), které jsou
tak vice nachylné na ucpavani [182]. Pény jsou koloidni systémy, ve kterych je plyn (vzduch)
dispergovan v kapalné fazi. Proteiny jsou povrchové aktivni latky s hydrofilni a hydrofobni
Casti. Na rozhrani fazi se rozbaluji a orientuji se dle své polarity — hydrofilni ¢ast k vodné fazi,
hydrofobni smérem k plynné, ¢imz snizuji povrchové napéti. Na povrchu plynnych bublin tak
vzniké vrstva polypeptidl, ktera elektrostatickymi a hydrofobickymi vazbami a vodikovymi
miustky stabilizuji pénu [200].

Vlastnosti pén tvofenych proteiny jsou nejcasteji posuzovany kapacitou (KP) a stabilitou
pén (SP). KP ptedstavuje objem pény, ktery je danym mnozstvim proteinu dosazen, SP je
schopnost pény udrZet si svou strukturu v ¢ase. Tyto parametry jsou zavislé na moznostech
konformacnich zmén proteinti na rozhrani fazi. Rychlejsi rozbaleni proteinové struktury vede
k niz§imu povrchovému napéti a tvorby elastické sité, a tedy stabilni pény [201].

Na kapacitu dané pény se podili také faktory ovliviiujici rozpustnost proteinu v daném
prostedi, jako je obsah riznych dalsich slozek nebo iontl, pH, teplota nebo zplisob michani.
Cim rozpustnéjsi protein je, tim vys$si ma kapacitu pény [202], jelikoZ 1épe difunduje vodnym
prostiedim a enkapsuluje vzduchové castice [203]. Naptiklad protein z pseni¢nych otrub je
nejrozpustné&jsi pti pH okolo 11,5, nejméné pii 5,5 [76]. Pfidavkem vapenatych iontti vznikaji
ve struktufe iontové vazby, které vedou nejen je zvySeni kapacity pény, ale také jeji stability.
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Kapacita pény proteinti izolovanych z pSeni¢nych otrub po 0,5% ptidavku CaCl; byla témét 2,5
ml pény/ml kapaliny [202], coZ je srovnatelné s pénici kapacitou proteinti ryzovych otrub [204].

Neupravé rostlinné proteiny maji kvili nerozbalené struktuie pouze omezenou schopnost
tvofit pénu. Tuto vlastnosti lze vSak zlepSit strukturdlnimi zménami proteint, konkrétné
zptistupnéni hydrofobnich a hydrofilnich ¢asti molekuly. Zlepseni jak KP tak SP bylo
pozorovano po enzymatické hydrolyze proteinti na kratsi peptidy naptiklad u hrachu [205],
slune¢nice [206] nebo so6ji [207]. Byl testovan také vliv termalniho, ultrazvukového nebo
chemického puisobeni na pénotvorné vlastnosti proteinti [198, 199, 200]. Takto modifikované
proteiny vétSinou vykazovaly zlepSeni kapacity pény, ale Casto také snizenou schopnost tvorby
silnych, elastickych a stabilnich pén. Proto se v pro stabilizovani pén v potravinafstvi stale
pouzivaji polysacharidy jako ztuzovadla nebo Zelirovaci prostfedky [211].

Emulzifika¢ni vlastnosti

Emulze jsou disperze dvou nemisitelnych kapalin, mikroéastice jedné znich jsou
homogenné dispergované v té druhé. V potravinafstvi jsou dva zakladni typy emulzi — voda
V oleji (margarin) a olej ve vodé¢ (majonéza, omacky). Proteiny jsou schopné tvotit emulze diky
svym amfifilnim vlastnostem a schopnosti tvofit filmy. Na rozhrani fazi se rozbali, orientuji se
hydrofobnimi skupinami k olejové fazi a hydrofilnimi vazbami smérem k vodné fazi, a tim
snizuji povrchové napéti, coz umozni vznik emulze [212].

Emulze jsou teplotné nestabilni a postupem casu se rozpadaji napiiklad vlivem vzniku
krému, flokulaci nebo koalescenci. Vlastnosti emulzi jsou nejcastéji popisovana emulzifikacni
kapacitou (EC) a stabilitou (ES). EC proteinii vyjadiuje mnoZstvi oleje, které mulze byt
emulzifikovan, ES popisuje stabilitu vzniklé emulze v Case. Na tyto parametry ma zasadni vliv
rozpustnost proteinu ve vodé. Méné rozpustné nebo hydrofobni proteiny ¢asto zplisobuji vznik
nestabilnich emulzi [213].

Emulzifika¢ni schopnost proteind, stejné jako pé&nivost, ovliviiuje hodnota pH a obsah soli

v roztocich nebo suspenzich [76]. Proteiny se za danych podminek ucastni tvorby emulze a
stabilizuji ji [183]. Dle Idris et al. [76] alkalické prostiedi zlepSuje emulzifikaéni kapacitu
proteind vice nez kyselé, nejnizs§i EC danych proteint je pti pH 5,5 (viz obr. 8), pfi nizsich
hodnotach pH také rychleji klesé stabilita emulze. EC se s pfidavkem NaCl zvySuje az do
koncentrace 1,8 M (obr. 8). Naptiklad proteiny ryZovych otrub vykazuji minimalni EC pfi téméf
totozném pH jako proteiny pseni¢né (pH 5), avSak maximalni EC se jevi pii hodnoté 9 [133].
Tato vlastnost neni vyznamnou pouze z technologického hlediska, diky ni se mohou proteiny
vyuzit také jako enkapsulatory a prenaseci vyznamnych nutri¢nich latek (napf. omega mastnych
kyselin) [214].
Termalni, enzymaticka nebo chemicka modifikace struktury proteinu, které vedou k jejich
rozbaleni a denaturaci, mohou vést také ke zméndm v emulzifika¢nich vlastnostech rostlinych
proteint. Naptiklad zahtivanim sojovych proteinii (95 °C, 30 min, pH 7) bylo dosazeno zlepSeni
emulzifikacni aktivity i stability. Emulgace byla podpotfena ve vzorku proteinu, ktery tvofil
rozpustné agregaty >1000 kDa, stabilita emulzi byla podpofena stiedné velkymi rozpustnymi
agregaty (670 az 1000 kDa) [130]. Stejné tak byly termalnimi, chemickymi nebo
enzymatickymi modifikacemi emulzifikacni vlastnosti zlepSeny napiiklad u proteinti hrachu
[205, 206], ¢ocky [196], nebo ryzovych otrub [217].
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Gelotvorné vlastnosti

Gelovaténi proteinii je vlastnost vyznamna a hojné vyuzivand v potravinich jako jsou
naptiklad jogurty, dzemy, zelé nebo jiné dezerty. Gelovaténi proteinii ovliviiuje hustotu,
zadrznost vody, stabilitu a synerezi dané¢ho systému [182].

Gel je trojrozmérna sit tvofena rozbalenymi a disociovanymi proteiny. Gelovaténi proteinii
lze dosahnout naptiklad ptisobenim teploty, tlaku, iontd, kyselin nebo enzymu [218]. Vyssi
teplota zpusobuje rozbaleni proteinti, vysoky tlak vede ke konformacnim zménam
v sekundarni, terciarni a kvartérni struktufe proteinti, pficem v obou ptipadech dojde
k denaturaci, agregaci a gelovaténi proteinti [219]. P¥idavek ionti (napi. Ca?* nebo Na'*), nebo
snizeni pH snizuje elektrostaticky naboj proteinu, zmenseni odpudivych sil mezi molekulami,
a tim jejich agregaci a gelovaténi. Enzymatickou hydrolyzou proteini jsou ziskdny malé
peptidy nebo jejich fragmenty, jejichz odhalené hydrofobni skupiny vednou k tvorbé
hydrofobnich vazeb a gelovaténi [220].

Mezi rostlinnymi proteiny je gelovaténi nejvice probadano u proteint sojovych kviili jejich
vyuziti pfi produkei tofu. Gel se ziskava koagulaci sojového mléka pisobenim iontl soli nebo
kyselin. Gelotvorné vlastnosti sojovych proteinti jsou ovlivnény jak druhem a slozenim sdji,
tak procesem gelovaténi, pouzitymi koagulanty nebo dal§imi aditivy [211, 212].

Za gelovaténi proteint lusténin jsou zodpoveédné globuliny. Sojové proteiny obecné vykazuji
nejlepsi gelotvorné vlastnosti. Proteiny hrachu nebo lupiny jsou vice termorezistentni, jejich
struktura se, v porovnani se sojovymi, nerozbaluje tak rychle [223]. Gelotvorné globuliny vSak
byly identifikovany v fad¢ rostlinnych proteint, jako je naptiklad quinoa [224], oves [225] nebo
chia [226].

2.3.4 Vyuziti rostlinnych proteinii v potravinarstvi

Rostlinné proteiny maji diky své vyzivové hodnoté v potravinaistvi vyznamné uplatnéni.
Zejména ve stravé veganské a vegetarianské jsou jedinym moZnym zdrojem aminokyselin.
Popularita rostlinnych proteinti 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 a
2022 021 %, mél hodnotu 5,8 mld. eur (pro 13 vybranych evropskych zemi) [227]. Celosvétova
hodnota trhu s témito potravinami v roce 2022 byla vSak 44,2 mld. americkych dolard, do roku
2030 se piedpoklada nartist na téméf 162 mld. dolart [228], tj. o vice 366 %.

Je zde hned nékolik diivodui pro rust trhu s plant-based potravinami. Se zvySujici se svétovou
populaci je nutné hledat alternativni zdroje Zivin. Zivo¢igna produkce, zahrnujici maso a mlééné
potravin [229]. Dalsim divodem pro rozvoj rostlinnych potravin je rostouci pocet vegani,
vegetariani, ale 1 flexitariani, jejichz strava je tvofena pievazné rostlinnymi potravinami.

Mezi nejzastoupengj$i plant-based potraviny patii rostlinnd mléka, masové analogy a
rostlinné jogurty (viz obr. 10) [227]. VSechny rostlinné potraviny by mély mit vyvazeny pomér
nutrientl, aby jejich konzumace pokryla vyzivové naroky jedincii. Za G¢elem zvySeni piijmu
proteint ve straveé se na trhu ¢im dal ¢astéji objevuji potraviny s jejich zvySenym obsahem, jsou
to zejména mlécné vyrobky nebo pecivo. I pro tyto aplikace 1ze nalézt vhodné rostlinné proteiny
a vytvortit tak plant-based potraviny se zvySenym obsahem proteind.
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Obr. 10 Zastoupeni jednotlivych potravin mezi plant-based vyrobky [227]

Masové analogy

Masov¢é analogy jsou produkty, které jsou vyrobeny pouze z rostlinnych proteind tak, aby se
jejich nutriéni 1 funkéni vlastnosti co nejvice podobaly masu nebo masnym vyrobkim. Mezi
nejpouzivangjsi vyrobni techniky masovych analogi patii tkanové inzenyrstvi, extruze nebo
produkce mykoproteind, pfiCemz druhé dv€é zmiflované se vyuzivaji komeréng. Masové
analogy bézn¢ obsahuji koncentraty nebo izolaty rostlinnych proteinii (zejména sojové nebo
hrachové), vlakninu, §krob, ochucovadla, barviva, ptipadné dal$i suroviny, které jim poskytuji
chut), texturu a vzhled odpovidajici masu [182].

Pfi vyrobé masového analogu pomoci extruze se nejprve pfipravi sypkd smés vSech
ingredienci, ktera se pted pfevedenim do extrudéru mize lehce zvlh¢ovat. Po pfidani vody se
dilo umisti do extrudéru, kde dochazi k hydrataci podporované michanim, zahtivanim, vatfenim
a pusobenim stfiznych sil vytlatovacich S$nekli. Kombinaci tepelného a mechanického
namahani je dosaZeno plastifikace a texturizace smeési do vrstvenych nebo vlaknitych struktur,
které jsou podobné masu. Tyto vyrobky se Casto dodatecné susi nebo chladi, ptfipadné se
upravuji do podoby rtiznych masnych vyrobka [172, 218]. Ptiklad procesu vyroby masovych
analogli pomoci extruze je zobrazen na obr. 11.

Kromé tvorby textury masovych analogli méa proces extruze fadu dal$ich vyznamnych
funkci. V jeho pribéhu jsou plsobenim teploty proteiny denaturovany, a tim jsou Iépe
stravitelné. Zaroveti mohou byt zvySenim teploty deaktivovany inhibitory trypsinu [231],
snizena nebo eliminovdna hotkost nebo syrové (rostlinné¢) aroma. Vyhodou extruze je také
fadnd homogenizace vSech surovin, diky které jsou tvofeny struktury s rovnomérné
dispergovanymi nutrienty. U této techniky lze také jednoduSe meénit tvar a velikost
extrudovanych produkti [232].
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Obr. 11 Schéma procesu extruze masovych analogii [232]

Charakter masovych analogti je ovlivnén zastoupenim proteinti a jejich kvalitou, obsahem
tuk?l, vlakniny a polysacharidl a velikosti ¢astic. Obecné jsou suroviny s vySSim zastoupenim
proteind schopny snadnéji ménit strukturu a vedou ke vzniku silngjsi a tuzsi textury. Kvalita
proteinii se miize vyhodnocovat naptiklad pomoci gelového testu — protein je hydratovan
definovanym mnozstvim vody a zahfivan ve vodé za ucelem jeho denaturace. Po ochlazeni se
stanovuje sila vytvoreného gelu pomoci texturometru. Sojové nebo hrachové bilkoviny jsou
diky svym funkénim vlastnostem povazovany za nejidealnéjsi pro produkci masovych analogti
extruzi [182]. Vys§8i mnozstvi olejii ve smési muze vyzadovat zménu vytlaGovaciho $neku,
zastoupeni vlakniny vyssi nez 3—4 % vede K tvorbé hrubé textury. Pfitomnost Srobu je rizikova
zejména kviili moznosti jeho expanze v priibéhu extruze, ¢imz miize dojat k naruseni vlaknité
struktury proteint [232].

Za masové analogy jsou povazovany také mykoproteiny vlaknitych hub, které jsou
produkovany kontinualni fermentaci v bioreaktorech. Podminky fermentace, jako je teplota, pH
jsou pro produkci této houby zasadni. Po fermentaci je biomasa zahtivana a centrifugovana tak,
aby byla ziskdna pasta s 20% suSinou. Zaroven je pii zahtivani tepeln¢ degradovana RNA
houby. JelikoZ je centrifugaci naruSena vldknitd struktura, je nutné ji obnovit napiiklad
tvarovani, vafenim v pafe nebo ochlazovanim. Tento proces vyroby masového analogu je
povazovan za tradi¢ni, ovSem v porovnani s jinymi technikami je naro¢néjsi jak na energii, tak
suroviny [230].

Obecné se vyuzivaji dva typy fermentaci téchto vlaknitych hub — kultivace v tekutém médiu
a kultivace na pevném médiu. Vytéznost postupu se odviji od typu pouzitého mikroorganismu
a substratu pro jeho kultivaci. Vyssiho zastoupeni proteinti bylo vSak obecné dosahovano pii
kultivacich v tekutém médiu. Naptiklad fermentace moiskych fas a jejich residui pomoci
Paradendryphiella salina vedla k produkci mykoproteinu s 48% obsahem proteinu [233].
Naopak kultivaci Pleurotus albidus na pevném substratu — mlaté byl ziskan mykoprotein s 23 %
proteint [234].

Vzhledem Kk vysokému zastoupeni proteint, vlakniny a niz§iml obsahu nasycenych
mastnych kyselin jsou mykoproteiny povazovany za zdravé. Obsahuji vSechny esencidlni
aminokyseliny i nékolik typa vitaminu B (pyridoxin, kobalamin) [235]. Konzumentim mohou
poskytovat fadu zdravotnich benefitli, jako je naptiklad kontrola hladiny cholesterolu nebo
cukru v krvi nebo pocitu sytosti [224, 225].
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Potraviny se zvySenym obsahem bilkovin

Rostlinné proteiny mohou byt pouzity také pro fortifikaci konvenénich potravin, jako je
naptiklad pecivo, téstoviny nebo napoje za tcelem zvysSeni jejich nutricni hodnoty, piipadné
diverzifikace aminokyselinového profilu. Pro danou aplikaci je nutné pouzit takovy typ
proteinu, ktery svymi funk¢énimi vlastnostmi nenaruSi charakter pivodni potraviny.
K fortifikaci potravin se nejcastéji pouzivaji mandlové, kokosové, sojové nebo hrachové
proteiny [182].

V pecivu je zdrojem rostlinnych proteind zejména mouka — pSenicna obsahuje okolo 10 %
proteinil. Jeji nevyhodou je vsak relativné nizké zastoupeni esencidlni aminokyseliny lysinu
[238]. Pridavkem rostlinnych proteint jiného ptivodu lze vylepsit aminokyselinovy profil, a tim
i nutri¢ni hodnotu peciva, konzumentovi umoziuje zvysit pfijem bilkovin [239]. Do peciva se
nejcastéji pridava sojovy nebo pSeniny protein, pozornost se ovsem upina také k hrachovému,
cizrnovému nebo fazolovému proteinu zejména kvuli jejich aminokyselinovému profilu [239].
Zaroven je vSak nutné zajistit texturu a chut’ odpovidajici danému pecivu, které mohou byt, dle
typu pifidavaného proteind, rtizné ovlivnény. NejCastéji je piidavkem proteinli do peciva
ovlivitovana agregace lepku a lepivost tésta [240]. Chut' a aroma peciva obohacené¢ho o
rostlinné proteiny jsou casto ovlinény zdrojem daného proteinu — jeho typickym aroma.
Rizikovym faktorem je také pretrvavajici hotkost rostlinnych proteinti [241].

Téstoviny jsou dalS§im typem potraviny, kterd je béZzné obohacovana o proteiny, ¢imz je
dosazeno zlepSeni aminokyselinového profilu, a tim zvyseni jejich nutri¢ni hodnoty [242].
Zaroven je nutné zajistit technologické vlastnosti téstovin s piidavkem proteind, jako je
vafivost, bobtnavost nebo vaznost. Zasadni vliv na tyto vlastnosti ma mnozstvi a typ
ptidavaného proteinu — ovliviiuje mechanické (tuhost) a strukturni vlastnosti téstovin (silu
lepku) [243]. Pridavek proteinové suroviny bohaté na vlakninu oslabuje téstovinovou sit’ a
ovlivityje jejich texturu. Kazdopadné u té€stovin obohacenych rliznymi druhy lusténinovych
mouk byla pozorovana ruzna tuhost, lepivost nebo mnozstvi sedimentu [244]. Stejné jako u
pec¢iva muze piitomnost rostlinnych proteinii ovliviiovat i1 senzorické vnimani téstovin
konzumenty. Napftiklad pfitomnost slune¢nicového proteinového izolatu méla za nasledek
tmavsi barvu téstovin [245], alternativni zdrojt bilkovin, jako jsou lusténiny, mohou zpUsobit
nepiijemnou chut ¢i aroma [246].

Obohacovani riznych typi napoji 0 proteiny s sebou pfinasi nezbytné Gpravy technologie
vyroby, které zajisti senzorickou i nutriéni kvalitu vyrobku [247]. Zdroj proteint je pro tuto
kvalitu zasadni jak ze senzorického, tak technologického hlediska [248]. Historicky jsou
nejvice vyvijeny ovesné napoje [249], ovSem v posledni dobé roste vyuzivani lusténin, ofechti
a seminek jako ingredience v riznych typech napoji [248]. Pro inkorporaci rostlinnych
proteinti do ndpoju je nutné nejprve vyhodnotit jejich funkeni vlastnosti, zejména hydrofobicitu,
rozpustnost, vaznost vody, gelovaténi, pénotvornost a emulzifika¢ni vlastnosti [250], na
zéklad¢ kterych Ize poté odhadnou mozné aplikace. Pfidavek rostlinnych proteinti vSak muze
zpuisobit také fadu negativnich senzorickych vjemt, napiiklad hotkost nebo sviravost. U ndpoju
obohacenych fazolovych proteinovym izolatem pfetrvavala nepfirozena fazolova chut [251].

2.4 Analytické metody pouZivané pro charakterizaci proteini

Charakterizace proteini pomoci riznych analytickych metod slouzi k urceni jejich
nutri¢nich vlastnosti, ale i moZnosti jejich uplatnéni. Analyza proteintl je nejen v potravinaistvi
jednou z nejvyuzivanéjSich, nejcastéji se stanovuje celkové mnozstvi proteinti ve
vzorku/potraviné. Diky charakterizaci protein Ize urcit jak jejich nutriéni, tak funkéni a
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senzorické vlastnosti. Analyza aminokyselinového profilu je jednou z nejvyznamnéjSich
nutri¢nich charakterizaci proteinti. Vyvoj zadné potraviny se neobejde bez senzorické analyzy
jejich deskriptort.

2.4.1 Metody stanoveni celkového mnoZstvi proteini

Stanoveni celkového mnozstvi proteinii ve vzorku je v potravinafstvi jednou ze zakladnich
a zaroven nejvyznamnéjSich typl analyz. Proteiny v potravinadch maji totiz vyznam jak nutri¢ni,
tak ekonomicky. Existuje fada raznych metod pro stanoveni proteint, které se od sebe lisi
citlivosti, robustnosti nebo pouzitelnosti. Porovnavani mnozstvi proteint v potravinch, ktera
byla stanovena riznymi metodami, miize pak byt problematické a nepiesné. Nejvice
pouzivanymi metodami jsou Kjeldahlova metoda, Dumasova metoda, nebo spektroskopické a
refraktometrické metody.

Kjeldahlova metoda

Kjeldahlova metoda slouzi ke stanoveni mnozstvi dusiku po rozkladu a mineralizaci vzorku
silnou kyselinou. Pomoci konverzniho faktoru 1ze z mnozstvi dusiku ve vzorku vypocitat obsah
hrubé bilkoviny, ktery vSak zahrnuje také dusikaté latky nebilkovinné povahy (napf.
mocovinu). Obsah pouze bilkovinnych molekul je pak ozna¢ovan jako obsah ¢istych bilkovin
[252].

K mineralizaci se nejcastéji pouziva koncentrovana kyselina sirova, po jejim varu se
vzorkem obsahujici proteiny vznika siran amonny. K urychleni a zvySeni ucinnosti
mineralizace se ¢asto pouziva katalyzator, ktery obsahuje napiiklad méd’, selen nebo rtut’ [252].
Nésledné je siran amonny pfidavkem hydroxidu sodného pteveden na amoniak, ktery je ze
smesi oddélen destilaci a jiman do ptedlohy naptiklad s kyselinou sirovou nebo boritou, které
jsou musi byt v nadbytku. Obsah amoniaku se nakonec stanovi zpétnou titraci dané kyseliny
pomoci hydroxidu. Cely proces je popsan reakénimi rovnicemi na obr. 12.

N + H,50, — (NH,),50, (a)

(NH,),S0, + 2NaOH — NH; + Na,S0, + 2H,0 (b)
2NH, + 2H,S0, — (NH,),S0, + H,0 (c)
(NH,),S0, + 2NaOH — Na,S0, + 2NHs + 2H,0 (d)

Obr. 12 Reakcni rovnice Kjeldahlovy metody stanoveni proteinii, (a) — mineralizace,
(b) — neutralizace, (c) — destilace, (d) —zpétna titrace

Zastoupeni hrubych bilkovin se nakonec vypocitd vyndsobenim obsahu dusiku konverznim
faktorem, jehoZ univerzalni hodnota je 6,25, coz je mnozstvi ekvivalentni 0,16 g dusikuna 1 g
proteinu. Tento piepocet je vSak Casto kritizovan, protoZze neni vhodny pro vSechny typy
proteinti. Konverzni faktor by mél byt pro proteiny dané potraviny stanoven individualné podle
jejich aminokyselinového profilu [253]. Aktualizaci hodnot konverznich faktori se vénovala
fada vyzkamu, napiiklad Jones et al. stanovil konverzni faktory s predpokladem, Ze ne v§echny
dusikové slouceniny v potravinach jsou proteiny [254]. Dalsi byly zalozeny na stanoveni
aminokyselinového slozeni, sekvence aminokyselin, purifikaci izolovanych proteint [148, 243,
244]. Nicméné se uvadi, ze metody stanoveni proteinii zalozené na konverznich faktorech
nadhodnocuji obsah proteinti ve vzorcich [257]. Priklady upravenych konverznich faktorti pro
konkrétni typy potravin jsou uvedeny v tabulce 15.
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Tabulka 15 Prikiady konverznich faktorii pro prepocet mnozstvi dusiku na proteiny

[254]

Rostlinné zdroje Konverzni faktor | Zivo¢isné zdroje Konverzni faktor
PSeni¢ny endosperm 5,70

PsSeni¢né otruby 6,31 Mléko 6,38

Oves 5,83 Vejce 6,25

Ryze 5,95 Maso 6,25
Kukufice 6,25 Zelatina 5,55
Mandle 5,18

Dumasova metoda

Principem Dumasovy metody stanoveni proteint je konverze ptitomného dusiku na plynné
oxidy dusiku v priabéhu spalovani vzorkd v peci, vétSinou pfti teploté 950—-1100 °C. Oxidy
dusiku jsou pak redukovdny na Nz, jehoz koncentrace je stanovena pomoci tepelné
vodivostniho detektoru. Jedna se o rychlou metodu, kterd nevyzaduje pouzivani chemikalii,
nakladna jsou vSak potiebna zatizeni. Jelikoz je pro stanoveni mnoZzstvi proteind nutny ptepocet
pomoci konverzniho faktoru, miize byt Dumasova metoda také ¢asto povazovana za nepiesnou
[253].

CHNS/O elementarni analyzatory pracuji na principu Dumasovy metody — lze jimi krom¢
dusiku stanovit také zastoupeni uhliku, vodiku, siry nebo kysliku, jejichz oxidy jsou v prib¢hu
spalovani generovany reakci s reakénim plynem — Oz. Tyto oxidy jsou pak dale neseny inertnim
plynem (vétSinou helium) skrz komoru s médi, kde je odstranovan nezreagovany kyselik, a
absorpéni pasti, ze kterych se uvoliuji pouze CO2, H20O, N2 a SOz. Detekce miize byt
V elementarnich analyzatorech mulZe zahrnovat napiiklad separaci pomoci GC s tepelné
vodivostni detekci (TCD). Schéma elementarniho analyzatoru je zobrazeno na obr. 13.
Vyhodou téchto analyzatort je schopnost analyzy riznorodych typu vzorku [258].

Autosampler

He N, CO, H,O SO,
0,

Spalovani

Oxidace

Redukce

T

TCD
GC kolona

Obr. 13 Schéma elementdrniho analyzadtoru [258]

Spektrofotometrické stanoveni bilkovin
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Mnozstvi bilkovin ve vzorku Ize kvantifikovat také pomoci riiznych spektrofotometrickych
metod. Pro stanoveni bilkovin lze vyuzit napfiklad schopnost tyrosinu a tryptofanu absorbovat
UV zafeni (280 nm). Dalsi metody (napi. Biuretova metoda nebo Lowryho metoda) pak pro
kvantifikaci bilkovin vyzaduji reakci s chromogennim substratem. Lisi se od sebe absorpcnim
maximem, ale také senzitivitou stanoveni bilkovin [275].

Biuretova metoda vyuziva reakce bilkovin sionty médi za vzniku fialového zbarveni
roztoku. Intenzita zbarveni se stanovuje pfi vinové délce 540 nm a p¥imo odpovida koncentraci
bilkovin v roztoku. Pfi Lowryho metod¢ stanoveni dochéazi ke zmodrani roztoku proteind po
reakci bilkovinnych fetézci sionty médi v alkalickém prostiedi a nasledné redukci
Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Barevna zména se méfti spektrofotometricky v rozmezi vinovych
délek od 650 do 750 nm [275].

2.4.2 Charakterizace proteinovych frakei

Proteiny jsou biopolymery tvofené fetézcem aminokyselin sbalené do specifickych
konformaci. Posttranslacnimi modifikacemi na né¢ mohou byt pfipojedny dalSi chemické
skupiny, které ovliviiuji molekulovou hmotnost proteint, a tim nésledné i jejich biologickou
aktivitu. Proto je stanoveni molekulové hmotnosti jednou ze zédkladnich charakterizaci proteind.
Jednou ze zédkladnich technik, kterd umoziuje jak kvalitativni, tak kvantitativni stanoveni
proteinti o dané molekulové hmotnosti, je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, nékdy
oznacovana jako SDS-PAGE.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Metoda charakterizace proteinli pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
(SDS-PAGE) byla vynalezena Ulrichem Laemmiliem, ktery ji pouzil pro analyzu proteini
bakteriofagli [259]. Principem SDS-PAGE je rozdéleni proteint v polyakrylamidovém gelu
Vv ptitomnosti dodecylsiranu sodného na zakladég jejich elektroforetické pohyblivosti, velikosti
(délce tetézce) nebo stupné rozbaleni. Velké, méné nabité castice migruji gelem pomaleji nez
malé [248, 249].

Polyakrylamidovy gel, ktery vznikd polymerizaci akrylamidu v pfitomnosti katalyzatoru
(persiran amonny, TEMED) a sitovaciho cinidla (bisakrylamid), se pouziva ve vétSiné
elektroforetickych analyz proteind. Koncentrace akrylamidu pro SDS-PAGE se vétSinou
pohybuje mezi 4-20 %, gely mimo toto rozmezi jsou pfili$ kiehké pro manipulaci potiebnou
k vizualizaci rozdélenych proteinti. Méné koncentrované gely jsou pouzity pro rozdéleni
vétsich proteini [261].

Dodecylsiran sodny je detergent, ktery pii vysoké teploté zplisobuje rozbaleni sekundarni
struktury proteinti [262]. Vznikly protein-SDS komplex ma po rozbaleni negativni naboj a
elektrickym polem pak migruje v gelu smérem ke kladné elektrod€. Vizualizace proteint se
provadi po ukonceni elektroforézy jejich barvenim, napiiklad pomaci Coomassie blue.
Kvantitativni odhad molekulové hmotnosti je proveden porovnadnim s markery proteinovych
standardl o znamych molekulovych hmotnostech [263]. Aparatura pro SDS-PAGE a piiklad
gelu s rozdélenymi proteiny jsou uvedeny na obr. 14.
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Obr. 14 Aparatura pro SDS-PAGE elektroforézu [264]

SDS-PAGE bylo vyuzito pro charakterizaci proteinti v fadé riznych biologickych
materiali. Nejvhodnéj$im postupem je prvotni izolace proteinti z materialu, ¢imz se omezi vliv
matrice na analyzu a vznik interferenci. Zejména je nezbytné izolovat proteiny z rostlinnych
vzorkd, jelikoZ Casto obsahuji fadu nerozpustnych slozek. Takto byly pomoci SDS-PAGE
charakterizovany naptiklad proteinové izolaty olejnatych semen (sezamu, Inu a kanoly) nebo
riznych druht mikrofas [252, 253]. Pro piesnéjsi kvantifikaci se po rozdéleni proteini pomoci
SDS-PAGE pouziva jejich analyza pomoci hmotnostni spektrometrie. Takto byl naptiklad
charakterizovan profil proteint cizrnovych semen [267].

2.4.3 Analyza aminokyselinového profilu

Analyzou aminokyselinového profilu se ziské zastoupeni vSech aminokyselin ve vzorku, jak
volnych, tak vazanych v proteinech. Ma velky vyznam pro stanoveni nutri¢nich vlastnosti
potravin, miiZze vSak slouZit také jako nastroj pro odhaleni falSovani potravin nebo pouZiti
rekombinantnich technik [268]. Analyza aminokyselin vyzaduje volbu dostate¢né citlivych
separacnich a detek¢nich technik, kterymi je mozné stanovit i relativné malé molekuly
aminokyselin efektivné stanoveny. Pfed samotnou separaci je navic nutné aminokyseliny
uvolnit z proteinového fetézce rozbitim peptidové vazby. Pro zvyseni citlivosti separace nebo
detekce aminokyselin je mozné do analyzy zahrnout také rtizné derivatizacni techniky [269].

Rozklad proteinu

Rozklad proteini na jednotlivé aminokyseliny by mél vzdy predchdzet stanoveni
aminokyselinového profilu dané potraviny. Existuje fada postupt, které se od sebe 1i8i ¢asovou
narocnosti, pouZitymi chemikaliemi nebo pfistrojovym vybavenim. Kromé u¢inné hydrolyzy
proteint je v prubéhu rozkladu také nutné minimalizovat oxidaci a degradaci uvoliiovanych
aminokyselin, které vedou k nepfesnostem ve stanoveni. Proto je za tucelem stanoveni
labilngj$ich aminokyselin ¢asto nezbytné pouziti alternativnich postupti rozkladu peptidovych
vazeb proteind.

Nejbéznéji pouzivanou metodou rozkladu proteinti na aminokyseliny je kKysela hydrolyza
pomoci 6M kyseliny chlorovodikové pii teploté 110 °C po dobu 24 h. Pfi této metod¢ podléhaji
¢astecné oxidaci zejména sirné aminokyseliny, které 1ze vSak zabranit jejich reakci s kyselinou
permravenci. Degradovan je také tryptofan, ktery je velmi nachylny k oxidaci. Ke ztraté
aminokyselin miZe dojit také v diisledku pfitomnosti tézkych kovii nebo oxidaénich ¢inidel. Za
ucelem stanoveni tryptofanu se pouZziva zejména kyseld hydrolyza proteinu kyselinou
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sulfonovou, pfipadné methansulfonovou (MSA) za piitomnosti 3-(2-aminoethyl)indolu, jelikoz
se jedna o silné neoxidujici kyseliny [270].

Stejné tak alkalickou hydrolyzu lze vyuzit pro stanoveni tryptofanu, ktery je béhem kyselé
hydrolyzy kyselinou chlorovodikovou casto degradovan. Tento postup se upiednostiiuje
zejména u vzorkll s vysokym obsahem polysacharidi, jelikoZz jejich struktury nejsou
hydrolyzovany jako za podminek kysel¢ hydrolyzy. Kromé tryptofanu lze po alkalické
hydrolyze proteinti stanovit také fosfoaminokyseliny, naptiklad fosfohistidin nebo
fosforylovany tyrosin. Jako hydrolyzac¢ni ¢inidlo se pouziva zejména hydroxid sodny, draselny
nebo barnaty [271].

Vyhodou enzymatické hydrolyzy proteini je moznost stanoveni glutaminu a asparaginu,
které jsou pii kyselé hydrolyze bézné konvertovany na kyselinu glutamovou a asparagovou.
Nejcastéji se pouzivaji proteolytické enzymy pankreasu, které jsou schopny rozlozit vétSinu
peptidovych vazeb v proteinech. Negativum této metody rozkladu proteini muze byt
potencialni kontaminace vzorku proteiny, které jsou vazany na proteolytické enzymy [257,
258].

Pro rozklad proteini lze vyuzit také kyselé hydrolyzy v kombinaci s ptsobenim
mikrovinného zareni, ¢imz je dosazeno vyznamného zkraceni doby rozkladu. Pouziva se
mikrovinné zafeni o frekvenci 2,45 GHz, které ma v kombinaci s pGsobenim kyseliny
chlorovodikové a zvySené teploty dostateCnou energii pro naruseni peptidovych vazeb a
uvolnéni aminokyselin z fetézce. Teplota se v této metod¢ optimalizuje dle typu a mnozstvi
rozkladaného proteinu tak, aby dochézelo k co nejnizsim ztrdtdm aminokyselin v co nejlepSim
Case. Napriklad pseni¢ny protein bylo nejvyhodnéjsi rozkladat pti teploté¢ 150 °C po dobu 3
hodin [274]. Stejn¢ jako u kyselé hydrolyzy dochdzi i pti této metodé ke ztraté tryptofanu,
pfipadné jinych labilnich aminokyselin. Shrnuti moznych metod rozkladu proteint je uvedeno
v tabulce 16.

Tabulka 16 Priklady zpiisobu rozkladu proteinii

Hydrolyzacni Podminky Upravy, aditiva Stanovitelné aminokyseliny
¢inidlo
110 °C, Vsechny aminokyseliny
6M HCI
24 h (kromé Cys, Trp)
145 ° i ku kys.
6M HCL 5°C, Oxidace vzor u yS Cys, Met, Lys
4h permravenci
110 °C Pridavek o .
6M MSA ’ : . Trp, meth Ifoxid
24 h 3-(2-aminoethyl)indolu P, MEthionIn sulox]
4,2M NaOH/ 110 °C
4,2M KOH/ 29 h ’ Trp, fosfoaminokyseliny
2M Ba(OH):
Proteazy 18-24 h Vsechny aminokyseliny
6M HCI + 150 °C, Vsechny aminokyselin
Mikrovinné zéafeni 3h (kromé Cys, Trp)

Separace aminokyselin

Volné aminokyseliny ve vzorku je mozné od sebe riznymi technikami separovat. VétSinou
se vyuzivaji elektroforetické nebo chromatografické techniky, pficemz jejich vybér tzce
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souvisi s naslednou detekci aminokyselin. Pro zlepSeni separace aminokyselin je mozné do
analyzy zaradit predkolonovou derivatizaci.

Elektroforéza je separacni metoda, ktera je zalozena na pohybu nabitych koloidnich ¢astic
nebo iontl v prostiedi elektrického pole. V potravinafstvi se pouziva zejména k analyze
proteinii nebo aminokyselin jejichz ndboj zavisi na pH rozpoustédla. V prostiedi s vyssim pH,
nez je pl daného proteinu/aminokyseliny, se chova jako aniont, v prostiedi s vyssim pH jako
kationt. Rychlost pohybu iontti se odviji od velikosti rozdilu pH a pl.

Pro separaci aminokyselin se nejcastéji pouziva kapilarni elektroforéza. Za podminek
konstantniho elektrického pole dochazi k rozdilnym rychlostem pohybu slozek analytu dle
velikosti jejich naboje, a tim k jejich separaci [260, 261]. Ptistroj pro kapilarni elektroforézu je
vybaven zdrojem vysokého napéti, dvéma elektrodami ponofenymi do elektrolytu. Separace
analytu probiha v kfemenné kapilafe umisténé v elektrolytu. Jeji délka je 25-75 cm a primér
20-100 um. Detektor je zatazen pifed jednim z konct kapilary [260, 261]. Kapilarni
elektroforéza ma oproti dal$im separacnim metodam fadu vyhod. Pro separaci staci nizsi
mnozstvi analytu (<1 pl), diky vysoké rozdélovaci uc¢innosti je mozné oddélit a detekovat velké
mnozstvi elektroaktivnich sloucenin béhem jediné separace. Zaroven je tato metoda nenaro¢na
na mnozstvi pottebnych chemikalii [276].

Dalsi moznosti separace aminokyselin je pouziti kapalinové chromatografie, naptiklad
iontové vyménné nebo chromatografie na reverzni fazi. Tyto metody jsou Casto spojeny
s predkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci aminokyselin. Separace volnych
aminokyselin pomoci iontové vyménné chromatografie se nejcastéji provadi na
pryskyficovém katexu tvofeném kopolymery divinyl-benzen styrenu s imobilizovanymi
sulfonovymi ionty. Jako mobilni fize se vyuZzivaji sodné¢ nebo lithné pufry o presné
definovaném pH. Pro uspokojivé rozdéleni aminokyselin je dostate¢né 4-5 sodnych pufrt o
vzrustajici hodnoté pH. Lithné pufry je vice citlivy ke zménam néboje, a proto se pouzivaji pro
v piipadé potreby lepSi separace kyseliny aspartové, asparaginu, kyseliny glutamové a
glutaminu [262, 263]. Do pufru se dale pfidavaji rizna aditiva ke zlepSeni separovatelnosti
aminokyselin nebo k ochrané systému. Napftiklad thioglykol ptedchazi oxidaci methioninu,
organicka rozpoustédla, jako je ethanol nebo propanol, mohou zlepsit separovatelnost threoninu
a serinu a pifidavek konzervacnich prostfedkid zpomaluje rGst mikroorganismt [277]. Pfi
separaci aminokyselin tedy probiha gradientova eluce, pii které postupné vzrista pH mobilni
faze, dle kterého aminokyseliny z kolony eluuji. Pfi vstupu analytu do kolony je hodnota pH
mobilni faze okolo 2, v§echny aminokyseliny maji tedy zdporny naboj a na katexu jsou pevné
vazany. Se zvySujicim se pH, a tedy ioniza¢ni silou pufru se postupné dosahuje izoelektrickych
bodl jednotlivych aminokyselin, pii kterych nemaji Zadny naboj. Nasledné ziskavaji
aminokyseliny naboj kladny, kolonou migruji, a nakonec eluuji z kolony [277].

Dale je mozné separovat aminokyseliny pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie
s reverzni fazi. Na rozdil od IEC je v souvislosti s touto metodou castéji pouzivana
predkolonové derivatizace Tento typ rozdélovaci chromatografie je zaloZen na rozdéleni slozek
analytu mezi dvé kapalné faze, které jsou mezi sebou dokonale nemisitelné. Stacionarni faze je
tedy k povrchu, nejcastéji silikagelu, vazdna chemicky. Pfi reverznim uspotradani fazi
rozdélovaci chromatografie je stacionarni faze nepolarni, mobilni faze polarni [276]. Samotny
silikagel je latkou polarni, avSak v reverzni usporadani HPLC stacionarni fazi obvykle tvofi
silikagel s chemicky vazanymi fetézci slou€enin, diky nimz ziské nepolarni charakter. Vznika
tak naptiklad oktadecylovany silikagel nebo silikagel hydrofobizovany vazbou fenylové
skupiny [261, 264].

45



Vyhodou RP-HPLC je nizsi ¢as analyzy (do 60 min) a vyssi detekéni limity, v fadu pmol
nebo fmol [280]. Je také pro laboratoie 1épe dostupna, jelikoz nevyzaduje tak nakladné
vybaveni, avsak iontové vyménna chromatografie s postkolonovou derivatizaci je povazovana
za preciznéj$i, jelikoZz dochazi k niz§im prodlevdm mezi derivatizaci a separaci vzorku.
Prodlevy mohou sniZovat stabilitu analyt, které mohou nasledné¢ degradovat [281]. S
automatizaci procest ovsem dochazi k minimalizovani téchto rizik. Automatizace derivatizace
vzorku pied nasttiknuti vzorku zajist'uje, ze doba mezi reakci a separaci je pfi vSech analyzach
konstantni [281].

Aminokyseliny lze tedy snadno rozdé¢lit podle polarity jejich postranniho fetézce, a tak je
snadno separovat pomoci HPLC-RP. V neutralnim prostfedi se jako nepolarni, tedy hydrofobni,
chova valin, leucin, isoleucin, phenylalanin, tyrosin, methion a prolin. Naopak jako polarni se
jevi serin, threonin, cystein, asparagin, glutamin, kyseliny asparagovd a glutamova, lysin,
arginin a histidin. Amfifilni povahu (hydrofilni 1 hydrofobni vlastnosti) maji glycin, alanin a
tryptofan. V této metod¢ se tedy také voli gradientova eluce, pii které se vSak méni polarita
mobilni faze. Jako polarni se vétSinou pouziva acetonitril, isopropanol nebo methanol v rizném
poméru s vodou. Na zaCatku separace jsou aminokyseliny na nepoldrni stacionarni fazi
zachycovany diky svym hydrofobnim skupinam, ovSem se zvySujici se koncentraci
organického rozpoustédla nakonec vSechny postupné eluuji z kolony [282].

Jednou z dalSich moZznych technik pro separaci aminokyselin je plynova chromatografie.
Principem metody je rozdé€leni slozek analytu inertni, plynnou mobilni fazi a pevnou
staciondrni fazi. Podminkou jejiho pouziti je t€kavost vzorku, ktery ovSem nesmi podléhat
tepelné degradaci. Cela separace probiha v tepelném termostatu, diky kterému lze v pribéhu
meénit teplotu [276]. Vzorek pro analyzu musi mit bud’ plynné nebo kapalné skupenstvi.
Kapalné vzorky se neprodlené pied separaci zplynuji ve vyhtivaci komote, ktera predchazi
koloné. Pokud je vSak vzorek malo t€kavy, jako v pfipad¢ aminokyselin, je nutné pfed analyzou
provést jeho [276].

Na rozdil od kapalinové chromatografie se u plynové pouziva izokraticka eluce, separace
slozek analytu muze byt ovliviiovana volbou teplotniho programu termostatu, ve kterém je
umisténa kolona. Pro konkrétni stanovovanou aminokyselinu je také vhodné pouZiti specifické
kolony, piipadné vice sériové zapojenych kolon [283]. Oproti vysokotlaké kapalinové
chromatografii je samotnd separace plynovou chromatografii metodou rychlejsi a levnéjsi,
ovSem ne tak ucinnou. Je nezbytné ovSem pocitat s nutnosti derivatizace vétSiny analytl, kvili
¢emuz se doba analyzy prodluzuje [278].

Zpusoby derivatizace aminokyselin

Pojmem derivatizace se rozumi reakce derivatizacniho ¢inidla se slozkami analytu, ktera
vede ke zlepSeni jejich vlastnosti pro analyzu danou metodou. Zptsoby derivatizace se mezi
jednotlivymi analytickymi metodami 1isi, ovSem cil maji stejny — zlepseni detekovatelnosti a
separovatelnosti jednotlivych slozek analytu. Zakladni rozdéleni je na piedkolonovou a
postkolonovou derivatizaci podle toho, zda probiha pted nebo po separaci [284]. Vyvinuly se
ovSem uz i metody, diky kterym je mozné analyzovat také nezderivatizované vzorky. Prikladem
takové metody je kapalinovd chromatografie ¢i kapilarni elektroforéza ve spojeni s
hmotnostnim spektrometrem, ktery k ionizaci vzorku vyuziva elektrosprej [285].

Piedkolonova derivatizace se provadi pied separaci slozek analytu (viz obr. 15). Pouziva
se pii plynové chromatografii nebo vysokotlaké kapalinové chromatografii s reverzni fazi.
Predkolonova derivatizace ma oproti postkolonové fadu vyhod. Spotieba derivatiza¢niho
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¢inidla miize byt minimalizovana diky konkrétnimu a malému reak¢énimu systému. Citlivost
metody muze byt zvySena pouzitim drazsich Cinidel, ktera méné rusi baselinu [286].

| Derivatizatni &inidlo |4/f~*

| Mobilni faze

[Dctektor H Separac¢ni kolona

Obr. 15 Schéma predkolonové derivatizace

Pro separaci pomoci plynové chromatografie se analyt derivatizuje za ucelem zvySeni
tékavosti, separovatelnosti a detekovatelnosti. Zpisoby derivatizace 1ze rozd¢lit dle probihajici
chemické reakce a vzniklych derivati na silylaci, alkylaci, arylaci, acylaci, cyklizaci a dalsi
méné pouzivané. Vzniklé derivaty se mezi sebou lisi typem a délkou pridané ¢asti, ktera je
nasledné zodpovédné za charakteristické vlastnosti slozek analytu. Proto je vybér zpiisobu
derivatizace pro analyzu aminokyselin velice zasadni [284].

Ptedkolonova derivatizace pro HPLC-RP nebo CE se provadi za ucelem zvySeni
separovatelnosti a detekovatelnosti slozek analyti pomoci riznych spektralnich metod. Pro
zvyseni detekovatelnosti UV-detekei se pouziva napiiklad 5-dithio-bisnitrobenzoova kyselina
(DTBN) nebo 9-isothiocyanatoacridin. Ziskané derivaty aminokyselin pak absorbuji UV zafeni
o dané vlnové délce. Pro stanoveni v§ech aminokyselin fluorescen¢nim detektorem je vyhodné
je derivatizovat ~ napiiklad  pomoci o-ftalalaldehydu (OPA) nebo 9-
fluorenylmethylchlotoformatu (FMOC). Ionizovatelnost, a tim i separovatelnost a
detekovatelnost aminokyselin v hmotnostnim spektrometru lze zvysit naptiklad derivatizaci
2,3-dikarboxaldehydu (NDA) [270, 271, 272].

Postkolonova derivatizace se provadi po separaci slozek analytu na koloné (viz obr. 16),
pouziva se zejména pii iontoveé vymeénné chromatografii. Oproti pfedkolonové derivatizaci mé
fadu vyhod. Je povazovana za jednodussi, Ize ji snadnéji zautomatizovat a propojit se separacni
technikou. Druh derivatizacni ¢inidla neni tak zdsadni, jelikoZ nema vliv na separovatelnost
sloZzek analytu. Mohou byt pouzito vice detek¢nich technik zaroven, soucasné neni detektor
ovliviiovan interferencemi zpisobenymi matrici vzorku [290]. Existuje ovSem i fada nevyhod
postkolonové derivatizace, napiiklad mobilni faze nemusi byt vzdy kompatibilni s
postkolonovym derivatizacnim ¢inidlem. Kviili kontinualnimu pritoku jsou zde vyssi naroky
na mnozstvi derivatiza¢niho Cinidla, ale naopak jeho piebytek muze zplsobit zvySeni Sumu
analyzy, a tim snizit signal derivati aminokyselin [290].

Chromatograficka kolona } //" ‘\\\
T2 SméSovaci
k komiirka Detektor
Derivatiza¢ni ¢inidlo . 4

Obr. 16 Schéma postkolonové derivatizace
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Pro postkolonovou derivatizaci se pouzivaji takova ¢inidla, jejichz derivaty aminokyselin
lze nasledné jednoduse stanovit spektrofotometricky ¢i fluorometricky. Naptiklad ninhydrin
slouzi také ke kvalitativnimu dikazu aminokyselin ve vzorku, po reakci s primarnimi
aminokyselinami tvofi modry komplex, se sekundarnimi zluty. OPA Ize pouzit i pro
predkolonovou derivatizaci, s aminokyselinami tvoii vysoce fluorescen¢ni derivaty isoindolu.
Fluorescamin po reakci s aminokyselinami produkuje modrozeleny fluorescenéni derivat [270,
271].

Detekce aminokyselin

Zpusob detekce aminokyselin, ptipadné jejich derivati, uzce souvisi se zpusobem jejich
pfedchozi derivatizace. Existuje ftada rGznych detekénich metod, zalozenych na
spektrofotometrii ¢i elektroanalytickych reakcich, v posledni dobé byly vyvinuty a zdokonaleny
techniky hmotnostni spektrometrie, pficemz nékteré z nich nevyzaduji ani derivatizaci analytu.
Pro detekci aminokyselin je nejjednodussi vyuZzit absorpcnich vlastnosti jejich karboxylovych
skupin pifi vlnové délce v rozmezi 200-210 nm, u aminokyselin s benzenovym jadrem
v 250-280 nm. Detekovatelnost aminokyselin Ize piipadné zvysit derivatizaci (viz diive) [292].

Spektrofotometricky detektor je nejjednodussim typem detekce po chromatografické
separaci slozek analytu. Po chromatografické separaci se nejcastéji pouzivaji detektory s
diodovym polem. Ty umoziuji snimat celé absorpéni spektrum v redlném case. Zareni
neabsorbované slozkami analytu dopada na sérii fotodiod, ¢imz vznika elektricky proud. Ke
kazdé fotodiod¢ je ptipojen kondenzator, ktery se vlivem vzniklého elektrického pole vybiji
adekvatné k intenzité¢ dopadajiciho zafeni. V dal§im kroku je kondenzator opé€t nabit, mira k
tomu potiebného proudu se zaznamenava [279].

Principem fluorescen¢niho detektoru je méfeni fluorescence, coz je emise energie
slouceninou po jeji excitaci svétlem nebo elektromagnetickym zatenim. Fluorescencni
nevyhodou je pouZitelnost pouze pro latky, které maji fluorescencni vlastnosti, ostatni je nutné
derivatizovat [293]. Pfirozené¢ fluoreskujici aminokyseliny jsou diky svym aromatickym
jadrim pouze tryptofan, tyrosin a fenylalanin. Zakladni ¢asti fluorimetru jsou stejné jako u
UV/VIS detektoru. Jako zdroj zéfeni se vyuZivaji lampy s ultrafialovym zafeni (vodikové,
rtutové, xenonoveé). I pii pouziti fluorescenéniho detektoru se Casto vyuziva jeho spojeni s
diodovym polem, coz umozni snimat celé fluorescenéni spektrum [279].

Pouzitim detektoru cirkularniho dichroismu (CCD) lze rozliSovat L a D enantiomery
aminokyselin. Jedna se o specialni typ absorpéniho spektrofotometru, ktery zaznamenava
zmény v optické otacivosti. Kromé klasické konstrukce spektrofotometru je tento detektor
vybaven fotoelastickym modulatorem, ktery je umistén za monochromatorem a slouZi k
vytvoreni silnéjSiho paprsku. Pokud se na moduldtor vlozi stfidavé napéti, je mozné
zaznamenavat L a D enantiomery [294].

Jednou z nejnovéjSich a také nejpropracovanéjSich metod pro detekci aminokyselin je
hmotnostni spektrometrie a jeji tandemové techniky. Hmotnostni spektrometrii 1ze propojit
s jakoukoliv separacni technikou (CE, GC, HPLC), kterd se bézn¢ pouziva k analyze
aminokyselin. Pro ionizaci biologickych vzorkt se neji’Castéji vyuziva elektrosprej (ESI) nebo
MALDI [276]. Jako velice efektivni tandemové techniky pro analyzu aminokyselin se
osveédCily MALDI/TOF/TOF/MS, jejiz hlavni vyhodou je, Ze nevyZaduje Zadnou predapravu
vzorku, nebo LC/ESI-MS/MS a HILIC MS/MS, pii kterych nebylo nutné vzorky aminokyselin
derivatizovat [269, 276].
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2.4.4 Charakterizace senzorickych vlastnosti

Senzorické vlastnosti jsou jedny z nejvyznamnégjSich vlastnosti potravin, jelikoz slouzi
K posuzovani jejich kvality, Cerstvosti nebo lakavosti. Zahrnuji hodnoceni barvy, textury,
aroma, chuti a vzhledu [296]. Senzoricka analyza je disciplina, kterd se zabyva senzorickymi
podnéty vyjadfované riiznymi typy potravin nebo napojli a jejich vyhodnocovanim pomoci
lidskych smysla — zraku, ¢ichu, hmatu, chuti i sluchu. Lidské smyslové organy v této metodé
funguji jako detektory, diky kterym je mozné popsat vlastnosti testovanych vzorka.

Podminky senzorické analyzy

Pro ziskani objektivnich vysledki senzorické analyzy musi byt dodrzovany pifedem psané
pozadavky na €leny senzorického panelu a jeho velikost v zavislosti na poctu vzorkd, piipravu
a prezentaci vzorkil nebo vybaveni senzorické laboratote. Hodnotitelé pro senzorickou analyzu
by méli byt zdravi, bez alergii, barvosleposti, ztrat chuti nebo ¢ichu. Hodnotitel¢ mohou ziskat
odbornost v senzorickém testovani po absolvovani skoleni [297]. Senzoricky panel by mél mit
tolik ¢lenti, aby byly hodnocenim ziskany statisticky vyznamné vysledky. Pocet hodnotitelt je
zavisly na trovni jejich odbornosti, ale i na metodé senzorické analyzy [257, 258]. Mnozstvi
vzorkl je pak zavislé na analyzovanych atributech — vizudln€ 1ze hodnotit vice vzorkd, chutové
a ¢ichové receptory mohou byt lehce nasyceny, a tim ztraci citlivost vnimani [297].

Testované vzorky by mély byt ptipraveny podle hygienickych pravidel. Porce by méla byt
dostate¢na pro provedeni senzorické analyzy, avSak ne ptili§ velkd, coz €asto hodnotitele svadi
k testovani vétsich soust nebo douskii. Technika prezentace vzorkd je zavisla na typu vzorku,
nejpouzivangj§imi jsou simultdnni prezentace (vSechny vzorky jsou pfedstaveny najednou) a
sekvencni prezentace (vzorky jsou predloZzeny postupné) [298]. Vzorky by mély byt
ptedkladdny randomizované s ndhodnym oznacenim, aby nedoslo k nechténému ovliviiovani
senzorického panelu. Vyskyt paralelnich vzork v jedné sad¢é je zavisly na typu metody
senzorické analyzy, m& vyznamny podil na zvySeni spolehlivosti a statistické vyznamnosti
ziskanych vysledki [258, 259]. K senzorickému testovani danych vzorkt by vzdy mély byt
k dispozici odpovidajici neutralizatory chuti. Ustni dutina by méla byt po kazdném vzorku
vyplachnuta mineralni neperlivou vodou, aby se odstranila zbytkové chut’. Jako neutralizatory
vzorkl s vysokym mnoZstvim olejii se pouziva platek jablka nebo hrusky, palivou chut’ Ize
zneutralizovat mlékem nebo jogurtem a pro neutralizaci sviravych jidel se pouziva meloun
[298].

Metody senzorické analyzy

Metody senzorické analyzy lze rozdé€lit do dvou zakladnich skupin podle jejich podstaty a
typu ziskanych vysledkli — rozdilové metody jsou zaloZeny na odhaleni pfitomnosti rozdilu
mezi analyzovanymi vzorky, deskriptivni metody slouzi k popisu miry odlisnosti jednotlivych
vzorkd [298].

Rozdilové metody senzorické analyzy dohaluji pfitomnost rozdilu mezi vzorky jejich
porovnavanim mezi sebou nebo porovnanim se standardem. Neni vhodné timto zplisobem
porovnavat vzorky, které jsou zfeteln€ odlisné. Naptiklad pfi trojihelnikovém testu statisticky
panel stanovuje rozdil mezi dvéma vzorky, pfi¢emZ je jeden znich predloZzen paralelné.
Duo-trio test také slouzi k porovnéni 2 vzorki. Prvni ze 3 vzorki je uveden jako standard, zbylé
dva maji kddované oznaceni. Pfitestu,,2 z 5° je pocet testovanych vzorkli zvySen na 5 — jeden
z nich se vyskytuje v sad¢ vyskytuje 2x, druhy 3x [257, 258, 260].
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Deskriptivni metody popisuji vzorky podle jejich senzorickych vjemi — vzhledu, aroma,
textury a chuti. Intenzité daného vjemu se pritfazuje skore, nebo se zaznamenava do stupnice,
¢imz se doséhne Ciselného popisu rozdilu mezi vzorky. Pro tyto metody je zasadni spravné
definovani senzorickych vjemu, aby bylo dosazeno jednotnosti v jejich hodnoceni [301]. Pied
témito metodami je vhodné podminky hodnoceni slovn¢ uvést zkusenym vedoucim senzorické
analyzy, ktery tak jasn¢ stanovi pravidla a standardy. Zasadni vliv na hodnoceni ma také rozsah
meéfitka pro zaznamendvani intenzity vjemu — jako dostatecné Siroké jsou povazovany stupnice
s 10-15 bodovym skore, slovni hodnoceni by mélo obsahovat alespoii 5 bodovou stupnici [301].
Nejpouzivangj§im deskriptivni metodou je profilova zkouSka, béhem které jsou hodnoceny
vybrané deskriptory postupné u kazdého z ptedlozenych vzorka [260, 262].

Metody senzorické analyzy, které se spoléhaji na lidské smysly, jsou vSak ¢asto povazovany
za nedokonalé [303]. Proto byly navrzeny alternativni techniky, kterymi je mozné senzorické
vlastnosti potravin a napoji objektivnéji posuzovat a porovnavat. Napiiklad se v ramci
senzorické analyzy vyuzivaji biometrickd méfeni, jez monitoruji vyrazy obliceje, srdecni
frekvenci, vodivost klize, télesnou teplotu nebo pohyby oci. Lidsky faktor je pak zcela
eliminovan pfi analyzach pomoci elektronickych nost nebo elektronickych jazykt, které umi
napodobit lidské odezvy na senzorické podnéty [304]. Jsou pouzivany napiiklad pro hodnoceni
kvality ovoce [305], masa [306] nebo olivovych oleji [307].
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3 Cile dizerta¢ni prace

V ramci dizertaéni prace byly valorizovany psSeni¢né otruby, které jsou povazovany za
sekundarni produkt pii zpracovani pSeni¢nych zrn. PSenicné otruby byly vyuzity jako
alternativni zdroj proteind. Izolovana proteinova frakce byla pouzita pro dietarni ucely,
konkrétné pro vyvoj vysokoproteinovych potravin.

V ramci dizertacni prace byly feSeny konkrétné tyto dil¢i ulohy:

Charaterizace pSeni¢nych otrub
o Zastoupeni majoritnich i minoritnich slozek pSenic¢nych otrub
Navrzeni procesu izolace proteinové frakce pSenic¢nych otrub a jeji optimalizace
o Zvyseni vytéznosti izolace
o Zvyseni Cistoty proteind v izolatu
Charakterizace proteinového izolatu z pSenicnych otrub
o Zastoupeni majoritnich i minoritnich slozek izolatu
o Stanoveni molekulové hmotnosti zastoupenych proteinii
Charakterizace a stanoveni nutri¢nich vlastnosti proteinového izolatu z pSeni¢nych
otrub
o Aminokyselinovy profil
o Stravitelnost
o PDCAAS
Velkoobjemova izolace proteinu z pSeni¢nych otrub
o Ovéfeni a omptimalizace navrzené technologie
Aplikace proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub v potravinafstvi
o Vysokoproteinové pecivo
o Vysokoproteinové jogurty
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Laboratorni vybaveni

Experimentalni ¢innost byla provedena v laboratofich Ustavu technologie potravin a
biotechnologii Fakulty Chemické VUT v Brné&. Cast prace byla uskute¢néna na Univerzité
prirodnich véd v Polské Poznani, v laboratotich prof. Magdaleny Montowské a prof. Wojciecha
Bialase.

4.1.1 Pomicky, chemikalie a pFistroje

Bézné laboratorni sklo, automatické pipety (), plastové zkumavky, centrifugacni zkumavky,
kolona Kinetex 2.6u C18 100A; 100x 4.60um, filtry 0,45 pum.

K piipravé roztoku byla vzdy pouzita destilovana voda. Hydroxid sodny (Merck, Némecko),
kyselina sirova (Penta chemicals, Ceska republika), kyselina citronova (Merck, Némecko),
hexan (Penta chemicals, Ceska republika), celuldzy (Sigma Aldrich, Cellulase from Penicillium
funiculosum), amyloglukosidazy (AMG, Sigma Aldrich, Amyloglucosidase from Aspergillus
niger), Weiningerav katalyzator (VWR, USA), akrylamid (Merck, Némecko), glycerol (Penta
chemicals, Ceska republika), Tris HC1 (Merck, Némecko), SDS (Biorad, USA), fosfat amonny
(Merck, Némecko), TEMED (Merck, Némecko), bromfenolova modi (Merck, Némecko),
dithiotreitol (Biorad, USA) isopropanol (Penta chemicals, Ceska republika), kyselina
chlorovodikova (Penta chemicals, Ceska republika), mo¢ovina (Penta chemicals, Ceska
republika), thiomo&ovina (Penta chemicals, Ceska republika), adsorbent Resin 300 (Merck,
Némecko), Tris baze (Merck, Némecko), proteinovy standard Prec Plus Protein Unstained Stds
(10-250 kDa, Biorad, USA), glycin (Merck, Némecko), ninhydrin (Merck, Némecko),
Commassee blue R-250 (Merck, Némecko), bezvody methanol (Penta chemicals, Ceska
republika), kyselina octova (Penta chemicals, Ceské republika), acetonitril (Penta chemicals,
Ceska republika), ethanol 96 % (Penta chemicals, Ceska republika), pepsin (Merck, Némecko),
monohydrat  hydrogenfosfore¢cnanu  sodného  (Merck, @ Né&mecko),  heptahydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Merck, Némecko), pankreatin (Merck, Némecko),
propidium jodid (Thermo Fisher Scientific), jogurtova kultura YF-L812 (Chr. Hansen,
Dansko).

Analytické vahy (Sartorius), predvazky (AND EK-600H), pH metr (WTW 3210), tiepacka
(GFL 3006), hiidelova micha¢ka (MM-1000 Biosan), centrifuga (Hermle Z 36 HK), stolni
lyofilizator (FreeZone 1L Labconco), elektricky mlynek (Sencor SCG 1050BK), vyhiivana
trepacka (IKA KS 3000), automatickd mineraliza¢ni jednotka (Kjeldatherm KT 8S),
automaticky destilacni ptistroj (Vapodest VAP200, Gerhardt, Némecko), Karl-Fishertv titrator
(Metrohm 701 KF Titrino), opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem
(Horiba Jobin Yvonne Ultima 2), kapalinovy chromatograf (Waters HPLC Systém, 515 HPLC
pump, UV-VIS detektro Waters 2487, Waters 717 autosampler), prvkovy analyzator
(Euroconvertor EA 3100), plynovy chromatograf (Thermo Fisher TRACETM GC),
aminokyselinovy analyzator (AAA-400 Ingos, Ceska republika), aparatura pro SDS-PAGE
analyzu (Mighty small II deluxe, Hoefer, USA), termoblok (Benchmark BSH5001-1B-E),
vortex (Yellow line TTS 2), zobrazovaci systém (Gel Doc XR+, BioRad, USA), pistové
Serpadlo (kapacita m3/h, Johnson, Svédko), dekantérova odstiedivka (Aldec 10, USA),
diskova odstfedivka (Clara 10, Alpha Laval, Svédsko), bioreaktor (IKA CSTR IF-1500),
prumyslovy lyofilizator (Lyo-Tech, USA), sprejova suSarna (Gea Niro Atomizér, Italie),
jogurtova¢ (Klarstein, Némecko), kulovy mlyn, (HK 40, HK Laboratory equipment, Turnov,
Ceska republika), disperzni jednotka s laserovou difrakci (Helos, Sympatec, Clausthal,
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Némecko), vyhiivana magnetickd michacka (Heidolph MR Hei-standard), vibra¢ni sitova
trepaCka (Retsch, Haan, Némecko), extenzograf (E, Brabender, Némecko), farinograf (E,
Brabender, Némecko).

4.1.2 Vzorky a pouZité suroviny

P3eni¢né otruby (Mlyny J. Vozenilek, Ceska republika), éerstvé, plnotuéné mléko (Moravia
Lacto, Ceska republika), syrovatkovy protein neochuceny (Vilgain Aktin, Ceské republika),
Piedméficka mouka p$eni¢na svétla, hladka (Mlyny J. Vozenilek, Ceska republika)

4.2 lzolace proteinové frakce pSeni¢nych otrub

Pro izolaci proteinti z pSeni¢nych otrub byla pouzita metoda pH-shift, kterda vyuziva
amfolytickych vlastnosti bilkovin, jejich rozpustnosti v prostiedi pH, které je vyssi, nez je jejich
izoelektricky bod. Cely proces izolace byl sloZzen z nékolika zdkladnich krokd. V prvni fazi
byly proteiny extrahovany roztokem hydroxidu sodného (0,05 M, odpovida pH 11) v poméru
1:10 z lignocelulézové struktury pSenicnych otrub za stdlého michéni (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 proteint je zobrazen na obr. 17.

Extrakce Precipitace
1h;1:10 pH4
0,5 M NaOH 1M H2504 Lyofilizace
laboratorni teplota laboratorni teplota
PSeni¢né otruby —————————— Supernatant ————~— Sediment ——— Proteinovy izolat
Centrifugace CE"""TUQUCE‘\\\

8000 rcf 8000 rcf N
15 min 15 min Deproteinované

laboratorni teplota laboratorni teplota . e
pSenicné otruby

Obr. 17 Schéma pribéhu izolace proteinii z pSenicnych otrub

Zacelem zvysSeni vytéznosti a Cistoty proteinového izolatu z pSenicnych otrub byl pivodné
navrzeny postup izolace modifikovan. Tyto modifikace byly rozdéleny do tii
skupin — pfeduprava pseni¢nych otrub, Uprava podminek extrakce a uUprava podminek
precipitace. Konkrétni zmény provedené v postupu izolace proteinti z pSeni¢nych otrub jsou
uvedeny v tabulce 17. Kazda zména v puvodné navrzeném postupu byla provedena samostatné
a jeji vliv na vytéznost, zastoupeni proteinu v izolatu a fragmentaci proteinovych fetézcu byl
ovéefen porovnanim s ptivodné navrzenou metodou.
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Tabulka 17. Modifikace v procesu izolace proteinii z pSenicnych otrub

Pieduprava Extrakce Precipitace
, y 1:20
Mleti <0,2 mm |Pomér 1-30 3
. o 40 pH
Enzymatické Celulazy | Teplota [°C] 50 .
hydrolyza Koncentrace NaOH [M] 0,35
AMG 2
Doba [h] 4
30 3 Teplota [°C]
Odtugnéni [°C] 40 , 2x P
50 Opakovana extrakce 3x -4

PSeni¢né otruby byly ptfedupraveny rlznymi zplsoby. Pomoci mlynku (Sencor SCG
1050BK) vybaveného tiistivym nozem byla zmensSena velikost pSeni¢nych otrub pod 0,2 mm.
Odtuénéni pSenicnych otrub bylo provedeno extrakci jejich nepolarnich latek pomoci hexanu
Vv poméru 1:3 po dobu 30 min pii riznych teplotach (30, 45 a 60 °C). Odtu¢néné psenicné otruby
byly filtraci oddéleny od hexanu, vysuSeny a pouZity pro izolaci proteinii dle pivodné
navrzeného postupu.

Pro enzymatickou hydrolyzu byly pouZity dva typy enzymi — celuldzy (Sigma Aldrich,
Cellulase from Penicillium funiculosum) a amyloglukosidazy (AMG, Sigma Aldrich,
Amyloglucosidase from Aspergillus niger). Hydrolyza probihala v poméru 1:10 za stalého
titepani. Podminky hydrolyzy jsou uvedeny v tabulce 18. Po enzymatické hydrolyze byl pomoci
centrifugace (8000 rcf, 15 min, pokojova teplota) oddélen sediment, ktery byl okamzité pouzit
pro izolaci proteint dle ptivodné navrzeného postupu.

Tabulka 18. Podminky enzymatické hydrolyzy pSenicnych otrub

Celulazy AMG
Koncentrace 2 g/100ml 2ml/l
Doba [h] 2 24
Teplota [°C] 37 50

Pribéh extrakce proteini z pSeni¢nych otrub byl modifikovan zménou hned nékolika
parametr. Byl ovéfen vliv zvySeni mnoZstvi extrak¢niho ¢inidla ku mnoZstvi otrub (pomér
1:20 a 1:30) na vytéznost a Cistotu izolovanych proteinti, prodlouzeni doby extrakce (2 a 3
hodiny) a zvySeni teploty (40 a 50 °C). Proteiny byly také extrahovany koncentrovanéjSim
hydroxidem sodnym (0,35 M) namisto piivodné pouzit¢ho 0,05 M. Dale pak byla provedena
opakovand extrakce pSeni¢nych otrub (2x a 3x) extrakénim ¢inidlem.

Upravy pribghu precipitace proteind byly zaméfeny na zménu pH a teplotu. Pavodng
navrzené srazeni proteint pii pH 4 bylo modifikovano na hodnoty 3 a 5. Stejné tak byl testovan
vliv zmény teploty na sraZeni proteind, sraZeni proteinl pii 4 °C bylo provedeno zchlazenim
vzorkl v lednici, pro dosaZeni teploty -4 °C prosly vzorky pfemrazenim v mrazaku. Oznaceni
vzorku proteinovych materialti a charakterizace jejich izolace je uvedena v tabulce 19.
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Tabulka 19 Oznaceni vzorkii proteinovych materidlii a charakterizace jejich izolace

Ozniéeni MOdi?ﬁ;ﬁEé‘ fize Charakterizace

VZOIrKu

Pivodni

postup ) )

M Prediiprava Pomléti pSencnych otrub na castice mensi nez 0,2

mm

Cel Prediiprava Enzymaticka hydrolyza pSeni¢nych otrub pomoci
celulaz

AMG Prediiprava Enzymaticka hydrolyza pSeni¢nych otrub pomoci

amyloglukosidazy

Odt Pteduprava Odtucnéni pSenicnych otrub pomoci hexanu

1:20 Extrakce Zvyseni poméru otrub ku extrakénimu ¢inidlu
na 1:20

1-30 Extrakce ZvySeni poméru otrub ku extrakénimu ¢inidlu
na 1:30

40 °C Extrakce Extrakce proteint pfi teploté 40 °C

50 °C Extrakce Extrakce proteint pti teploté 50 °C

0,35 M Extrakce Extrakce protein pomoci 0,35 M NaOH

2h Extrakce Extrakce proteint po dobu 2 h

3h Extrakce Extrakce proteinti po dobu 3 h

2 X Extrakce Dvakrat opakovana extrakce proteinti

3 X Extrakce Ttikrat opakovana extrakce proteinti

pH 3 Precipitace Precipitace extrahovanych proteint pti pH 3

pH 5 Precipitace Precipitace extrahovanych proteint pii pH 5

4°C Precipitace Podpofeni precipitace proteinli zchlazenim

precipitatu na 4 °C
4 °C Precipitace Podpofeni precipitace proteinli pfemrazenim

precipitatu na 4 °C

4.3 Charakterizace pSeni¢nych otrub a proteinovych izolati z pSeni¢nych otrub

Pro charakterizovani pSeni¢nych otrub a proteinovych izolati byly provedeny stanoveni
jejich nejzastoupengjsich komponent. V pseniénych otrubach bylo stanoveno mnozstvi
bilkovin (Kjeldahlova metoda) a jejich molekulova hmotnost (SDS-PAGE), obsah vody
(metoda dle Karl-Fishera), tukl a jednotlivych mastnych kyselin (plynova chromatografie),
fenolickych (kapalinova chromatografie) a mineralnich latek (ICP-OES). Mnozstvi
polysacharidli bylo nakonec urceno 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) a vytéznost daného procesu izolace
(gravimetricky) vzdy ve tfech opakovéni. VytéZnost byla poté definovana jako mnoZstvi
izolovaného materialu ze 100 g otrub ([g/100 g]). Jednotlivé izola¢ni postupy byly mezi sebou
porovnavany pravé dle téchto dvou kritérii — obsahu bilkovin a vytéZnosti. U vSech
proteinovych izolatl byla také stanoveno molekulova velikost proteind (SDS-PAGE) pro
zhodnoceni vlivu pouzitych metod izolace na Sté€peni proteinového fetézce.

U proteinového izolatu z pSenic¢nych otrub, izolovaného z hlediska vytéZznosti a zastoupeni
bilkovin nejoptimalnéj§im postupem, byl kromé mnozstvi a molekulové velikosti bilkovin
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stanoven také obsah tuki a mastnych kyselin (plynova chromatografie), fenolickych
(kapalinovéa chromatografie) a mineralnich latek (ICP-OES) a aminokyselinovy profil (AAA
analyzator) vzdy ve tiech stanovenich.

4.3.1 Celkovy obsah bilkovin a aminokyselinovy profil

Obsah hrubé bilkoviny byl stanoven metodou dle Kjeldahla. 1 g vzorku pSeni¢nych otrub
byl navdZzen do mineraliza¢nich trubic a s 10 ml koncentrované kyseliny sirové a 2 g
Weiningerova katalyzatoru mineralizovan v mineralizacnim bloku (Kjeldatherm KT 8S,
Gerhardt) pfi teploté 410 °C po dobu 30 min. Vznikly siran amonny byl poté alkalizaci 80 ml
33% hydroxidu sodné¢ho pieveden na amoniak, ktery byl dale destilovan s vodni parou do
ptedlohy 0,05 M kyseliny. Pfebytek kyseliny se nakonec stanovil titracné pomoci 0,1 M
hydroxidu sodného (Tashirtv indikator). Stanovené mnozstvi dusiku bylo nasobeno faktorem
6,31 definovanym dle aminokyselinové slozeni pro pSeni¢né otruby pro ziskani mnozstvi
hrubych bilkovin. Stanoveni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

Zastoupeni proteinli v izolatech bylo stanoveno ve tfech opakovani pomoci prvkového
analyzatoru Euroconvertor EA 3100. Mnozstvi dusiku v proteinovych izolatech z pSeni¢nych
otrub bylo také nasobeno piepocitavacim faktorem 6,31. Zastoupeni bilkovin v izolatech bylo
vyjadieno v g na 100 g izolatu [g/100 g].

Aminokyselinovy profil byl stanoven dle Natizeni komise 152/2009 ze dne 27. ledna 2009,
kterym se stanovi metody odbéru vzorkl a laboratorniho zkouSeni pro ufedni kontrolu krmiv
[308]. Analyza hydrolyzovaného proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub byla provedena na
automatickém aminokyselinovém analyzatoru AAA-400 (Ingos, Ceska republika)
s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem a spektrofotometrickou deteket.

4.3.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena na aparatuie Mighty Small II Deluxe (Hoefer,
USA) s maximalni velikosti gelu 10x10,5 cm. Byl analyzovan proteinovy extrakt pSeni¢né
mouky, otrub a proteinovych izolata z pSenic¢nych otrub.

Separac¢ni gel byl ptipraven vzdy jeden den pied analyzou dle slozeni uvedeném v tabulce
20. Jednotlivé slozky byly ptidavany postupné dle potadi v tabulce, po ptidani 10% SDS byla
smés zacala promichévat pomoci magnetického michadla. Nakonec byla smés pomoci pipety
nalita do formy s pifipravenymi skly a pfevrstvena cca 1 ml isopropanolu, ktery podpofil
zaceleni horni vrstvy gelu. Po 40 minutach polymerizace separacniho gelu pii pokojové teploté
byla skla s gelem vyjmuta z formy, o¢isténa od isopropanolu a piebytecného gelu a umisténa
do lednice.

Tabulka 20. Slozeni separacniho gelu pro SDS-PAGE analyzu

Separacni gel 100 ml Jednotky
Voda 10,0 ml
30% akrylamid 50,2 ml
75% glycerol 13,4 ml
3M Tris (pH 8,8) 25,1 ml
10% SDS 0,84 ml
10% fosfat amonny 0,42 ml
TEMED 67 ul
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Koncentracni gel byl pfipraven a aplikovan na separac¢ni gel v den analyzy dle slozeni
uvedeném v tabulce 21, pricemz byly jednotlivé slozky opét davkovany postupné a smeés se po
ptidavku 10% SDS zacala promichavat stejné, jako v piipadé pfipravy separa¢niho gelu.
Koncentraéni gel byl napipetovan na separa¢ni gel umistény ve vyvijeci aparatufe.
Sloupeckova¢ byl vlozen do stale tekutého koncentracniho gelu cca 3 mm nad okraj
separacniho gelu. Polymerizace koncentracniho gelu trvala cca 40 min. Po uplynuti doby
potiebné k polymeraci gelu byl sloupeckovac vyjmut, do aparatury byl nalit vyvijeci pufr a na
gely byly nanaseny pfipravené vzorky.

Tabulka 21. Slozeni koncentracniho gelu pro SDS-PAGE analyzu

Koncentra¢ni gel 10 ml Jednotky
10% akrylamid 2,96 mi
0,125M Tris (pH 6,8) 2,56 ml
Voda 2,27 ml
50% glycerol 1,97 ml
10% SDS 98 ul
Barvici roztok — bromfenol 39 ul
10% fostat amonny 59 ul
TEMED 49 ul

Piiprava vzorki

Proteiny byly ze vzorkl extrahovany pufrem A, ktery byl pfipraven dle slozeni uvedeném
v tabulce 22. Ve 150ml kadince byla pii laboratorni teploté a za stalého michani ve 40
ml destilované vody rozpusténa mocovina a thiomoc¢ovina. Pro odstranéni mineralnich latek 1ze
do roztoku piidat 10 g adsorbentu (napf. Rexin 300, Fisher Scientifics, michani cca 15 min,
filtrace). Poté se do roztoku ptida tris base a SDS, smés je michdna do rozpusténi vSech slozek.
Hodnota pH je upravena na 7,5 pomoci 1M kyseliny chlorovodikové. Nakonec se do stale
promichavaného roztoku ptida DTT, po jehoZ rozpusténi se pH upravi na kone¢nou hodnotu
6,8 (1 M HCI), ptida se bromfenolova modf. Objem roztoku se v odmérné baiice doplni na
kone¢nych 100 ml a cely se zfiltruje (0,45 pum). Do dal§iho pouziti je pufr A skladovan
v mikrozkumavkach eppendorf po 2 ml v mrazéaku.

Tabulka 22. Slozeni pufiu A pro extrakci proteinii (celkovy objem 100 ml)

Slozka m [g]
Mocovina 48
Thiomocovina 15,2
Adsorbent 10
Tris base 0,605
SDS 3
DTT 1,155
Bromfenolova modf 0,003

Vsechny vzorky proteini byly pfed nanesenim na SDS gely extrahovany pufrem A v poméru
1:50 w/v. Suspenze byly umistény na 10 min na vortex do uplného rozpusténi extrahovatelnych
proteind. Balastni a neextrahovatelné latky byly od extraktu oddéleny pomoci centrifugy
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(20000 rpm, 5 min, 10 °C). Vzorky proteini extrahované pufrem A byly nakonec umistény do
termobloku (98 °C, 4 min), opét promichany na vortexu a rovnou davkovany na gel.

Standard proteind byl piipraven smichanim 38 ul standardu s2 pul
B-mercaptoethanolu. Smés byla promichana na vortexu a umisténa do termobloku nejprve na
5 min pfi teploté 95 °C a poté spolu s ostatnimi vzorky na 4 min pfi teploté 98 °C. Ptred aplikaci
na gel byl také vzorek standardu promichan na vortexu.

Separace a zobrazeni proteini pomoci SDS-PAGE

Pted aplikaci vzorkl bylo nejprve do pfipravené aparatury se separa¢nim i koncentraénim
gelem nalito cca 200 ml 5x ziedéného vyvijeciho pufru (destilovana voda), ktery byl piipraven
dle tabulce 23. Nasledné bylo do jamek koncentra¢niho pufru davkovano 20 pl ptipraveného
vzorku, prvni sloupecek byl vyhrazen pro piipraveny standard proteini.

Tabulka 23. Slozeni 5x koncentrovaného vyvijeciho pufru do elektroforézy

_ m [g]
g;fct,)r? > 22’42;2 Doplnéni destilovanou
SDS 5 vodou do 1000 ml

Aparatura pro elektroforézu byla pfipojena ke zdroji, kterym bylo nasledné na aparaturu
vlozen proud 40 mA, ¢imz doslo k zah4jeni separace proteini. Po 40 minutach byla separace
pferusena, aby mohla byt doplnéna hladina vyvijeciho pufru. Separace byla ukoncena pfiblizné
po 90 minutach (eluat 2-3 mm od konce gelu), kdy byl vypnut zdroj proudu. Z aparatury byl
vylit vyvijeci pufr, skla se separacnim gelem byla vyjmuta z aparatury. Gely byly opatrné
seSkrabnuty se skel, aby nedoslo k jejich poSkozeni. Zobrazeni jednotlivych frakeci proteint
bylo provedeno umisténim a tfepanim gelu v barvicim roztoku po dobu cca 40 min a nasledném
vloZeni gelu do odbarvovaciho roztoku za stalého tfepani pres noc. SloZeni obou roztokl je
uvedeno v tabulce 24.

Tabulka 24. Slozeni barviciho a odbarvujici roztoku

Barvici roztok Odbarvujici roztok
Commassee R-250 059 -
Methanol 500 ml 100 ml
Kyselina octova (ledova) 100 ml 75 ml
Destilovana voda 400 ml 825 ml

Separacni gely se zobrazenymi bandy proteini byly po vyjmuti z odbarvovaciho roztoku
oplachnuty a uchovany v lednici v igelitovém sacku s malym mnozstvim destilované vody,
ktera zabranovala jejich vysychani. Intenzita a velikost proteinovych bandi byla vyhodnocena
jejich skenovanim pomoci BioRad Gel Doc XR Imaging systems a porovnanim s definovanymi
molekulovymi hmotnostmi proteint obsazenych ve standardu. Pro kazdy vzorek byly ziskany
chromatogramy, jejichz integraci byly ziskany molekulové hmotnosti a procentudlni zastoupeni
dané proteinové frakce ve vzorku.

4.3.3 Stanoveni vody

Stanoveni vody a vlhkosti pSeni¢nych otrub bylo provedeno metodou dle Karl-Fishera.
Celkem ve tfech opakovani bylo do odmérnych ban¢k navazeno ptiblizn€ 0,5 g pSenicnych
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otrub, baiiky byly i se zatkou zvazeny na 4 desetinnad mista na analytickych vahach. Poté bylo
ke vzorku ptidano 20 ml bezvodého methanolu a zaviené banky byly opét zvazeny. Voda a
vlhkost ze vzorku pSenic¢nych otrub byly methanolem extrahovany po dobu 15 min ve Vv lazni,
vyhtivané na 50 °C. Blank byl ptipraven stejnym zptusobem, jen bez navazky vzorku.

Po ochlazeni banék bylo asi 5 ml extraktu pSenic¢nych otrub piefiltrovano pies stiikackovy
filtr do suchych vialek. Do titratoru bylo poté mikrostiikackou Hamilton davkovano piesné
odvazené mnozstvi extraktu, jehoZz hodnota byla vloZzena do méfici cely pristroje. Titrovany
obsah vody v nadavkovaném extraktu se nakonec prepoclitda na obsah vody ve vzorku

pseni¢nych otrub dle rovnice:

_ (WH,0 ex—WH, 0 b1) (MbvzoH —Mp)

Wy =
20 Mpyz—Mp '

kde

Wh,0 je celkovy obsah vody ve vzorku,

WH,0 ex j€ 0bsah vody v davkovaném extraktu,

WH.0 bl j€ obsah vody v blanku,

MbvzoH je hmotnost banky se vzorkem a methanolem.
My je hmotnost baiky,

Moy je hmotnost baiiky se vzorkem.

4.3.4 Stanoveni minoritnich sloZzek

Za minoritni latky v pSeni¢nych otrubach a proteinovém izolatu z pSeni¢nych otrub jsou
povazovany fenolické kyseliny, tuky a konkrétni mastné kyseliny a anorganicka frakce, ktera
je charakterizovand mnozstvim nespalitelného popela PO a PKPO a zastoupenim jednotlivych
mineralnich latek.

4.3.4.1 Obsah popela a mineralnich latek

Popel byl stanoven gravimetricky spalenim 1 g vzorku pSeni¢nych otrub a proteinového
izoladtu z pSeni¢nych otrub. MnoZstvi bylo nejprve navazeno do predem vyzZihanych
a zvazenych keramickych kelimku s presnosti na 4 desetinna mista. Na elektrickém vafici byly
vzorky zuhelnatény, kelimky byly nésledné pfemistény na 3 hodiny do elektrické pece vyhiaté
na teplotu 800 °C. Po vychladnuti kelimkl v exikdtoru byly opét zvaZeny. Zastoupeni popela
bylo stanoveno dle rovnice:

My — My * 103
Wpopel = prE m £ [mg/g]
vz
pficemz mp+k je hmotnost popela a kelimku po spaleni vzorku, mk je hmotnost kelimku a my; je
puvodni hmotnost vzorku. Stanoveni popela ve vzorcich bylo provedeno v duplikatech.

Obsah mineralnich latek v pSeni¢nych otrubach a proteinovém izolatu byl stanoven
metodou ICP-OES po mikrovinném rozkladu vzorkti na mokré cesté. Byly analyzovany
makroprvky vapnik, draslik, hot¢ik, sodik a fosfor a mikroprvky hlinik, chrom, méd’, Zelezo,
mangan a zinek. Do teflonovych nadob bylo navazeno 100 mg dané¢ho vzorku a ptidano 5 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. Suspenze byla vlozena do rozkladné¢ho
mikrovinného syst¢tmu MLS 1200 (Mega Milestone), podminky rozkladu jsou uvedeny
v tabulce 25.
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Tabulka 25 Podminky mikrovinného rozkladu vzorkit na mokré cesté

Faze Cas [min] Vykon [W]

1 2 250
2 2 0

3 6 200
4 5 400
5 5 600

Po rozkladu byly vzorky kvantitativné pievedeny do 25 ml odmérné baiky a doplnény
destilovanou vodou po rysku. Stanoveni jednotlivych mineralnich latek bylo provedeno
na ptistroji Horiba Jobin Yvonne Ultima 2 dle nastaveni uvedeném v tabulce 26.

Tabulka 26 Nastaveni analyzy minerdlnich latek pomoci ICP-OES

Vykon radiofrekvenéniho generatoru 1300 W
Pratok plazmového plynu 12 I/ min
Pratok stiniciho plynu 0,28 I/min
Pratok zmlzovaciho plynu 0,8 I/min
Tlak na zmlzovaci 3 bar

4.3.4.2 Obsah fenolickych latek

Obsah fenolickych latek v proteinovych izolatech byl stanoven pomoci kapalinové
chromatografie. 1 g vzorku proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub byl extrahovan 10 ml
96% ethanolu za stalého tfepani po dobu 30 min. Suspenze byla centrifugovéna (5 min,
6000 rcf, laboratorni teplota) a nasledné byl ziskany supernatant pfefiltrovan pies stiikatkovy
filtr (0,45 um). Extrahované fenolické latky byly ihned stanoveny na kapalinovém
chromatografu dle nastaveni uvedeném v tabulce 27.

Tabulka 27. Podminky analyzy fenolickych kyselin pomoci kapalinového chromatografu

Mobilni faze Acetonitril: 1% kyselina octova (10:90)
Pratok 0,7 ml/min

Detektor Waters 2487 Dual A Absorption detector
Vlnova délka 330nm

Kolona Kinetex 2.6u C18 100A; 100x 4.60um
Teplota na kolon¢ 35°C

4.3.4.3 Obsah tuku a mastnych kyselin

Zastoupeni mastnych kyselin a celkovy obsah tukil v pSeni¢nych otrubéch a v proteinovém
izolatu byl stanoven pomoci plynové chromatografie. Pro jejich stanoveni byly tyto mastné
kyseliny ve vzorcich pfed analyzou transesterifikovany na methylestery konkrétnich mastnych
kyselin.

K 10-20 mg namletych otrub nebo proteinového izoldtu odvazenych do sklenénych
krimplovacich vialek bylo ptidano 1,8 ml transesterifikaéni smési (0,5 mg/ml interniho standard
C17, 15% roztok kyseliny sirové v methanolu). Transesterifikace tuki ve vzorcich probéhla v
zakrimpolvanych vialkach umisténych do termobloku pfedehiatém na teplotu 85 °C po dobu
2 hodin. Po uplynuti této doby byly vialky ochlazeny na laboratorni teplotu, transesterifikové
vzorky byly kvantitativné pfevedeny do 4 ml sklenénych vialek s 0,5 ml 0,05 M NaOH. Déle
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byl do téchto vialek ptidan 1 ml hexanu. Cely obsah vialek byl dikladné promichdn na vortexu
(6 minut), ptficemz doslo k rozdéleni fazi. Z horni, bezbarvé faze bylo odpipetovano 0,1 ml
vzorku do nové vialky, bylo pfidano 0,9 ml hexanu () a promichano tfepanim. Takto pfipravené
vzorky byly analyzovany pomoci plynového chromatografu Thermo Fisher TRACETM GC.
Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 28.

Tabulka 28 Podminky analyzy celkovych tukii a methylesterti mastnych kyselin

Davkovani Autosampler Thermo Scientific A1 1310
Kolona Zebron ZB-FAME; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Detektor FID
Nosny plyn, pritok H2; 1 ml/min
Objem nastiiku 1ul
Teplota (injektor) / teplota (detektor) 250 °C/260 °C
Prittok Vzduch — 350 ml/min; N2.— 30 ml/min;
H2 — 35 ml/min

4.3.5 Stanoveni stravitelnosti proteini

Byla ovéfena stravitelnost proteint obsazenych ve vzorku pSeni¢nych otrub a proteinového
izolatu z pSeni¢nych otrub pomoci simulace podminek traviciho traktu. Stanoveni stravitelnosti
bylo provedeno vzdy ve 2 opakovani.

1 g daného vzorku bylo nejprve smichdno s 15 ml 0,03 M HCI a po dobu 5 min tfepano pii
teplot¢ 37 °C. Poté byla hodnota pH této suspenze upravena na hodnotu 1,9 + 0,05
(1M NaOH/1M HCI) a byl pfidan 1 ml roztoku pepsinu (4 mg/ml; 2000 U/g) a suspenze byla
ttepana a inkubovana dalSich 30 min v tfepacim inkubétoru IKA KS 3000. Nasledné bylo pH
suspenze upraveno na 7,5 pomoci 1M NaOH, bylo ptidano 4,5 ml fosfatového pufru a 1 ml
roztoku pankreatinu (5 mg/ml, 4 USP). Suspenze byla dale opét inkubovéna a tfepana pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti dan¢ doby byla suspenze zcentrifugovana (8000 rcf,
10 min, laboratorni teplota), obsah nestravenych proteinii v sedimentu byl stanoven pomoci
Kjeldahlovy metody (viz kap. 4.3.1).

4.4  Velkoobjemové 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 ovéteny 4 varianty izolace proteint,
které¢ se mezi sebou liSily zejména pouzitim odliSnych typt odstfedivek, nebo pomérem
extrakéniho ¢inidla ku mnozZstvi otrub. VSechny testované varianty byly provedeny za ucelem
zvySeni vytéZnosti a zastoupeni bilkovin ve findlnim proteinovém materialu.

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

Pro napodobeni laboratornich podminek izolace proteini z pSeni¢nych otrub byla pro
odd¢€leni 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, otacky Snekového dopravniku 3-5 ot./min, objemovy priitok suspenze
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660 1/h), kde doslo k odstranéni nejhrubsich ¢asti suspenze. V dalSim kroku byl pak supernatant
pumpovan do odstfedivky Alpha laval Clara 80 disck stack centrifuge (8000 ot./min, doba mezi
cykly 30 minut, objemovy pritok suroviny 450 1/h), ¢imz byl proteinovy extrakt z pseni¢nych
otrub jeste precistén.

Precipitace extrahovanych proteinti byla provedena Gpravou pH supernatantu na hodnotu 4
+ 0,1 pomoci 2M H2SO4 za stdlého michdni (100 ot/min, 30 min, teplota 25 °C) opét
v bioreaktoru CSTR IF-1500 vybavenym hiidelovym michadlem, ktery byl pfedem vyc¢istén.
Vznikla suspenze byla opét Cerpana pomoci pumpy X do odstfedivky Alpha laval Clara 80
disck stack centrifuge (8000 ot./min, doba mezi cykly 15 minut, objemovy pritok suroviny
500 I/h), kde doslo k oddéleni precipitované proteinové frakce od supernatantu. Ziskany
sediment byl nakonec nalit na podnosy pro zmrazeni (-35 °C, 6 hodin) a nasledn¢ lyofilizovan
pomoci zatizeni Lyo-tech (24hodin, tlak v komoie 30 Pa, teplota polic 20 °C). Parametry celé¢ho
procesu velkoobjemového procesu izolace proteinii z pSeniénych otrub jsou zobrazeny
v tabulce 29.

Tabulka 29 Parametry 1. varianty velkoobjemové izolace proteinii z pSenicnych otrub

Extrakce

Extrakéni objem (0,05 M NaOH) (1] 1000
Navazka otrub [ka] 50
Doba extrakce [h] 2
Rychlost michani [ot/min] 300

1. odstiedivka Aldec 10
Otacky bubnu [ot/min] 5000
Otacky $nekového dopravniku [ot/min] 35
Objemovy pritok suroviny [1/h] 660

2. odstiedivka Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 30
Objemovy pritok suroviny [1/h] 450
Precipitace pH 4
Objem konc. H2SO4 [mi] 400
Doba precipitace [min] 30
Rychlost michani [ot/min] 100
Teplota [°C] 25

3. odstiredéni Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 15
Objemovy pritok suroviny [1/h] 500
Lyofilizace Lyo-tech
Teplota zmrazeni [°C] -35
Doba zmrazeni [h] 6
Doba suseni [h] 24
Tlak v komote [Pa] 30
Teplota polic [°C] 20
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Ve druhé varianté byla testovana izolace proteini 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
odstiedivky Aldec 10 decanter na 4795 ot./min a upravit tak pritok suspenze na 480 1/h.
Nastavené parametry této varianty jsou uvedeny tabulce 30.

Tabulka 30 Parametry 2. varianty velkoobjemové izolace proteinii z pSenicnych otrub

Extrakce

Extrakéni objem (0,05 M NaOH)  [l] 1000
Navazka otrub [ka] 100
Doba extrakce [h] 2
Rychlost michani [ot/min] 300

1. odstiedivka Aldec 10
Otacky bubnu [ot/min] 4795
Otacky $nekového dopravniku [ot/min] 3-5
Objemovy pritok suroviny [1/h] 480

2. odstiredivka Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 30
Objemovy pritok suroviny [1/h] 450
Precipitace pH 4
Objem konc. H2SO4 [ml] 880
Doba precipitace [min] 30
Rychlost michani [ot/min] 100
Teplota [°C] 25

3. odstiredéni Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 15
Objemovy pritok suroviny [1/h] 500
Lyofilizace Lyo-tech
Teplota zmrazeni [°C] -35
Doba zmrazeni [h] 6
Doba suseni [h] 24
Tlak v komote [Pa] 30
Teplota polic [°C] 20

Ve treti varianté izolace proteinl z pSeni¢nych otrub byla provedena zména v nastaveni
odstfedivky Aldec 10 decanter za Gi€elem sniZeni celkového Casu izolace a zvySeni Gi€innosti
odstied’ovani. Pfi zvySeni otdcek na 5000 ot/min a pritoku suspenze 580 I/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 nizSiho
prutoku — 431 I/h. Paramtery této varianty jsou zobrazeny v tabulce 31.
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Tabulka 31 Parametry 3. varianty velkoobjemové izolace proteinii z pSeni¢nych otrub

Extrakce

Extrakéni objem (0,05 M NaOH) (1] 1000
Navazka otrub [ka] 100
Doba extrakce [h] 2
Rychlost michani [ot/min] 300

1. odstredéni Aldec 10
Otacky bubnu [ot/min] 5000
Otacky $nekového dopravniku [ot/min] 35
Objemovy pritok suroviny [1/h] 5480
Precipitace pH 4
Objem konc. H2SO4 [ml] 900
Doba precipitace [min] 30
Rychlost michani [ot/min] 100
Teplota [°C] 25

2. odstiredéni Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 15
Objemovy pritok suroviny [1/h] 431
Lyofilizace Lyo-tech
Teplota zmrazeni [°C] -35
Doba zmrazeni [h] 6
Doba sus$eni [h] 24
Tlak v komote [Pa] 30
Teplota polic [°C] 20

Ve ¢tvrté varianté izolace proteinti z pSeni¢nych otrub byla odstredivka Aldec 10 decanter
nahrazena sedimentacnim tankem s filtraéni ptfepazkou. Obdélnikovy sedimentacni tank
0 rozmérech 1,4x0,7x0,6 m byl vybaven perforovanymi deskami s 4vrstvou filtra¢ni vlozkou
umisténymi na dné. Kapacita pouzitého tanku byla 151 1/m?xh. Béhem separace byla suspenze
otrub a extrakéniho ¢inidla neustdle michédna, aby se pfedeslo problémim s jejim Cerpanim
do usazovaci nadrze.

V této varianté bylo také testovano alternativni suSeni ziskaného proteinového materidlu,
ato sprejovym suSenim. Po centrifugaci precipitované¢ho proteinového materidlu byl jeho
objem rozdélen na 2 ¢asti — 35 litrli bylo lyofilizovano a 18 litri bylo suSeno pomoci sprejové
suSarny s maximalni kapacitou evaporované vody 30 I/h (Gea Niro Atomizer, Italie). Podminky
ctvrté varianty velkoobjemové extrakce proteini jsou uvedeny v tabulce 32.
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Tabulka 32 Parametry 4. varianty velkoobjemové izolace proteinii z pSeni¢nych otrub

Extrakce

Extrakéni objem (0,05 M NaOH) [1] 1000
Navazka otrub [ka] 100
Doba extrakce [h] 2
Rychlost michani [ot/min] 300
Sedimentac¢ni tank s filtra¢ni prepazkou

Rozméry [m] 1,4x0,7x0,6
Kapacita [I/m3xh] 151

Cas separace [h] 6,62
Precipitace pH 4
Objem konc. H2SO4 [ml] 900
Doba precipitace [min] 30
Rychlost michani [ot/min] 100
Teplota [°C] 25

3. odstiredéni Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 15
Objemovy pritok suroviny [1/h] 431
Lyofilizace Lyo-tech | Sprejové suSeni

Objem vlhkého izolatu [1 35 Objem vlhkého izolatu [1] 18
Teplota zmrazeni [°C] -35 Vstupni teplota vzduchu [°C] 185
Doba zmrazeni [h] 6 Vystupni teplota vzduchu [°C] 80
Doba suseni [h] 24 Utinnost odpafovani [ka/h] 18,2
Tlak v komote [Pa] 30 Doba suseni [h] 1
Teplota polic [°C] 20

4.5 Aplikace proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub v potravinarstvi

Proteinovy koncentrat z pseniénych otrub ziskany a charakterizovany dle postupi
uvedenych v kapitolach 4.2 a 4.3 byl nasledné testovan jako proteinovy fortifikant rtiznych
druhti potravin. Jeho pridavek byl proveden za u¢elem zvySeni nutri¢ni hodnoty dané potraviny,
ovSem za soucasného zachovani jejich senzorickych a funkénich vlastnosti. V1iv pfidavku na
kvalitu a vlastnosti potraviny byl porovnavan s pridavkem proteinového materialu, ktery je
V potravinafstvi bézné vyuzivany pro piipravu vysokoproteinovych potravin. U kazdého typu
fortifikované potraviny byly provedeny analyzy, které dostatecné charakterizuji vliv pridavku
proteinu na jeji vlastnosti.

45.1 Priprava a charakterizace vysokoproteinovych jogurtia

Vysokoproteinové jogurty se stavaji velice populdrni a nutricné pfinosnou potravinou.
Ptidavek proteinli nesmi negativné ovliviiovat typické vlastnosti jogurtu, jako je hladka textura
nebo sladkokyseld chut, proto musi byt vyvoj jogurtu s obsahem proteinového izolatu
Z pSeni¢nych otrub optimalizovan.

Vyroba vysokoproteinového jogurtu

Pro vyrobu vSech vzorki jogurth bylo pouZito Cerstvé, plnotucné, pasterizované mléko
(Moravia Lacto, Ceska republika). Komeréni jogurtova kultura obsahujici bakterie
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Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus (YF-L812, Chr.
Hansen, Dansko) byla zvolena pro pfipravu 1% inokula, které bylo nasledné¢ pouzivano
pro zah4ajeni fermentace mléka. Jogurty se zvySenym obsahem proteinti byly obohaceny 2 a 5%
hmotnostnim ptidavkem proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub nebo syrovatkového
proteinu (Vilgain Aktin). Za ucelem zlepSeni senzorickych vlastnosti vysokoproteinovych
jogurtt pak byly ptipraveny jogurty s 5% a 10% hmotnostnim ptidavkem OP, kombinace OP
a SP nebo enkapsulovaného OP.

MIéko bylo pied ptipravou vzorkl jogurti zahiato na 70 °C po dobu 10 min, po ochlazeni
na teplotu laboratofe bylo pifidano inokulum v poméru 1:100 a odpovidajici mnoZzstvi
proteinového materialu. Smés byla promichana a zhomogenizovéna a umisténa do jogurtovac
(Klarstein, Némecko) vyhiivaného na definovanou teplotu 42 °C pfiblizné na 8 hodin. Poté
byly vzorky umistény do lednice (4 °C) do dalsich analyz. Pfed kazdou analyzou byl vzorek
jogurtu pomoci 1zi€ky zhomogenizovan.

U vzorki s 2 a 5% OP byla stanovena kapacita zadrzovani vody (KZV), jejich reologické
vlatsnosti a zivotaschopnost jogurtovych bakterii. Pro senzorickou analyzu byly pfipraveny
jogurty s 5 a 10% obsahem bilkovin, jejichz zdrojem bylo bud’ mléko, OP nebo susené mléko.
Jako reference slouzil vzorek jogurtu bez pfidavku proteind. VSechny vzorky byly pfipraveny
Vv duplikatech. OznaCeni a slozeni pripravenych a dale testovanych vzorkd je uvedeno
v tabulce 33.

Tabulka 33 Oznaceni a slozeni vzorkii pripravenych vysokorpoteinovych jogurtii

OP Susené mléko  Enkapsulovany  Celkovy obsah
[d] [d] OP [g] bilkovin [%]
Reference - - - 3,3
KZV, reologické viastnosti, Zivotaschopnost bakterii
2% OP 2,0 - - 4,6
5% OP 5,0 - - 6,8
Senzoricka analyza
5% OP 2,01 - - 5
10% OP 7,91 - - 10
5% MIX1 1,00 2,74 - 5
5% MIX2 1,33 1,84 - 5
10% MIX1 3,96 10,8 - 10
10% MIX2 5,27 7,19 - 10
5% E-OP - - 3,15 5
10% E-OP - - 12,4 10

Stanoveni suSiny, kapacity zadrZovani vody a synereze jogurti

Obsah susiny, kapacita zadrzovani vody a synereze jsou fyzikalné-chemické vlastnosti, které
jsou vyznamnymi ukazateli kvality jogurtd. Tyto vlastnosti byly ve vSech ptipravenych
vzorcich stanoveny v duplikatech.

Susina vzorkil byla stanovena susenim jeho definovaného mnozstvi v pfedem vysusené a
zvazené hlinikové nadobce v susarné pfii teploté¢ 105 °C do konstantni hmotnosti (pfiblizné
3,5 hodiny). Za ti¢elem stanoveni kapacity zadrzovani vody (KZV) bylo do 50 ml centrifugacni
zkumavky odvazeno ptiblizné 10 g (mo) kazdého vzorku jogurtu, které byly nasledné
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centrifugovany (10000 rcf, 10 min, laboratorni teplota). Oddéleny supernatant byl slit a zbyly
sediment op€t zvazen (msed). Kapacita zadrzovani vody kazdého vzorku byla stanovena dle

rovnice:
Mgea

KZV = -100.

mo
Synereze byla stanovena duplicitné u vzorkl jogurtii uréenych pro senzorickou analyzu po
7 dnech skladovani pti 4 °C. Definované mnozstvi jogurtu bylo navazeno na ptedem navlhéeny
filtra¢ni papir a umisténo do nalevky ve stojanu. Uvolnéna syrovatka byla po dobu 3 hodin
sbirana do odmérného valce. Mira synereze byla nasledné stanovena jako objem uvolnéné
syrovatky (ml) na 100 g jogurtu.

Stanoveni celkového poc¢tu mikroorganismu

Celkovy pocet a viabilita mikroorganismt ve vzorcich jogurt byly stanoveny pomoci
prutokového cytometru s fluorescencni detekci Cytek Aurora (Cytek Biosciences Inc., USA).
Stanoveni probéhlo po 8 dnech skladovani pripravenych vzorkl jogurtti vzdy v triplikatech.

1 ml kazdého vzorku bylo pomoci vortexu rozsuspendovano v 10 ml citratového pufru
(100 mM, pH 4,4) a ziedéno na koneénou koncentraci ptiblizng 10° bunék na 1 ml. Nasledng
byly k 1 ml ztedéného vzorku pfidany 2 ul roztoku propidium jodidu (2 mg/ml, Thermo Fisher
Scientific). Poté byla bakterialné suspenze inkubovana na temném mist¢, pii laboratorni teploté
po dobu 5 min. Takto ptipravené vzorky byly pak neprodlené zméteny, pozorovany signal byl
stanoven na kanalu B6 (617 + 15 nm).

Stanoveni reologickych vlastnosti jogurtu

Pomoci rota¢niho reometru DHR-2 (TA Instruments, Inc, USA) byly stanoveny tokové
vlastnosti (viskozita, smykova rychlost, smykové napéti) testovanych vzorka jogurtd. Pro
méteni téchto typl vzorkl byly pouzity soustiedné ocelové valecky s primérem 40 mm,
pfiCemz vyska meéfici Stérbiny byla 5917 pm. Meéfeni byla provedena vzdy alespon
V duplikatech pii teploté 10 °C.

Po umisténi dostate€ného mnozstvi vzorku do méficiho véaleCku se vzorek nejprve nechal
3 minuty odlezet a vytemperovat na teplotu méfeni 10 °C. VloZena axialni sila, ptisobici na
vzorek v mezefe (1000 um), nepiesahla pfi méfeni 5 N. Smykova rychlost byla zvySovéana
logaritmicky od 0,1 s do 10 s, p¥i¢emz hodnota méfené zdanlivé viskozity pti dané smykové
rychlosti musela byt ustdlena alespoii po dobu 5 sekund. Po dosazeni maximdlni hodnoty
smykové rychlosti bylo zahdjeno méteni zdanlivé viskozity v prib&hu klesajicich hodnot
smykové rychlosti (10 — 0,1 s%).

Senzoricka analyza vysokoproteinovych jogurta

Senzorickd analyza jogurtd probéhla 1 den po pfipravé danych vzorkii v laboratofi
senzorické analyzy (Fakulta Chemické, Vysoké uceni Technické Brno), ktera svym vybavenim
odpovidd normé ISO 8599. Analyzy se zucastnilo celkem 20 hodnotitelll s relevantnimi
zkuSenostmi a znalostmi mléénych vyrobkd a dostatenym vzd€lanim v oblasti senzorické
analyzy rtznych druhd potravin. VSechny hodnocené senzorické parametry vzorkii byly
porovnany s referenénim vzorkem. Jako neutralizdtory pifi hodnoceni byla hodnotitelim
k dispozici voda a bily rohlik. Hodnocené vzorky mély teplotu okolo 5 °C, coz odpovida teploté
bézn¢ konzumovanych jogurti. Oznaceni jednotlivych vzorkt bylo Sifrované.

Senzoricky dotaznik byl rozdélen na 3 Casti — hodnoceni textury (1), aroma a chuti
jednotlivych vzorkli. Mezi hodnocené texturni vlastnosti byly zafazeny deskriptory
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homogenity, tuhosti, hustoty a krémovitosti, které¢ byly hodnoceny vizualn¢, mechanicky
pomoci ¢ajové 1zicky, ¢i pii povaleni vzorku na jazyku. Aroma (2) vzorkl bylo hodnoceno
Cichovymi receptory. Sladkost, kyselost a hoikost byly zafazeny mezi chutové deskriptory,
jejich vniméni bylo vyhodnoceno po vloZeni a nékolikandsobném pievaleni vzorku v ustech.
Skoére pro celkovy dojem bylo hodnotiteli udéleno dle jejich osobnich preferenci a pozadavki
na jogurt.

Hodnoceni bylo provedeno pomoci Sbodové stupnice, se slovné definovanym skoére 1, 3
a 5 charakteristicky pro kazdy deskriptor (tabulka 34). Mediany skore jednotlivych deskriptora
byly pouzity pro vyhodnoceni pomoci softwaru Statistica (Tibco, Palo Alto, USA, version
14.1).

Tabulka 34 Slovni charakteristika bodového skoére pro jednotlivé deskriptory senzorické

analyzy jogurtit
Deskriptor 1 3 5
. Nehomogenni, velké Nehomogenni, malé Homogenni, bez
Homogenita
hrudky hrudky hrudek
Lehce michatelné Cer aex ., e .
Tuhost - . Tuzsi, 1zi¢ka nestoji Tuhé, 1zicka stoji
1zicka nestoji
Hustota Ridké, tekuté Ridké, kompaktni Celistvé, kompaktni
, ) e, Krémovité, obéasné Krémovité, bez
Krémovitost Piscité
hrudky hrudek
Nepiijemné, , " , . .
Aroma VI.) ) , Neznatelné Ptijemné, jogurtoveé
nepiirozené
Sladkost Neznatelné Piijemné Velmi intenzivni
Kyselost Neznatelné Ptijemné Velmi intenzivni
Hotkost Neznatelné Stredn€ intenzivni Velmi intenzivni
Celkovy dojem Vibec mi nechutnalo Piijatelné Moc mi chutnalo

Za ucelem zlepSeni senzorickych vlastnosti vysokoproteinovych jogurti bylo otestovano
mleti (M-OP), rizny pomér michani OP se suSenym mlékem (MIX) a enkapsulace OP
(E-OP). Mleti bylo provedeno pomoci kulového mlynu (HK 40, Ceska republika) za u¢elem
zmenSeni velikosti proteinovych Castic a nasledné piscCitosti vysokoproteinovych jogurti.
Velikost vyslednych c¢astic byla méfena pomoci disperzni jednotky (Rodos, Sympatec,
Némecko) a laserové difrakce (Helos, Sympatec, Némecko).

Enkapsulace OP do alginatu sodného byla provedena za ucelem snizeni hotkosti proteinu.
Alginat byl rozpustén v destilované vodé za staleného michani a zahtivani (60 °C) na vyhiivané
magnetické michacce po 1 hodin€. Vznikly roztok byl nasledné ochlazen na 35 °C a za stalého
michani byl ptfidan OP, suspenze se dale homogenizovala dalsi hodinu. Pomér alginatu a OP ve
vysledné suspenzi byl 1:5.

Supsenze byla poté pieerpana pomoci peristaltické pumpy hadi¢kou o priméru 2 mm
do 10% roztoku CaCl,, kde se zacaly tvofit enkapsulované castice. Ty byly pomoci sita
zfiltrovany, 3krat promyty destilovanou vodou a suSeny pfi laboratorni teploté na filtracnim
papife po dobu 12 hodin. Pied pouzitim za ucelem vyroby vysokoproteinového jogurtu byly
&astice skladovany v suchu a temnu. Uginnost enkapsulace byla ovéfena stanovenim obsahu
bilkovin v ¢asticich pomoci metody dle Kjeldahla (viz kap. 4.3.1). Velikost enkapsulovanych
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proteinovych ¢astic byla stanovena pomoci vibra¢niho sitové tfepacky a série sit (Retsch, Haan,
Némecko).

452 Priprava a charakterizace vysokoproteinového peciva

Jako jedna zdalsich moznych aplikaci proteinového izoladtu =z pSeni¢nych otrub
V potravinarstvi byl testovan jeho ptidavek do pekaiskych smési za ucelem pfipravy
vysokoproteinového peciva. Pomoci farinografického a extenzografického stanoveni vlastnosti
piipravenych tést a senzorické analyzy hotového vysokoproteinového peciva byly definovany
rozdily mezi neobohacenym pefivem a pecivem obohacenym proteinovym izoldtem
Z pSeniénych otrub nebo komerénim syrovatkovym proteinem (Vilgain Aktin, Ceska
republika).

Vyroba vysokoproteinového tésta a peciva

Za ucelem ovéfeni vlastnosti vysokoproteinového peciva bylo nejprve pfipraveno nékolik
smési svétlé, hladké pseniéné mouky (Mlyny J. Vozenilek, Ceska republika) s proteinovym
koncentratem z pSeni¢nych otrub nebo se syrovatkovym proteinem (Vilgain Aktin, Ceska
republika). Bylo testovano nékolik procentualnich substituci pSeni¢né mouky danym
proteinovym materialem, konkrétné byly vytvoreny smési s 5, 10 a 15% obsahem daného
proteinového materialu. Seznam pfipravenych vzorkli smési je uveden v tabulce 35.
Jako reference slouzila neobohacena hladka pseni¢na mouka.

Tabulka 35 Slozeni a oznacni vzorkii smési mouky a proteinového materidilu

Oznaceni vzorku PSeni¢nd mouka [g] Proteinovy material [g]

Reference 100 -

5% OP 5 95
10% OP 10 90
15% OP 15 85
5% SP 5 95
10% SP 10 90
15% SP 15 85

Ke kazdé takto ptipravené smési bylo nasledné pridano piiblizné 2,6 g soli, 1,3 g kvasnic
a 70 ml vody, vSechny suroviny byly fadné promichany. Poté se vzniklé tésto uvalelo do tvaru
baget a nechalo 20 min kynout pii pokojové teploté. Nakonec se nakynuté bagety pekly
Vv elektrické troubé pii teploté 240 °C po dobu 20 min.

Stanoveni farinografickych vlastnosti vysokoproteinovych tést

Farinografické vlastnosti té€st vytvotfenych zvySe uvedenych smési hladké mouky
a proteinového materialu byly testovany na farinografu-E (Brabender, Némecko) vybavenym
hnéta¢em r S 300 H pro 300 g mouky. Rychlost otacek lopatek hnétace byla 63 ot/min. Teplota
Vv pribéhu experimentu byla 29,9 °C, jeji stalost byla korigovana pomoci termostatu.

Dle aktualni vlhkosti vzorku smé&si bylo jeji dané mnozstvi s pfesnosti na jedno desetinné
misto odvazeno do hnétace. K tomuto mnozstvi bylo pomoci byrety pfidano takovy objem
vody, ktery zplsobil vznik tésta s pozadovanou hodnotou krouticiho momentu a konzistence.
Tyto parametry jsou zavislé na vaznosti vody konkrétni smési.

Hned po ptfidani vody dochazi ve hnétaci k tvorbé tésta, méfeni je zapocato pii hodnoté
krouticiho momentu 40 FE. Konzistence vznikajiciho tésta by neméla piesdhnout hodnotu
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500 FJ. Objem ptidané vody k ziskani pozadované konzistence se u jednotlivych vzorkt smési
lisilo kvuli rozdilnym hodnotam jejich vaznosti vody. Pro testované smeési jsou tato mnozstvi
uvedena v tabulce 36. Farinografické stanoveni trvalo 20 min a bylo provedeno u referen¢niho
vzorku mouky, a vzorkti 5% OP, a5 % SP.

Tabulka 36 Objem vody pridavany ke vzorkiim smési pro stanoveni jejich farinografickych

vilastnosti
Objem vody [ml]
Reference 55,8
5% OP 52,6
5% SP 56,4

Stanoveni extenzografickych vlastnosti vysokoproteinovych tést

Extenzografické¢ vlastnosti tést pfipravenych ze vzorkli smési byly stanoveny na
extenzografu-N (Brabender, Némecko). Tésto bylo pomoci farinografu-N dle popisu a
pozadavkl na stanovovani farinografickych vlastnosti v kap. 4.5.2.2. Misto destilované vody
byl ovSem k navaZené smési ve hnétaci byretou pridavan 0,1 M roztok NaCl. Aby bylo po
5 minutach dosazeno optimalni konzistence tésta 500 FJ, musel byt ptidavek roztoku NaCl ke
smési optimalizovan, tyto objemy jsou pro jednotlivé vzorky uvedeny v tabulce 37.

Tabulka 37 Objem 0,IM NaCl pridavany ke vzorkiim smési pro stanoveni jejich
extenzografickych vlastnosti

Objem 0,1M roztoku NaCl [ml]

Reference 54,6
5% OP 52,6
10% OP 54,9
15% OP 57,7
5% SP 47,9

Z hnétace bylo tésto presunuto do skulovace, kde doslo k vytvofeni klonku. Ten byl dale
vloZzen do vyvalovace pro vytvoreni tvaru valecku. ValeCky se nésledn€ na 30 minut umistily
do vytemperované komory (30,4 °C) na odleZeni.

Extenzografické vlastnosti té€sta byly testovany natahovani vzniklého valeCku pomoci hdku
az do jeho pfetrZzeni. Odpor kladeny té€stem pii jeho natahovani byl zaznamenavam pomoci
registracniho zatizeni. Po ptetrzeni tésta byl tento vzorek tésta opet umistén do skulovace a cely
extenzograficky experiment byl zopakovan. Nastaveni extenzografu je zobrazeno v tabulce 38.

Tabulka 38 Nastaveni extenzografu-N (Brabender, Némecko)

Pocet otacek skulovace [min-1] 83+3
Pocet otacek vyvalovace [min-1] 15+1
Rychlost otacek [cm.s-1] 1,50 £ 0,05
Rychlost posuvu registracniho papiru [cm.s-1] 0,70 £ 0,01
Sila, vynaloZeni na extenzografickou jednotku [mN.EJ-1] 12,3+ 0,3
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Senzoricka analyza vysokoproteinového peciva

Senzoricka analyza peciva probéhla 1 den po jeho ptipravé v laboratofi senzorické analyzy
(Fakulta Chemické, Vysoké uceni Technické Brno), ktera svym vybavenim odpovida norme
ISO 8599. Analyzy se zGc¢astnilo celkem 20 hodnotiteli s relevantnimi zkusenostmi a znalostmi
pekatskych vyrobkl a dostatecnym vzd€lanim v oblasti senzorické analyzy riiznych druht
potravin. Jako neutralizator chuti pfi samotné analyze byla k dispozici voda.

Bylo hodnoceno celkem 7 vzorkti peciva. K hodnoceni bylo ptedlozeno kolecko kazdého
vzorku peciva, na kterém bylo mozné posoudit jak vlastnosti kiirky, tak stiidy.

Byly hodnoceny texturni, chutové vlastnosti a aroma kazdého vzorku. Mezi hodnocené
texturni vlastnosti patiil deskriptor struktury, povrchu, tvrdosti a zvykatelnosti. Slanost
a hotkost byly zatazeny mezi vyznamné chutové deskriptory. Hodnotitelé¢ mohli také definovat
konkrétni chut’ (naptf. maselna, obilna, ofiSkova) ¢i vini (napf. maselnd, obilnd, ofiskova)
dan¢ho vzorku. Skore pro celkovy dojem bylo hodnotiteli udéleno dle jejich osobnich
preferenci a pozadavki na pecivo.

Hodnoceni bylo provedeno pomoci Sbodové stupnice, se slovn¢ definovanym skoére 1,3 a 5
charakteristicky pro kazdy deskriptor (tabulka 39). Mediany skore jednotlivych deskriptort
byly pouZity pro vyhodnoceni pomoci softwaru Statistica (Tibco, Palo Alto, USA, version
14.1).

Tabulka 39 Slovni charakteristika bodového skore pro jednotlivé deskriptory senzorické

analyzy peciva

Deskriptor 1 3 5
Struktura Velmi droliva, piscita Mirné¢ droliva Soudrzna
Povrch Drsny Polohladky Hladky
Tvrdost Obtizné stlacitelny Stredn¢ tvrdy Mekky
Zvykatelnost T\ird’y ’ obt1z’ne Stredné zvykatelny Sn’adno zvykatelny’,

zvykatelny V ustech se rozpada
Aroma Neptijemna Neznatelna Ptijemna
Hoftkost Nevyrazny Stfedné vyrazny Vyrazny
Slanost Nevyrazny Stredné vyrazny Vyrazny
Chut — celkovy vjem Nedostatecna Primérna Vyborna
Celkovy dojem Viibec mi nechutnal Ptijatelné Moc mi chutnalo
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5 Vysledky a diskuze
5.1 lzolace proteini z pSeni¢nych otrub
5.1.1 Charakterizace pSeni¢nych otrub

Pro veskeré experimenty provedené v rdmci této dizertani prace byly pouzity pSeni¢né
otruby (PO) z Mlyni J. Vozenilek (Ceska republika). Za uéelem jejich valorizace bylo nejprve
pomoci riznych analytickych technik charakterizovano slozeni pSeni¢nych otrub, a to jak jejich
majoritn¢, tak 1 minoritné zastoupenych komponent. Mezi majoritné zastoupené slozky patii
polysacharidy, bilkoviny a voda, v menSich mnozstvich pSeni¢né otruby obsahuji také tuky,
fenolické latky a anorganické slozky. VSechny komponenty byly stanoveny dle postupti
uvedenych v kapitole 4.3. Zastoupeni jednotlivych slozek PO z Mlyny J. Vozenilek je uvedeno
a porovnano se zahrani¢ni literaturou v tabulce 40.

Tabulka 40 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 140+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 57-6,5

Dle udajh v tabulce 40 se slozeni PO z Mlyni Vozenilek vyrazné nelisi od slozeni PO
uvadéném Apprichem et al. [91] nebo Curtiem et al [309]. Celkovy obsah bilkovin v PO Mlyny
J. Vozenilek byl necelych 19 %. Mnozstvi bilkovin v otrubach je zavislé na zptisobu a stupni
vymleti pSeni¢ného zrna [79]. Dle relativné malé odchylky v méteni lze usuzovat, ze proces
mleti pSeni¢nych zrn v Mlynech J. VoZenilek probihd jednotné a nedochazi tak k vykyvim
Vv zastoupeni bilkovin.

Pomoci SDS-PAGE analyzy (viz kap. 4.3.2) byly separovany jednotlivé frakce bilkovin
pSeni¢nych otrub dle jejich molekulové velikosti. Tyto frakce byly zaroven porovnany
s bilkovinnymi frakcemi pSeni¢né endospermu, jez jsou snadngji definovatelné. SDS-PAGE
elektroforeogram bilkovin pSeni¢nych otrub a pSeni¢ného endospermu vyhodnoceny pomoci
zobrazovaciho systému Gel Doc XR+ (BioRad, USA) je zobrazen na obr. 18.
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Obr. 18 Porovnani SDS-PAGE elektroforeogramii proteinii psenicného endospermu
a otrub
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Dle piilozenych elektroforeogramu (obr. 18) je evidentni, Ze zastoupeni bilkovinnych frakci

Vv pSeni¢ném endospermu a v pseni¢nych otrubach se od sebe 1isi. Nejvyraznéj$im rozdilem je

absence bilkovin s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa v endospermu. Dle velikosti a intenzity

past bylo dale ur€eno procentudlni zastoupeni bilkovin o dané molekulové hmotnosti ve
vzorcich endospermu a otrub, vyhodnoceni je zobrazeno v grafu na obr. 19.
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Obr. 19 Procentualni zastoupeni bilkovin o dané molekulové hmotnosti ve vzorku
pSenicného endospermu a otrub

Proteiny pSenice jsou tvofeny zejména gluteliny, prolaminy, albuminy a globuliny. Jejich
molekulova hmotnost a zastoupeni se 1i8i dle odrtidy, zptisobu kultivace nebo ¢asti rostliny, ze
které pochazi [310]. Je ziejmé, Ze existuji rozdily ve slozeni proteinovych frakci pSeni¢ného
endospermu a pSeni¢nych otrub pochazejiciho z jednoho pSeni¢ného kultivaru. Procentualni
sloZeni jednotlivych bilkovinnych frakci v pSeni¢nych otrubach a pSeni¢ném endospermu se
vyrazné nelisi. U obou vzorki tvoii nejzastoupenéjsi frakei bilkoviny s molekulovou hmotnosti
od 25 do 55 kDa, coz je rozmezi, které odpovida prolaminim, konkrétné o, P a
y-gliadinim [311]. Mnozstvi bilkovin s molekulovou hmotnosti mezi 10 a 25 kDa mirné
prevlada u pseni¢ného endospermu, stejné jako bilkovin s hmotnosti v rozmezi 80-200 kDa.
Tato rozmezi mohou byt typicka pro globuliny nebo nékteré nizkomolekularni gluteliny [312].
PSeni¢né otruby disponuji vy$sim zastoupenim bilkovin o hmotnosti 55-80 kDa odpovidajici
napiiklad molekulové hmotnosti -gliadinim nebo vysokomolekularnim glutelinim [311]. Na
zaklad¢é vysledkl lze konstatovat, ze proteinové izolaty z pSeni¢ného endospermu a z otrub
mohou mit jiné zastoupeni bilkovin a tim i jiné nutri¢ni a funk¢ni vlastnosti.

Vétsina lipida v pSenici se nachazi v klicku a plni zasobni funkci. Lipidy pSeni¢nych otrub
se vyskytuji pfevazné v aleuronové vrstvé ve formé triacylglycerold. Lipidy v aleuronové vrstveé
plni funkci zasobarny energie, jsou soucasti bunéénych membran nebo se G€astni regulacnich
a signaliza¢nich procest. PO bézn¢ obsahuji okolo 3 % lipidl v zavislosti na odridé a zptisobu
zpracovani pSeni¢ného zrna [313]. Testované pSeni¢né otruby obsahovaly 2,99 % + 0,47
celkovych lipidd, jejich bliz§i charakterizaci bylo urceno také zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin v PO, které je uvedeno v tabulce 41.
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Tabulka 41 Zastoupeni mastnych kyselin pSenicnych otrub
Slozka PO Mlyny J. VoZzenilek [%] PO dle Yadav et al. [%] [314]

PUFA 61,2+0,9 63,1 -64,9
C18:2 57,7+0,9 52,8 -60,7
C18:3 2,6 +1,0 3,3-4,2

MUFA 22,2+0,3 15,9-20,3

SFA 16,6 0,5 17,76 — 24,0

Nejvice zastoupené jsou polynenasycené mastné kyseliny (61 %), zejména kyselina linolova
(C18:2). Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) reprezentované hlavné kyselinou olejovou
(C18:1) tvori priblizné 22 % lipidi a 16 % tvofi nasycené mastné kyseliny (SFA), obzvlast
kyselina palmitova. Obdobné poméry zastoupenych mastnych kyselin byly uvedeny také
Uddinem et al. v superkriticky extrahovaném oleji z pSeni¢nych otrub [315] a Yadavem et al.
V hexanovém extraktu PO [314].

Obsah popela v pseni¢nych otrubach byl podle navodu uvedeného v kap 4.3.4.1, stanoven
na 6,03 + 0,58 %. Mezi prvky byly nejzastoupenéjsi fosfor a draslik, PO obsahuji také relativné
vysoké mnozstvi hot¢iku, coz je uvedeno v tabulce 42. Pii porovnani vysledkt s dostupnou
literaturou se otruby produkované v mlynech VoZenilek zdsadn€ neodchyluji od publikovanych
dat [91, 316].

Tabulka 42 Prvkové slozeni pSenicnych otrub

Prvek PO Mlyny J. Vozenilek [mg/g] PO dle Li et al. [mg/g] [316]
Sodik 0,09 + 0,01 0,02
Vapnik 0,75+0,1 0,73
Draslik 12,7+2,1 11,8
Hoic¢ik 45+09 6,10
Fosfor 13,7+ 0,7 10,1

5.1.2 Izolace proteinové frakce z pSeni¢nych otrub

Dle provedené charakterizace pSeni¢nych otrub Ize za jednu z nejhodnotnéjsich komponent
PO povazovat proteiny, které tvoii témét 19 % celkového obsahu. Proto byl za Gcelem
valorizace pseni¢nych otrub navrzen postup izolace proteinové frakce z jejich lignocelulézové
struktury. Izolace byla provedena pomoci metody pH-shift (postup viz kap. 4.2), kterou lze
povazovat za univerzalni pro extrakci vSech typu proteind. Pomoci SDS-PAGE analyzy byl
také ovéten vliv kazdého testovaného procesu izolace na fragmentaci fetézcli izolovanych
bilkovin.

Zakladni postup izolace proteinl z pSeni¢nych otrub byl postupné modifikovan riznymi
zpusoby, které mély vést k efektivnéjSimu uvolnéni bilkovin z lignocelulézové struktury
pusobenim extrakéniho ¢inidla a naslednému podpofteni precipitace vyextrahovanych proteint.
Typy modifikaci izola¢niho procesu byly rozdéleny do tti skupin — (1) pfediprava otrub, (2)
zména podminek extrakce proteinti a (3) zména podminek precipitace proteini. Vliv vSech
aplikovanych modifikaci na vytéznost izolace, zastoupeni bilkovin v izolatech a fragmentaci
bilkovinnych fetézci byl porovnan s referen¢nim postupem izolace (viz obr. 17).
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Vliv podminek izolace na vytéZnost proteinového izolatu

I ptesto, Zze byla zvolend metoda zamétena pouze na izolaci proteinli, v pribéhu procesu
mohly byt spolu s nimi extrahovany a nasledn¢ izolovany také dalsi balastni latky. Pfitomnost
téchto latek v konec¢ném proteinovém izolatu snizuje celkové zastoupeni bilkovin a tim i jeho
kvalitu. Nékteré latky se mohou v izolatech vyskytovat piirozené (napi. voda), nékteré jsou
Z pSenicnych otrub izolovany spolecné s proteiny (napfi. polysacharidy). Izolaci téchto latek 1ze
omezit nastavenim takovych podminek procesu, které minimalizuji jejich extrahovatelnost
spolu s proteiny, ¢i ptipadné zajisti odstranéni této jemné dispergované pevné frakce z extraktu
(napf. pomoci centrifugace). Vytéznost procesu izolace bilkovin z pSeni¢nych otrub byla
rozdé€lena na dva typy — celkova vytéznost a vytéznost samotnych bilkovin.

Celkova vytéznost procesu izolace bilkovin z pSeni¢nych otrub byla vyhodnocena jako
hmotnost izolovaného proteinového materialu (g) ze 100 g pSeni¢nych otrub. VytéZnost
bilkovin byla definovana jako hmotnost izolovanych, ¢istych bilkovin ze 100 g pSeniénych
otrub. Oba parametry efektivity izola¢ni technologie jsou zobrazeny na obr. 21. Obsah bilkovin
Vv pouzitych PO a zaroven maximalni mozna vytéznost bilkovin ¢ini 18,7 g/100 g, na obr. 20 je
zobrazena pomoci zluté cary. Konkrétni hodnoty vytéznosti véetné smérodatnych odchylek

jsou uvedeny v piiloze 1.
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Obr. 20 Vyteznost riiznych zpuisobii izolace proteinii z pSenicnych otrub

Pomoci zakladniho 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.

Nejvetsi nartst ve vytéznosti byl pozorovan pii zatfazeni enzymové hydrolyzy pSenicnych
otrub pomoci celuldz jako zptsobu predupravy. Celkova vytéznost tohoto zplisobu izolace
dosahovala 15 g izolatu na 100 g otrub a vytéznost bilkovin byla okolo 13 g/100 g. JelikoZ jsou
pSeni¢né otruby lignocelul6zovym materidlem, fada proteinti mize byt pevné inkorporovana
do jejich struktury [317]. V takovém piipadé nedochazi k jejich extrakci pfi pouziti slabych
zasad, ale az po naruSeni lignoceluldzy. Z vysledkil celkové vytéznosti izolace l1ze také vycist,
7e na extrahovatelnosti proteinti z pSeni¢nych otrub se nepodili skrobova frakce, jelikoZ jeji
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enzymaticka hydrolyza pomoci AMG méla na vytéznost izolace proteinti naopak negativni vliv,
podminky enzymatické hydrolyzy PO pomoci AMG (50 °C, 24 h) zifejmé& nezpisobily jen
hydrolyzu $krobu, ale také naruSeni struktury proteini vlivem pisobeni zvySené teploty [318].
Mleti ani odtu¢novani pSeni¢nych otrub nemélo na celkovou vytéznost procesu izolace proteini
signifikantni vliv.

Z4dna modifikace faze extrakce proteini nezptisobila zvyseni vytéznosti izolace. V piipadé
pouziti koncentrovanéjsiho extrakéniho ¢inidla, konkrétné 0,35 M NaOH, doslo naopak ke
Stépeni proteinti na kratsi peptidy, které se v kyselém prostiedi nesrazi. Tento postup sice vedl
ke zvyseni celkové vytéznosti, ale také zasadnim snizenim vytéZnosti bilkovin oproti
puvodnimu postupu. Zvyseni poméru navazky pseni¢nych otrub ku objemu extrak¢éniho ¢inidla
na 1:20 a 1:30 ani prodlouzeni doby extrakce na 2 a 3 hodiny nemélo na celkovou vytéznost
izolace proteini signifikantni vliv. Opakovani faze extrakce sice mélo za nasledek zvyseni
celkové vytéznosti procesu izolace, ov§em opakovanim dochazelo k extrakci a izolaci zejména
neproteinové frakce. Ani zvySeni teploty extrakce na 40 °C nezpusobilo uvolnéni proteinti
z lignocelulozové struktury i ptes to, Ze se proteiny za zvySené teploty stdvaji rozpustnéjsi
[319].

Stejné tak ke zvySeni vytéZnosti izolace nepomohly modifikace faze precipitace. Snizeni
teploty vyznamnéji nepodpoiilo precipitaci proteinti z extraktu, coz poukazuje na fakt, Ze
precipitace proteinti vyextrahovanych z pSeni¢nych otrub probihala velmi dobfe i pti pokojové
teploté. Zména pH pro srazeni proteint vedla naopak ke snizeni celkové vytéznosti i vytéznosti
bilkovin. Je tedy zfejmé Ze hodnota izolelektrického bodu extrahovanych bilkovin se pohybuje
okolo pH 4, coz je srovnatelné s hodnotou stanovenou Uttamem et al. [320]. Tato hodnota pH
je obdobna u fady rostlinnych proteint, Vtakovém roztoku jsou pak proteiny nejméné
solubilizovatelné [321].

Vliv podminek izolace na ¢istotu bilkovin

Zastoupeni bilkovin v bilkovinnych izolatech je dulezity parametr, ktery poukazuje na
Cistotu kone¢ného produktu. Pokud dany proteinovy material obsahuje vice nez 90 % bilkovin,
1ze ho oznacovat jako proteinovy izolat. V ptipad¢, ze obsahuje mezi 30 a 90 % bilkovin, je
takovy material definovany jako proteinovy koncentrat.

Zastoupeni bilkovin v izolovaném proteinovém materidlu uzce souvisi s podminkami jeho
izolace. K zajisténi Cistoty proteinového materidlu je nezbytné piredchazet hydrolyze
lignocelulozové struktury pSeni¢nych otrub, jejiz produkty by nésledné mohly byt spolu
S proteiny extrahovany. V piipadé€ pSeni¢nych otrub je také nezbytné i¢inn€ odstranit Skrobové
Castice naptiklad pomoci centrifugace nebo filtrace.

V idedlnim piipadé je izolace proteinového materidlu o daném zastoupeni proteini
jednostupiiova, bez nutnosti dodatecného precistovani produktu. Proto byl vliv modifikaci
provedenych v pivodnim postupu izolace proteini z pSeni¢nych otrub ovéfen také na
zastoupeni proteintl v kone¢ném izolovaném proteinovém materialu (Obr. 21).
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Obr. 21 Zastoupeni bilkovin v proteinovém materidlu z psenicnych otrub ziskaném riznymi
zpuisoby izolace

Zastoupeni bilkovin v materidlu izolovaném zakladnim postupem se pohybovalo okolo
83 %, coz odpovida proteinovému koncentratu. Takovéto typy materidlu vzdy obsahuji urcité
mnozstvi vlhkosti, jelikoZ jsou hygroskopické. Vodu a vlhkost by bylo z materialu mozné
odstranit prodlouzenim doby lyofilizace, ovSem velmi nizky obsah vody v proteinovych
materidlech mize mit za nasledek zménu jeho fyzikalné chemickych vlastnosti, napiiklad
schopnost opétovné vazat vodu po delsi dobé skladovani [321, 322]. Dalsi slozky proteinovych
koncentrat mohou byt nejcastéji polysacharidy, v ptipadé proteinového koncentratu z PO je to
Skrob.

Zména v zastoupeni bilkovin v proteinovych materidlech oproti piivodnimu postupu byla
pozorovana jen u nékolika modifikovanych zptisobti izolace. Jelikoz byla vétSina neproteinové
frakce oddélena spolu s deproteinovanymi otrubami pomoci centrifugace (8000 rcf, 10 min,
laboratorni teplota) v pribéhu izolace, byly odhaleny spiSe modifikace pivodniho postupu
izolace, které zptsobily vyznamny pokles v zastoupeni bilkovin.

Mirny nardst v zastoupeni bilkovin oproti ptivodnimu postupu byl pozorovan pouze
Vv pfipad¢ predupravy pSeni¢nych otrub enzymatickou hydrolyzou pomoci celuldz (87 %),
V proteinovém materialu precipitovaném pii pH 5 (86,4 %) a Vv materidlu, v kterém byla
precipitace proteinli podpofena jednorazovym zchlazenim na -4 °C (84,5 %). NarGst
V zastoupeni proteinll v proteinovém izolatu z pSeni¢nych otrub pfedupravenymi enzymatickou
hydrolyzou pomoci celuldz miize mit spojitost obecné s nartistem vytéznosti bilkovin tohoto
postupu izolace. Zménou podminek faze precipitace byly ovSem ovlivnény také vlastnosti
neproteinogenni frakce, zejména skrobu. Nativni Skrob je nejméné rozpustny pii pH 4 [301,
302]. Pokud se hodnota pH roztoku zvysi, stava se Skrob rozpustnéjsi a v pribéhu procesu
izolace proteind je odstranén. SniZeni teploty, pfipadné pfemraZeni roztoku, mize mit za
nasledek degradaci a rozpad $krobovych zrn a tim jejich solubilizovatelnost v roztoku [326].

Modifikace faze extrakce nejCastéji vedly ke sniZeni zastoupeni bilkovin v izolovaném
proteinovém materialu. Zejména extrakce proteinti koncentrovanéjSim roztokem NaOH
(0,35 M) zpuisobila rozklad jak lignoceluldzové struktury, tak proteinovych fetézct (viz VIiv
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podminek izolace na fragmentaci bilkovin), proto bylo zastoupeni proteind v takto ziskaném
vzorku pouze okolo 25 %. Snizeni zatoupeni bilkovin oproti pivodnimu postupu izolace nebylo
u ostatnich modifikaci tak vyrazné. Bylo to nejcastéji zapii¢inéno zvySenim extrahovatelnosti
Skrobu at’ uz prodlouzenim doby, zvySenim teploty ¢i opakovanou extrakei proteint z PO.

VIiv podminek izolace na fragmentaci bilkovin

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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1 1 1 ! 1
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Psenic¢né otruby

Proteinovy koncentrat

Obr. 22 SDS-PAGE elektroforeogram bilkovin pSenicnych otrub a proteinového izolatu

Dle ptilozeného elektroforeogramu se zastoupeni frakci bilkovin v pSeni¢nych otrubach a
Vv 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¢ oddéleny z lignoceluldzové struktury. Kvantitativni zastoupeni bilkovinnych
frakci v otrubach a proteinovém koncentratu je zobrazeno v grafu na obr. 23.
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Obr. 23 Zastoupeni bilkovinnych frakci v otrubdch a proteinovém izolatu

Nejvétsi rozdil v zastoupeni bilkovin u pSeni¢nych otrub a proteinovém koncentratu je u
frakci o molekulové hmotnosti 10-25 kDa. Tato frakce tvofi v proteinovém izolatu az 45 %
veskerych bilkovin, kdezto v pSeni¢nych otrubach pouze néco pies 15 %. Divodem miize byt
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Stépeni vysokomolekularnich proteinit (80-200 kDa), kterych je v pSenic¢nych otrubach o
priblizn¢ 5 % vice, na men$i frakce v priabéhu jejich izolace. Rozdilné¢ jsou také
nejzastoupenéjsi bilkoviny v téchto vzorcich — u pSeni¢nych otrub maji molekulovou velikost
okolo 50 kDa, v proteinovém izolatu jsou to bilkoviny s velikosti okolo 17 kDa.

Déle bylo ovéfeno, zda ma dany typ modifikace zakladniho postupu izolace vliv na
zastoupeni €i $tépeni bilkovinnych fetézcl. Zastoupeni jednotlivych frakei bilkovin ve vzorcich
izolatl je zobrazeno v grafu na obr. 24.
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Obr. 24 Zastoupeni frakci bilkovin ve vzorcich izolati

Ve vSech vzorcich proteinovych koncentratii uvedenych na obrazku pievladala bilkovinna
frakce o molekulové hmotnosti 10-25 kDa. Nejzastoupengjsi bilkovina méla molekulovou
hmotnost mezi 16 a 17 kDa. Ptesto bylo ziejmé, ze nékteré modifikace procesu izolace bilkovin
ovlivnily zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei. Nejvyznamnéjsi zmény byly
zaznamenany u frakce o molekulové hmotnosti 25-50 kDa, ktera odpovida hmotnosti a, 3 a y-
gliadinti [311]. Pravé tyto typy proteini jsou zodpovédné za imunitni reakce spojené s
autoimunitnim onemocnénim — celiakii. Inaktivace a degradace gliadind v pSeni¢nych
materialech je intenzivné zkoumana [327].

Odtuc¢novani otrub vyrazné snizilo zastoupeni vysokomolekularnich bilkovin a zejména
frakce o hmotnosti 25-50 kDa, kam patii také gliadiny. Monomerni gliadiny jsou povazovany
za povrchové aktivni nepolarni latky [130], je mozné je adsorbovat na hydrofobni povrchy
[328]. Pti odtuc¢iovani pseni¢nych otrub pomoci hexanu byly zfejmé extrahovany lipidy spolu
s gliadiny, coZ se nasledné projevilo na zastoupeni bilkovinnych frakci v ziskaném izolatu.
Zvyseni zastoupeni bilkovinné frakce mensi nez 10 kDa naopak indikuje St€peni né€kterych
bilkovinnych fetézcl v pritbé¢hu tohoto postupu izolace.

K snizeni zastoupeni frakce o hmotnosti 25-50 kDa oproti pivodnimu postupu izolace
proteinit  z pSeni¢nych otrub doSlo také vlivem zvySeni pomeéru extrakéniho c¢inidla,
prodlouzenim doby extrakce ¢i sniZzenim teploty v pribéhu precipitace proteini. S tim vétSinou
souviselo také zvySeni zastoupeni bilkovin menSich nez 10 kDa. Tyto zmény mohly byt
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zpusobeny Stépenim bilkovinnych fetézci na krat$i fragmenty. Zkracovani bilkovinnych
fetézcl a vznik novych peptidt v disledku pisobeni alkalického pH bylo pozorovano napiiklad
u bilkovin vaje¢nych bilka [329].

Zvyseni zastoupeni bilkovinné frakce o hmotnosti 25-50 kDa bylo pozorovéno u vzorkl
izolath extrahovanych za zvysenné teploty, coz naznacuje zvySeni rozpustnosti gliadini za
vyssich teplot [330]. Zvysena koncentrace bilkovinné frakce o hmotnosti 25-50 kDa v piipadé
izolatu precipitovaném pii pH 5 muze pak souviset s hodnotou izoelektrického bodu gliadinu,
ktery se pohybuje mezi pH 5-8 [331].

Proteinové materialy extrahované z pseni¢nych otrub hydroxidem sodnym o koncentraci
0,35 M nebylo mozné charakterizovat pomoci SDS-PAGE stejnou metodou. VSechny
proteinové frakce tohoto vzorku proteinového izolatu byly mensi nez 6 kDa a na pfipraveném
gelu tak nebyly separovany. Pouziti vyssi koncentrace hydroxidu sodného pro extrakei proteinu
nejen ze uvoliuje Skrob, ale také vyrazné hydrolyzuje a §tépi proteinové fetézce. Kratké
bilkovinné fetézce rostlinného pivodu pritom mohou pti pouziti v potravinaistvi byt pric¢inou
nezadoucich senzorickych vjemu, zejména hotké chuti [332].

5.1.3 Charakterizace proteinového materialu z pSeni¢nych otrub

Proteinovy material, pfipraveny dle postupu popsané¢ho v kapitole 4.2, byl podrobné
analyzovan s cilem nasledné najit aplikacni potencial v potravinaiském primyslu.

Obsah bilkovin a aminokyselinovy profil

Celkovy obsah bilkovin v proteinovém materidlu ziskaném izolaci bilkovin z pSeni¢nych
otrub byl stanoven na 83,0 + 1,6 %. Z obr. 23 vyplyva, Ze béhem procesu izolace byly
kvalitativn¢ izolovany vesker¢ 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 pSeni¢nych otrub (PKPO). Na trhu se ovSem objevuje jen mélo
proteinovych produkti (izolatl), které maji vysSi zastoupeni bilkovin. VétSina proteinovych
izolatt pochazi ze sdji nebo ze syrovatky a vykazuji v nékterych ptipadech Cistotu pies 90 %.
Zaroven jsou na trhu dostupné také proteinové hydrolyzaty, vétSinou ZivociSného pivodu
(kolagen). I tyto materialy mohou mit velice vysoky podil bilkovin. Vyhodou mize byt i velmi
dobra rozpustnost dana kratkymi fetézci bilkovin.

Vyzivova kvalita proteini je primarné ovlivnéna aminokyselinovym slozenim.
Aminokyselinovy profil vypovida o nutri¢ni kvalité izolovanych proteini a jejich pfinosu ve
vyziv€é. Rostlinné proteiny maji oproti zivoCiSnym proteinim obecné nizs$i zastoupeni
esencialnich aminokyselin a fada z nich neni jejich kompletnim zdrojem. Oproti Zivo¢isSnym
proteinim obsahuji RP vyznamné niz$i mnozstvi methioninu, lysinu a tryptofanu [333].
Nedostatek methioninu v krmivu rostlinného ptivodu ur¢eného pro hospodaiska zvitata musi
byt dokonce Casto kompenzovan fortifikaci syntetickym methioninem, aby nedochézelo
k omezeni rlstu zvifat, a tim snizeni zivocisné produkce (napf. mléka, masa nebo ov¢i viny)
[334]. Lysin je prekurzorem kyseliny glutamové v rostlinach [335] a je limitujici
aminokyselinou zejména v cerealiich. Pro dostate¢ny piijem lysinu je proto doporucovana
konzumace cerealnich a luSténinovych proteina (napf. s6ji), které jsou na lysin bohaté [336].
Tryptofan v rostlinach slouzi jako prekurzor ristovych hormonti, v malém mnozstvi se
tryptofan nachazi napt. v kukuftici [337]. U zivocichi je tryptofan jednim z prekurzort
neurotransmiterti serotoninu a melatoninu nebo vitaminu B3. Jeho dostate¢ny piijem ma tedy
velky vliv na psychiku ¢i imunitni systém jedince [338].
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Kvalitni proteinové materidly obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny v dostate¢né
vysokém mnozstvi, aby pokryly doporu¢ené denni piijmy (DDP) aminokyselin. Piijem
neesencidlnich aminokyselin ve stravé vSak muize rovnéz poskytovat rtizné zdravotni benefity,
podobné jako pfijem 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 43.

Tabulka 43 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 47
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

Rostlinné proteiny maji oproti zivo€iSnym proteinim vyrazné nizsi zastoupeni esencialnich
aminokyselin (62-81 %), ale naopak je pfevySuji v obsahu neesencialnich aminokyselin
(111-129 %) [333]. Izolovany proteinovy material z pSeniénych otrub obsahuje vSechny
esencialni aminokyseliny, které tvofi pies 28 % proteinli, coz vyhovuje pozadavkim
WHO/FAO/UNU na zastoupeni esencialnich aminokyselin [339]. Mezi dalsi vyhovujici
rotslinné proteiny patii také sojovy, hraskovy, kukuticny, bramborovy nebo protein z hnédé
ryze. Naopak z hlediska obsahu esencidlnich aminokyselin jsou nevyhovujicimi napiiklad
proteiny ovesné, pseni¢né, konopné, nebo proteiny z fas [161].

V PKPO byly nejzastoupenéj$imi aminokyselinami kyselina glutamova, prolin a arginin.
Tyto aminokyseliny jsou zodpovédné za rist a regeneraci svalt, jejich zvySeny ptijem by proto
mohl byt zadouci ve sportovni vyzive [340]. Pfinosné tyto aminokyseliny mohou byt i ve vyzivé
star$ich lidi, u kterych mohou zpomalit ztratu svalové hmoty, nebo mohou napomoci prevenci
tohoto problému, coZ z proteinového materidlu z pSeni¢nych otrub déla vyzivové vyznamny
proteinovy dopln¢k ¢i fortifikant. Vzhledem k cerealnimu pivodu pSeniénych otrub obsahuje
ziskany proteinovy material i relativné vysoké mnozstvi lysinu [238].

K posouzeni nutri¢nich benefitl tohoto proteinového materidlu je ovSem nezbytné vztadhnout
zastoupeni konkrétni aminokyseliny k jejich doporu¢enym dennim piijmim. Procentudlni
pokryti DDP aminokyselin pro 70 kg jedince jednou davkou (30 g) izolovaného proteinového
materialu z pSeni¢nych otrub je vyjadieno v tabulce 44.
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Tabulka 44 Doporuceny denni prijem aminokyselin a jeho pokryti jednou davkou (30 g)

PKPO [159]
Aminokyselina DDP [mg/70 kg] Slozeni OP [mg/30 g] [% DDP]
Histidin 700 990 141
Isoleucin 1400 840 60
Leucin 2730 2040 75
Lysin 2100 1200 57
Methionin + cystein 1050 1020 97
Fenylalanin + tyrosin 1750 2340 134
Threonin 1050 990 94
Tryptofan 280 270 96
Valin 1820 1380 76

Dle o¢ekavani byl v proteinovém materialu z pSeni¢nych otrub limitujici aminokyselinou
lysin, stejné jako u vétsiny cerealii [336]. OvSem i piesto by konzumace jedné davky (tzn. 30
g) pokryla az 57 % DDP lysinu 70 kg jedince. Nékteré z aminokyseliny (napf. histidin nebo
fenylalanin s tyrosinem) jsou Vv proteinovém materialu zastoupeny ve vy$$ich mnozstvich,
konzumace jedné jeho davky pak piesahne DDP téchto aminokyselin. V dne$ni dobé& nejsou
zatim definované maximalni tolerovatelné davky jednotlivych aminokyselin. Kazdopadné déle
probihaji studie zamétené na vliv piijmu daného mnozstvi aminokyseliny na fyziologii cloveéka
[341].

Obsah minoritnich slozek

Minoritn¢ zastoupené slozky PKPO jsou voda, fenolické latky a anorganické slozky. Obsah
vody je zavisly na procesu suSeni proteinového koncentratu a ovliviiyje jeho trvanlivost. Tento
typ materialu lze srovnat s klasickou p$eni¢nou moukou. V Ceské republice je dle vyhlagky
¢.18/2020 Sb. maximalni povoleny obsah vody v pSeni¢nych moukéach 15 %, poté se mouky
nepovazuji za stabilni pfi pokojové teploté, jsou nachylné na mikrobialni kontaminaci.
Zbytkovy obsah vody V proteinovém izolatu z pSeniénych otrub po lyofilizaci byl
8,04 £ 0,20 %, coz ukazuje na efektivni zptsob 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
pSeni¢nych otrubdch. Za podminek pH-shift metody izolace proteinli se mineralni latky
rozpousti a dochazi tak k jejich ¢asteéné separaci. Kyselé prostiedi pouzivané pro precipitaci
proteind navic muze zlepsit rozpustnost nékterych uhli¢itanti, fosfore¢nant nebo sirant [318,
319, 320].

Rozpustnost mineralnich latek se projevila také na prvkovém slozeni proteinového izolatu
z pSeniénych otrub. Oproti pSeni¢nym otrubam vykazoval PKPO niz§i koncentrace vapniku,
drasliku a hot¢iku, které se v pribéhu izolace rozpustily a od proteint tak byly separovany.
Naopak doslo k vyraznému zvyseni obsahu sodiku, zfejmé vlivem pouziti chloridu sodného pro
extrakci proteint.. Proces izolace proteini z pSenicnych otrub nesnizil koncentraci fosforu,
naopak doslo k jeho zakoncentrovani v izolovaném materialu pravdépodobné diky jeho vazbé
na proteiny. V rostlinach se fosfor nachazi zejména ve formé fosfatd, fytat, nebo fosfolipidi.
Fosfatové skupiny se bézné vazi na proteiny procesem fosforylace, tvofti tak fosfoproteiny, také
kyselina fytova mtize s proteiny vytvaret komplexy [345]. Prvkové slozeni proteinového izolatu
je uvedeno v tabulce 45.
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Tabulka 45 Prvkové slozeni proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub

Obsah [mg/g] Obsah [mg/g]
Ca 0,329 + 0,044 Al 0,0220 + 0,0010
K 0,457 £0,012 Cr <DL
Mg 0,126 = 0,002 Cu 0,0320 + 0,0001
Na 0,290+ 0,170 Fe 0,0850 + 0,0020
Mn 0,0020 + 0,0001
P 22,207+ 0,290 Zn 0,0040 + 0,0001

Jedinou fenolickou kyselinou, jejiz mnozstvi se V proteinovém izolatu pohybovalo nad
limitem detekce pouzité analytické metody, byla kyselina ferulova (KF). Koncentrace KF
Vv izolatu byla 53,0 + 1,2 pg/g. KF je jednim z prekurzort ligninu. Béhem procesu piipravy
proteinového koncentratu z PO neni KF od proteint zcela separovana, jeji pfitomnost mtize byt
vSak pozitivni. Pro své antioxidac¢ni uc€inky je KF velmi cenénou latkou, pouZzivanou
v kosmetice nebo ve zdravotnictvi [346].

Stravitelnost a PDCAAS skore

Krom¢ zastoupeni bilkovin a aminokyselinového profilu jsou nutricni vlastnosti
proteinového materidlu z pSeniénych otrub definované také jeho stravitelnosti. Zhodnoceni
stravitelnosti pseni¢nych otrub a proteinového izolatu z pSeniénych otrub bylo provedeno
simulaci podminek traviciho traktu, jak je popsano v kap. 4.3.5.

Stravitelnost a nasledna vstebatelnost proteint je ovlivnéna jejich typem, matrici potraviny
a podminkami jejiho zpracovani [347]. Rostlinné proteiny maji obecné nizsi stravitelnost nez
zivocisné, a to zejména kvili antinutricnim vlastnostem rostlinych materialii. Nestravitelna
bunécna sténa a specifickd struktura rostlinnych proteini muize vést k omezeni jejich
vstiebatelnosti [348].

Stravitelnost proteint z PO byla za danych podminek stanovena na 48,4 + 0,2 %, z ¢ehoz
vyplyva, Ze minimaln¢ polovina proteinli obsazena v pSeni¢nych otrubach je pro ¢lovéka
nestravitelnd. Tato skutecnost vyplyva ze samotné podstaty lignucelul6zovych materiald,
jejichz struktura je velmi pevna a odolava pisobeni fadé chemickych latek. Clovék nedisponuje
enzymatickou vybavou, kterd by mu napomohla lignocelulézu, kterd ma ve vyzivé vétSinou
funkci vlakniny, travit [349]. Pokud jsou pak v lignoceluléze pevné inkorporované také
proteiny, mohou byt tyto proteiny spolu sni nestravitelné a pro ¢lovéka tedy nutriéné
nevyuzitelné¢ Vv porovnéani s proteiny volnymi. Pfi stanovovani miry stravitelnosti proteint
riznych druht obilovin in vivo bylo v8ak dosaZeno vyrazné vyssich hodnot, stravitelnost napf.
proteind PO byla in vivo vyssi nez 53 % [349].

Izolace proteinového materidlu, a tedy snizeni =zastoupeni antinutricnich latek
v analyzovaném materialu zvysilo celkovou stravitelnost proteint. In vitro stravitelnost PKPO
byla 93,4 £ 0,2 %. Mira stravitelnosti uzce souvisi s vytéznosti pouzité metody izolace. Jak
bylo feceno, proteiny inkorporované v lignoceluléze nelze jednodusse z matrice extrahovat.
Takto inkorporovanych proteinli je v pSeni¢nych otrubach pfiblizné 50 % (dle vysledki
stravitelnosti pSeni¢nych otrub).

Zvyseni stravitelnosti nejen rostlinnych proteinii je ptredmétem soucasného vyzkumu na
celém svéte. Kromé aplikace riiznych fyzikalnich Ciniteltl (napt. vatreni, autoklavovani, kliceni
nebo fermentace) [348], se Casto vyuziva také pusobeni riznych enzymu [350]. Naptiklad do
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krmnych smési s vysokym obsahem nestravitelnych latek jsou piidavany exogenni enzymy,
které zlepsi slozeni krmiva a zvysi jeho stravitelnost [351]. Hlavnim cilem téchto metod je
inaktivace antinutri¢nich faktort zpracovanim a upravou zdroja proteinli, ¢imz dochézi ke
zvyseni jejich stravitelnosti [153, 322].

Krom¢ nestravitelnych polysacharidii obsahuji pseni¢né otruby také antinutri¢ni kyselinu
fytovou [352]. Kyselina fytova tvoti 50—85 % veskerého fosforu v rostlinach. V pSeni¢nych
otrubach se nachazi zejména v aleuronové vrstvé a je zastoupena piiblizné v 5 % [353]. Byly
popsany pripady, kdy vazba kyseliny fytové na proteiny vede ke snizeni jejich stravitelnosti

amylazami) [335, 336]. AvsSak v pfipad¢ testovani stravitelnosti loupané ryze nebyl negativni
ucinek kyseliny fytové na stravitelnost proteini prokazan [357]. Zasadnéjsi je vliv kyseliny
fytové na vstiebatelnost fady mineralnich latek (napf. Fe, Zn a Ca), S nimiz tvofi nerozpustné
soli [358].

Na zakladé¢ stravitelnosti a aminokyselinového profilu bylo vypocteno PDCAAS skore. Toto

skore definuje nutri¢ni kvalitu obsazenych proteint a je ur¢eno nésledovné:

mg limitujici aminokyseliny v 1 g vzorku i
PDCAAS = — - - — — - stravitelnost vzorku
mg stejné aminokyseliny v 1 g teoretickém proteinu

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 sojové proteiny, jejichz hodnoty se blizi 1 [359]. Mezi obilnymi proteiny je lysin
obvyklou limitujici aminokyselinou, ktera zasadné¢ snizuje PDCAAS skoére. Napiiklad proteiny
je¢mene maji PDCAAS skore mezi 0,5-0,76 [115], negativnim faktorem je i niZsi stravitelnost
neizolovanych proteini. Nizkym PDCAAS skérem vSak disponuje také pSenicny lepek
(PDCAAS = 0,25), a to zejména kviili nizkému zastoupeni limitujiciho lysinu [339]. Hodnota
PDCAAS mize byt ovlivnéna metodou stanoveni stravitelnosti proteinli — bézné se pro vypocet

PDCAAS pouzivéa hodnota fekalni stravitelnosti stanovena v exkrementech mysi po konzumaci
daného proteinu. V ptipadé této dizertacni prace byla stravitelnost stanovena in vitro [115].

5.1.4 Transfer technologie izolace proteinti z pSeni¢nych otrub do poloprovoznich
podminek?!

Vytéznost postupu izolace proteinti z pSeniénych otrub navrzeného v laboratornich
podminkach byla ovétena jeho trasferem do poloprovoznich podminek. Byl proveden transfer
plvodné navrzené technologie, ovSem byla zde pouzita jina zatizeni pro odd€lovani suspenzi.
Aplikované postupy mély za cil zmaximalizovat jak celkovou vytéznost, tak vytéZnost izolace
proteind, a tim zvysit potencialni profitabilitu této technologie. Proto byl uz na pocatku, 1 pies
nejvyssi hodnotu vytéznosti, zamitnut transfer postupu izolace za pouziti enzymu (celuldz),
které by navrZzenou technologii velice prodrazovaly.

1 Ovétena technologie izolace pSeniénych otrub podléha utajeni a je majetkem vyzkumného partnera Mlyny
J. VozZenilek s.r.o. V této ¢asti jsou proto prezentovany pouze vysledné hodnoty vytéznosti a Cistoty proteintii
Vv izolovaném materialu z PO. Veskeré vysledky jsou uvedeny v:

PORIZKA, J.; DIVIS, P.; SLAVIKOVA, Z.; VYMETALOVA, M.: Ovéfena technologie pro produkci
proteinovych koncentratl z otrub, 2024.
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Celkem byly provedeny 4 varianty transferu technologie izolace z PO do poloprovoznich
podminek. Parametry transferu byly nastaveny s ohledem na maximalizaci vytéZnosti izolace,
zastoupeni proteinil v izolatd, ale také mnozstvi zpracovanych otrub nebo délku jednoho cyklu
izolace proteini z PO. Provedené varianty izolace na sebe postupné navazovaly, jejich
nastaveni bylo pfitom modifikovano v zavislosti na snaze o zlepSeni konkrétniho ukazatele.

Prvni varianta (kap. 4.4) zahrnovala piimy transfer izolace proteinti se zvySenym pomérem
otrub ku extrakénimu cinidlu (1:20) a prodlouzenou dobou extrakce na 2 h, jelikoz tyto
modifikace postupu vedly ke zvySeni vytéznosti. V této varianté byla laboratorné vyuzivana
centrifugace (8000 rcf, 15 min, lab. teplota) nahrazena pouzitim dvou odstfedivek, nejprve
dekantérové odstiedivky Aldec 10 a dale, pro dodate¢né ptecisténi supernatantu od zbytku
otrub, diskovou odstfedivkou Clara 80.

Celkova vytéznost této testované varianty izolace proteinti z pSeni¢nych otrub byla
8,42 g9/100 g (4,21 kg proteinového materialu z 50 kg pSeni¢nych otrub), coz je srovnatelné
S vytéznosti postupu izolace provedeném v laboratornich podminkach. Doslo ovSem
k vyznamnému snizeni zastoupeni bilkovin v izolatu na 58,5 % (puvodné 83 % izolovanych
Vv laboratofi. I pfesto lze ziskany proteinovy material oznacit jako proteinovy koncentrat.
Snizeni obsahu proteini mize byt na zakladé poznatki zpisobeno bud hydrolyzou
proteinového fetézce a naslednou solubilizaci vzniklych peptidi pti fazi precipitace, nebo
nedokonalym odstfedénim zbytkl otrub po fazi extrakce. Pfi velkoobjemovém ovétovani
postupu dané technologie 1ze také predpokladat vyssi ztraty v priab&hu procesu.

Jelikoz byl pro extrakci proteint pouZit roztok NaOH o koncentraci 0,05 M apH 11,0 + 0,5
(v prubéhu extrakce mirng klesa), 1ze predpokladat, ze nizsi zastoupeni proteinti v izolovaném
materidlu  ziskaného podle varianty 1 nebylo zplGsobeno hydrolyzou proteini.
Pravdépodobnégjsim diivodem nizsi vyteznosti proteinti je pouziti odstfed’ovacich zafizeni,
jejichz vykon neodpovida vykonu kapacitné mensich, laboratornich odsttedivek.

Pouziti u€innych odstted’ovacich zafizeni je z4sadni pro zisk proteinového materialu
s vysokym zastoupenim bilkovin. Pfi nedokonalém odstfedéni zbytkl otrub po fazi extrakce
proteint (1. a 2. odstfedivka v prvni varianté¢) dochazi ke zvysovani zastoupeni polysacharidi,
zejména Skrobu, ve findlnim proteinovém materialu.

Parametry velkoobjemové izolace proteini z pSeni¢nych otrub ve druhé varianté byly
totozné s variantou prvni, byl vSak ovéfen vliv zmény poméru navazky otrub a objemu
extrakéniho ¢inidla na 1:10 na vytéZnost a zastoupeni bilkovin v izolovaném materialu.
V tomto piipadé byly tedy proteiny ze 100 kg otrub extrahovany 1000 1 roztoku NaOH (0,05
M). Kvili zméné tohoto poméru, a tedy zvySeni hustoty suspenze muselo byt upraveno
nastaveni dekantéru, konkrétné snizenim otacek bubnu (4795 ot/min) a pritoku suspenze
(480 I/h).

Tato varianta izolace proteint z pSeni¢nych otrub vykazovala v porovnéni s prvni variantou
pouze minimalni snizeni vytéznosti (8,1 g/100 g) a zastoupeni proteini (58,35 %) v izolovaném
materidlu. Diky zméné¢ poméru otrub a extrakéniho ¢inidla byla tudiZ oveéfena moznost
bezkompromisniho zpracovani dvojnasobku pSenicnych otrub v jednom cyklu izolace proteind,
a tim 1 zisk dvojnasobku produktu. Tato modifikace procesu izolace by méla zasadni vliv na
zvyseni ekonomické profitability jednoho cyklu izolace proteinti.

Ve tieti varianté velkoobjemového ovéfovani technologie izolace proteini z pSeni¢nych
otrub se jiz pokracovalo s pomérem 1:10 (PO : extrakéni ¢inidlo), ale byly optimalizovanany
pratoky suspenze skrz dekantérovou odstfedivku Aldec 10 za ucelem zvySeni ucinnosti
odstiedéni, a tim i zastoupeni proteinii v izolovaném materialu. Uprava pritoku suspenze na
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580 I/hodinu pii otackach bubnu 5000 ot/min byla z testovanych variant vyhodnocena jako
neucinngjsi. Jelikoz se supernatant, ziskany odstfedénim pevného podilu na odstfedivce Aldec
10, jevil jako Cisty a s minimdlnim mnozstvim balastnich latek, byla zaroven v této varianté
vyfazena druha faze odstfed’ovani pomoci odsttedivky Clara 80. Po fazi precipitace byly
proteiny od supernatantu odstiedény za snizeného prutoku — 431 I/hod.

Vytéznost tieti varianty velkoobjemové izolace proteinu z pSeniénych otrub byla
V porovnani s prvni i druhou variantou mirné vyssi — 8,68 g/100 g. Timto postupem bylo vSak
dosazeno zasadniho zvyseni zastoupeni proteini v izolovaném materialu na 68,39 %. Dalsi
neopomenutelnou vyhodou této varianty je zkraceni celkového casu izolace z piivodnich
42 hodin na 38,7.

V posledni, ¢tvrté  varianté bylo ovéfeno nahrazeni dekantérové odstfedivky
sedimentacnim tankem s filtra¢ni ptepazkou. Toto feSeni by zdsadné snizilo pocate¢ni naklady
na provozni zafizeni. V této varianté¢ byl zaroven ovéfen alternativni zplsob dehydratace
produktu — sprejové suseni, které bylo pouzito pro 18 I vlhkého proteinového izolatu. Zbylych
35 1 bylo, stejné jako v predchozich variantach, lyofilizovano.

Tato varianta se z hlediska celkové vytéznosti materialu, ktera dosahovala 10 g/100 g, jevila
jako nejvyhodnéjsi, avSak dlouhd doba separace extraktu proteinli (6,62 hodiny) pomoci
sedimentacni nadrze zpusobila uvolnéni Skrobu z pSeni¢nych otrub a jeho §té€peni na kratsi
sacharidy. Diky vysoké porozité filtracni pfepazky pak tyto sacharidy nemohly byt od filtratu
ucinné¢ oddéleny, coz se projevilo zdsadnim snizenim zastoupeni bilkovin v kone¢ném
proteinovém materialu aZ na hodnotu pfiblizn€ 40 %. Oproti variantam, pii kterych byla pouZita
dekantérova odstfedivka, byl pifi zahrnuti procesu sedimentace ziskan proteinovy material
vyrazné svétlejsi barvy (obr. 25), coz ziejmée souvisi pravé s vys§im zastoupenim $krob.

Obr. 25 Proteinovy izolat ziskany separaci pomoci dekantéru (A) a sedimentaci (B)

Alternativni zpiisob suSeni proteinového materidlu nemél na zastoupeni bilkovin téméf Zadni
vliv. Izolat suSeny lyofilizaci obsahoval 39,2 % bilkovin, sprejovym susenim byl ziskan produkt
s obsahem 40,3 % bilkovin. Sprejové suSeni takovéhoto typu materialu probihalo bez problémti,
kone¢ny obsah vody v proteinovém materialu tvofil 4 %. Sprejové suseni ovSem zptisobilo
zvyseni jeho hygroskopicity a lepivosti, coz se dé&je pravé u materialt s vy$$im zastoupenim
sacharidu s niz§i molekulovou hmotnosti nebo organickych kyselin [360]. I pfesto je v tomto

86



piipadé sprejové suseni povazovano za levnéjsi a vyrazné rychlejsi metodu suseni, nez je
lyofilizace.

5.1.4.1 Shrnuti

Proces izolace proteinll z pSeni¢nych otrub navrzeny v laboratofi byl tedy ovéfen ve
velkoobjemovém méfitku celkem ve 4 variantach. Shrnuti vytéznosti a zastoupeni proteinti u
jednotlivych variant je uvedeno v tabulce 46.

Tabulka 46 Srovnani vyteznosti vSech variant velkoobjemové izolace a laboratorni izolace
proteinii z pSenicnych otrub

Celkova vytéznost [g/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 10,1 39,21

Celkova vytéznost proteinového materidlu se pii velkoobjemovych izolacich blizila
vytéznosti ziskané v laboratornich podminkach — ve varianté 3 byla niz$i pouze o necelé 0,36
%. Ztraty materidlu mohly byt zplisobeny manipulaci prostfednictvim potrubi, usazovanim
Vv extrak¢nich zafizeni nebo odstfedivkach.

U Z&dné z velkoobjemovych variant nebylo dosaZeno takové Cistoty proteinového izolatu,
ktera by se blizila laboratornim vysledkim. Kvuli ¢asovym prodlevam vznikajicim pfi
pfecerpavani suspenzi dochédzelo k masivnéjSimu uvoliiovani Skrobu z pSeni¢nych otrub,
velkoobjemovém testovani nebyla pouzita takovéa zafizeni pro separaci fazi, ktera by svou
ucinnosti dosahovala uinnosti laboratornich centrifug.

Nejlepsi testovanou velkoobjemovou variantou byla varianta tieti, pfi které byl ziskan
proteinovy materidl s 68,4% obsahem bilkovin a jejiz celkova vytéznost byla 8,68 %. Zaroven
byla diky velkoobjemovym testiim ovéfena také moznost zpracovani dvojnasobného mnozstvi
otrub v jednom cyklu (pomér 1:10) bez nutnych kompromist v technologii. Ukazalo se, Ze
separace pomoci vysokouc¢inné odstedivky (napt. Aldec 10) bude nezbytna pro zisk produktu
S vy$§im zastoupenim bilkovin. Zasadni vliv na slozeni produktu bude mit také celkovy cas
separace. Sprejove suSeni se pro tento typ produktu jevi jako rychlejsi a ekonomictéjsi varianta,
ovSem bylo by dale nezbytné otestovat jeho vliv na kvalitu proteinovych materiald s niz§im
zastoupenim kratSich sacharida.

Z provedenych velkoobjemovych testi a ziskanych poznatkli byla navrzena technologie,
kterd kombinuje optimdlni nastaveni pfedchozich variant. Jeji podminky jsou uvedeny
v tabulce 47. Pro zhodnoceni pouzitelnosti navrzené technologie pro izolaci proteint
Z pSenicnych otrub v praxi je nezbytné ovéfit i tuto optimalizovanou variantu.
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Tabulka 47 Parametry optimalizované varianty velkoobjemové izolace proteinii z
pSenicnych otrub

Extrakce

Extrakéni objem (0,05 M NaOH) [1] 1000
Navazka otrub [ka] 100
Doba extrakce [h] 1
Rychlost michani [ot/min] 300
1. odstiedivka Aldec 10
Otacky bubnu [ot/min] 5000
Otacky $nekového dopravniku [ot/min] 35
Objemovy pritok suroviny [1/h] 5480
Precipitace pH 4
Objem konc. H2SO4 [mi] 900
Doba precipitace [min] 30
Rychlost michani [ot/min] 100
Teplota [°C] 25
2. odstiredéni Clara 80
Otacky bubnu [ot/min] 8000
Doba mezi cykly [min] 15
Objemovy pritok suroviny [1/h] 431
Sprejové suseni

Objem vlhkého izolatu [1] 18
Vstupni teplota vzduchu [°C] 185
Vystupni teplota vzduchu [°C] 80
Uginnost odpafovéni [ka/h] 18,2
Doba suseni [h] 1

5.2 Aplikace proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub v potravinarstvi

Proteinovy materidl izolovany z pSeni¢nych otrub pfi velkoobjemovém transferu navrzené
technologie byl dale aplikovany v potravinarstvi za ic¢elem zvySeni nutri¢ni hodnoty potravin,
konkrétné jogurti a peciva. Vzhledem k chemické povaze a zastoupeni bilkovin je
V nasledujicich kapitolach izolovany proteinovy materidl z pSeni¢nych otrub oznacovan jako
proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub (PKPO).

5.2.1 Vysokoproteinové jogurty?

Jogurt je jednim z celosvétové nejrozsifenéjsich mlécnych vyrobku, ktery je popularni jak
diky své chuti, a také diky jeho nutri¢énim a zdravotnim benefitam. I piesto, vzhledem k tradi¢né
pouzivanym surovinam a definovanym fyzikalné-chemickym vlastnostem jogurtu, neexistuje
jednotny postup pro vyrobu jeho vysokoproteinovych variant. Diky své kompatibilité s mlékem

2 Vysledky této kapitoly byly uveiejnény v publikacich:

Z. Slavikova, P. Divis, W. Bialas, M. Montowska, M. Adamczykova, a J. Pofizka, ,,The study of relationship
between taste and wheat bran protein isolate fortification during high-protein yogurt manufacturing", Journal of
Agriculture and Food Research, ro¢. 16, s. 101185, ¢er. 2024, doi: 10.1016/j.jafr.2024.101185

Z. Slavikova, I. Smatana, P. Divis, J. Smilek, E. Slaninov4, a J. Potizka, ,,Utilization of wheat bran protein
isolate as a fortifier for production of high protein yoghurts", Mljekarstvo, ro¢. 74, ¢. 4, 2024.
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a mlécnymi vyrobky je nejcastéji pouzivanym proteinem pro obohacovani jogurtu protein
syrovatkovy. Za ucelem diverzifikace aminokyselinového profilu je v§ak mozné vyuzit i jiné,
Casto rostlinné zdroje proteini (napf. sojovy, hrachovy apod.). Tyto proteiny nejenomze maji
jiné funkéni vlastnosti nez protein mlécny, jejich pfitomnosti navic mize ovliviiovat tvorbu
typické viskoelastické struktury jogurtu, a proto je nutné ovéfit vliv mnozstvi, ale i typu
pridavaného proteinu na funk¢ni i senzorické vlastnosti jogurtu [361].

Piiprava a charakterizace vysokoproteinovych jogurta

Dle kapitoly 4.5.1.1 byly pfipraveny vzorky jogurti se zvySenym mnozstvim proteinu. Jako
reference slouzil jogurt bez ptidavku proteini, ale pfipraveny stejnym postupem. Pro ptipravu
vSech vzorkt bylo pouzito mléko, jehoz vyzivové tdaje jsou uvedeny v tabulce 48.

Tabulka 48 Slozeni mléka pouzitého pro pripravu vysokoproteinovych jogurtii

Slozka Obsah [9/100 g]
Tuk 3,5
Sacharidy 4,7
Proteiny 3,2
Susina 12,5

Zvysené¢ho mnozstvi proteinu v jogurtu bylo docileno fortifikaci mléka PKPO pied jeho
fermentaci. Byly vytvoteny vzorky jogurti s 2 a 5% obsahem PKPO, u kterych byl ovéten vliv
ptidavku PKPO na kapacitu zadrzovani vody, reologické vlastnosti jogurtu a zivotaschopnost
jogurtovych bakterii. Slozeni téchto vzorkt je uvedeno v tabulce 49. Tuk v téchto jogurtech
pochazel pouze z mléka, mél tedy u vSech vzorki stejnou hodnotu — 3,5 %.

Tabulka 49 Charakterizace vzorkii jogurtii s pridavkem PKPO

Obsah bilkovin Obsah susiny ~ Kapacita zadrZzovani
[%6] [%] vody [%]
Reference 3,2 125+0,6 246+0,3
2% PKPO 4,6 13,8+ 0,4 26,2+0,3
5% PKPO 6,8 155+0,1 28,3+0,1

Kromé nutri¢nich benefiti ptispél ptidavek PKPO také ke zvySeni suSiny v jogurtech, coz
obecné vede ke snizeni rizika vzniku synereze jogurtd. Podle Tamimea a Deetha je pro
komer¢ni jogurty zadouci obsah susiny okolo 15 %, ¢ehoz se dosahuje bud’ ptidavkem suseného
mléka ¢i syrovatky nebo zakoncentrovanim mléka (odpafovani apod.) [362]. Existuji vSak i
materialy (napf. macha), které i pfes zvySeni obsahu susiny synerezi jogurtu neredukuji [363].
Synereze souvisi s kapacitou zadrzovani vody danym materidlem, podle jejiz hodnoty se
snadno odhaluji defekty nebo zmény v textufe a reologické vlastnosti daného vyrobku.

Obohaceni jogurtu pomoci PKPO 0 2 a 5 % zvysilo oproti referenci susinu na 13,8,
respektive 15,5 %. U jogurtu s 5% obsahem PKPO tak bylo dosazeno optimalniho mnozstvi
suSiny pro vznik typické jogurtové textury. Zarovén bylo u obou fortifikovanych vzorkt jogurtu
pozorovano zvyseni KZV v porovnani s referenci o 1,6 a 3,7 %, a tedy snizena Synereze jogurtu.
Z vysledku také vyplyva, ze pridavek PKPO do jogurtu ma na KZV podobny vliv jako ptidavek
suseného mléka nebo syrovatky [364].

U dalsi série vysokoproteinovych jogurti byla ovéiena jejich senzoricka jakost dle postupu
popsaném v kap. 4.5.1.5. Tyto vzorky mély celkovy obsah proteini 5 a 10 %, jejich forma a
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typ se vSak lisily. Proteiny ve vyrobku pochazely jak z pouzit¢ho mléka, tak z ptidané¢ho
otrubového proteinu, piipadné suSen¢ho mléka. Za Gcelem zlepSeni senzorické jakosti vyrobki
byly ptipraveny i vzorky s enkapsulovanym PKPO. Charakterizace vSech ptipravenych vzorka
je uvedena v tabulce 50.

Tabulka 50 Charakterizace vzorkii vysokoproteinovych jogurtii pro senzorickou analyzu

Obsah bilkovin [%] Obsah susiny [%] Synereze [ml/100 g]
Reference 3,2 125+0,6 31,8+ 1,6
5% PKPO 5 14,3£0,6 36,9+3,0
10% PKPO 10 19,3+0,6 30,0+ 3,0
5% MIX1 5 16,1£0,5 324+29
5% MIX2 5 155+0,5 331+1,3
10% MIX1 1 26,7+0,3 8,8+0,4
10% MIX2 10 242+0,7 9,7+0,9
5% E-PKPO 5 16,0£0,5 359+29
10% E-PKPO 10 24,9+ 0,7 225+22

U vzorkt uréenych pro senzorickou analyzu byla dle kapitoly 4.5.1.2 stanovena suSina a
pfimo synereze, kterd je u jogurtli povazovana za jeden z hlavnich senzorickych defektt.
Synereze syrovatky u referen¢niho jogurtu byla 31,8 ml/100 g, coZz je hodnota podobna
synerezy jogurtu stanovené dle Erkaya et al. [365]. U vzorkd s 5 % bilkovin v jakékoliv formé
(5% PKPO, 5% MIX1, 5% MIX2 a 5% E-PKPO) se synereze v porovnani s referenci zvysila.
Nekteré rostlinné proteiny mohou mit nizsi vaznost vody [366], v disledku ¢ehoz se z jogurth
s jejich ptidavkem muze uvolnovat nadmérné mnozstvi vody. To ovS§em nebylo pfi stanoveni
kapacity zadrZzovani vody u jogurti obohacenych PKPO potvrzeno. JelikoZ vSak byla synereze
stanovena az po 7 dnech skladovani, divodem zvysSené synereze tak muze byt snizujici se
stabilita viskoelastické struktury jogurtt s pfidavkem 5% PKPO v case.
mira synereze (8,8 ml/100 g) byla stanovena u vzorku 10% MIX1, ktery obsahoval piidavek
jak PKPO, tak i suseného mléka. Tento vzorek disponoval také nejvyssim obsahem susiny,
kromé bilkovin m¢l oproti ostatnim vzorkim i vyssi zastoupeni sacharidd, které pochéazely ze
susené¢ho mléka. Ziskané vysledky se shoduji s vysledky Delikanlia a Ozcana., ktefi také
popsali snizeni synereze po piidavku syrovatkového proteinu [367].
ovSem v porovnani s referenci pouze o 10 ml/100 g. Bilkovina se v tomto pfipadé¢ nemohla
zapojit do tvorby jogurtové struktury a vazat v ném vodu, tuto roli v téchto vzorcich pievzal
alginat. Pfitomnost alginatu mize vyznamné ovliviiovat synerezi jogurtu diky jeho vysoké
kapacité zadrznosti vody. Tento efekt byl také popsan Free-Manjarrezem et al. u jogurta
s ptidavkem syrovatkového proteinového koncentratu a proteinového hydrolyzatu z fazoli
enkapsulovaného pomoci arabské gumy [368].

Mezi obsahem susiny a mirou synereze byl zjistén vyznamny negativni korelacni koeficient
s hodnotou -0,891, ktery potvrzuje, Ze s narGstajicim mnoZstvim suSiny u vzorkul
vysokoproteinovych jogurtii klesa objem uvolnéné syrovatky. Je také ziejmé, Ze vyroba jogurtl
pomoci rostlinnych proteint vysoké Cistoty mutize byt nevyhodna a muze vést k nadmérnému
uvolnovani syrovatky. Pridavek rostlinnych polysacharidii spolu s proteinem by v tomto
piipad€ mohl zlepsit pevnost jogurtové struktury.
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Reologické vlastnosti vysokoproteinovych jogurti

Zmény v reologickych vlastnostech jogurtii s ptidavkem PKPO nebyly popsany pouze
stanovenim kapacity zadrzovani vody ¢i synerezi vzork, ale také pomoci reometrie, mérenim
tokovych vlastnosti referencniho jogurtu bez pridavku PKPO a jogurtt s 2% a 5% PKPO dle
metodiky popsané v kap. 4.5.1.4. Byla stanovena a vyjadiena zavislost zdanlivé vyskozity na
smykové rychlosti. Vysledky pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v grafech na obr. 26.
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Obr. 26 Zavislosti zdanlivé viskozity na smykové rychlosti pro rizné vzorky jogurtii
s pridavkem PKPO, zvysovani smykové rychlosti (o), sniZovani smykové rychlosti (e)

Dle tvaru kiivek ziskanych vyhodnocenim zavislosti zdanlivé viskozity na smykoveé
rychlosti se v§echny vzorky analyzovanych jogurti, nezavisle na ptidavku PKPO, chovaly jako
typicky nenewtonovska tekutina, konkrétné¢ pseudoplasticka, jelikoz hodnota zdanlivé
viskozity klesala pfi zvySovani hodnoty smykové rychlosti. Tyto charakteristiky jsou typické
jak pro jogurty, tak pro jejich rostlinné alternativy [369].

Vsechny vzorky analyzovanych jogurtl také vykazovaly tixotropni chovani, jelikoz hodnota
zdanlivé viskozity pfi zvySovani smykové rychlosti nedosahla nulové hodnoty (referencni
jogurt — 8,8 Pa-s). Zdanliva viskozita méfena na konci cyklu (zvySovani a nasledné snizovani
smykové rychlosti piisobici na vzorek) byla ve vSech ptipadech vyrazné nizs$i nez zdanliva
viskozita na pocatku méteni.

K nalezeni dal$ich souvislosti mezi pfidavkem PKPO a tokovymi vlastnostmi jogurta byly
vzorky porovnany z hlediska reologickych parametri, jako je mez kluzu, pocatecni a kone¢na
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viskozity a schopnost regenerace struktury. Mez kluzu byla pro dané vzorky jogurtu vyjadiena
pomoci reologického modelu Herschel-Bulkley dle rovnice:

T=10+K-y" ,

kde 1 je smykové napéti, 1o je stanovovand mez kluzu, K je konzisten¢ni parametr a n je
index toku. Pocate¢ni viskozita je viskozita jogurtu pied aplikaci smykové rychlosti, koe¢na
viskozita je hodnota pfi aplikaci maximélni hodnoty smykové rychlosti (10 s™).

Schopnost regenerace byla vyjadiena jako pomér pocateéni viskozity a viskozity na konci
cyklu (snizeni a opétovné zvySeni smykové rychlosti). Konkrétni hodnoty reologickych
parametrt pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce 51.

Tabulka 51 Reologické parametry vzorkii jogurtit

Pocatecni Konecna
Mez toku [Pa] viskozita [Pa-s] viskozita [Pa-s] Regenerace [%]
Reference 0,94 + 0,07 8,8+04 0,50 + 0,02 67,9
2% PKPO 2,83+0,39 248+1,2 0,82 +0,03 38,4
5% PKPO 2,64 +0,59 28,3+1/4 0,53+ 0,03 37,5

Mez toku jogurtu s 2% pridavkem PKPO se oproti referenci vyrazné zvysila (2,83 Pa), pfi
vy$§im piidavku PKPO se jeji hodnota témét neméni, spiSe se mirné snizuje. Vyhodou vyssi
meze toku je vyssi kineticka stabilita, a tim sniZeni rizika separace fazi — synereze.

Hodnoty pocateéni a kone¢né viskozity jogurtti s pfidavkem PKPO se také oproti referenci
zvysily, coz potvrzuje zvyseni kinetické stability t€chto jogurtli. Oproti vzorku s 2% pridavkem
PKPO byla ovsem struktura vzorku 5% PKPO méné stabilni, mé¢la nizsi viskozitu po aplikaci
smykové rychlosti, a potvrzuje tak trend stanoveny u meze toku. Podobné byla nizsi viskozita
pozorovana u vzorku rostlinného jogurtu s 5% pifidavkem konopného proteinu v porovnani
s jogurtem s pouze 2% piidavkem [369]. Viskozita jogurtd se oproti referenci zvySuje i pfi
ptidavani syrovatkovych proteinovych koncentrati a izolati [340, 341, 342]. Reologické
vlastnosti jogurtii se dale odrazeji v jejich senzorickych vlastnostech, zavislost viskozity na
smykové rychlosti lze senzoricky popsat jako Zzvykatelnost (mnozZstvi prace potiebné
k rozmélnéni vyrobku tak, aby byl vhodny pro polknuti) [373]. Jogurty obohacené o PKPO
naopak oproti referenci disponovaly pouze nizkou mirou regenerace. Struktura referen¢niho
jogurtu byla vzhledem k tokovym vlastnostem obnovena z téméf 68 %, regenerace jogurti
s PKPO byla okolo 38 %.

S ohledem natokové parametry vysokoproteinovych jogurtu lze odhadovat, ze se
zvySujicim se pfidavkem PKPO miiZze dochazet k naruseni tvorby a stability viskoelastické
struktury. Tato struktura mize byt mechanicky malo odolnd a nestabilni. Dle tokovych
vlastnosti 1ze ovSem také usuzovat, ze takto pfipravené vysokoproteinové jogurty budou dobie
zvykatelné a snadno konzumovatelné.

Analyza celkového poétu mikroorganismii

Jednim z benefiti konzumace jogurtti je jejich pozitivni vliv na zdravi stfev diky pfitomnym
bakteriim Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus a Streptococcus thermophilus. Tyto
bakterie se naptiklad podileji na tvorbé stievni sliznice, stimuluji imunitni systém, redukuji
intoleranci laktozy a oxidaci lipidi [344, 345]. Dilezité jsou také pro samotnou produkci
jogurtt, rist a celkovy pocet téchto bakterii ma vliv na jeho kvallitu.
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Piidavek otrubového proteinu do jogurtu pted fermentaci mize rist MO ovlivnit. Z tohoto
diivodu byl pomoci cytometrie stanoven celkovy pocet bunék a jejich zivotaschopnost ve 2%
a 5% PKPO jogurtu, vysledky byly porovnany s referenci a jsou uvedeny v tabulce 52.

Tabulka 52 Pocet bunék ve vzorcich jogurtu

Celkovy pocet bungk [ml™] Zivotaschopné buiiky [%]

Reference 3,76 - 10° 91,5
2% PKPO 2,95 - 10° 92,3
5% PKPO 1,53 - 10° 90,4

Vysledky cytometrické analyzy neprokazaly, ze by mél pridavek PKPO signifikantni vliv
na celkovy pocet nebo Zivotaschopnost jogurtovych bakterii v porovnani s referenci. VSechny
vzorky obsahovaly vice nez 10° Zivotaschopnych bunék. U vzorkd s ptidavkem PKPO byl
zaznamenan pouze maly pokles po¢tu bunék, coz mohlo byt zptisobeno ptitomnosti fenolickych
kyselin extrahovanych spolu s proteinem z psSeniénych otrub. Je prokazané, ze fenolické
kyseliny inhibuji rist gram-pozitivnich kmenti laktobacilti [376].

U jogurtu obohacenych syrovatkovym proteinem bylo naopak prokézano podpofeni ristu
jogurtovych bakterii béhem dlouhodobého skladovani, a to dokonce i pfi prichodu
gastrointestinalnim traktem [377]. Navic bylo potvrzeno, ze syrovatkovy protein zpomaluje
poskozeni proteinti probiotickych bunck, zlepSuje regeneraci proteinii a zmiriiuje ucinky
kyselého prostiedi [347, 348].

Senzoricka analyza vysokoproteinovych jogurti

Ptidavek rostlinnych proteini do mléénych vyrobkl neni pfili§ obvykly kvili jejich
problematické kompatibilité. Pfirozené jsou tak prvni volbou pro obohaceni mlé¢nych vyrobkt
materialy stejného piivodu (mlé¢né proteiny, suSené mléko nebo syrovatka), avSak vzhledem
ke zvyseni nejen aminokyselinové diverzity produktu se ptidavky rostlinych surovin jevi jako
nutriéné vyhodné [380]. Casto vznikajici senzorické nedostatky je poté vsak nutné vhodnou
upravou suroviny nebo technologie eliminovat.

Ptipravené vysokoproteinové jogurty byly podrobeny senzorické analyze, kterd probihala
dle postupu uvedeném v kapitole 4.5.1.5. V prvni fazi bylo do jogurtu pted fermentaci ptidano
5 a 10 % PKPO, senzorické vlastnosti téchto vzorkli byly porovnany s referencnim jogurtem
bez ptidavku proteinu. Vysledky senzorické analyzy jsou zobrazeny v grafu na obr. 27.
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Obr. 27 Senzorické deskriptory vzorkii jogurtu s 5 a 10% pridavkem PKPO

Pomoci senzorické analyzy byla u jogurtli obohacenych PKPO odhalena fada senzorickych
defektt. Fyzikalni charakteristiky jogurtd, jako je tuhost nebo hustota, nebyly dle hodnotitelt
piidavkem PKPO ovlivnény. VSechny vzorky, v¢etné referen¢niho jogurtu, tak byly hodnoceny
jako lehce michatelné, fidké jogurty. Ostatni senzorické deskriptory se piidavkem PKPO od
reference liSily. Se zvySujicim se obsahem PKPO vV jogurtu se mirné snizovalo skore
homogenity vzorku, coz potvrdilo vyhodnoceni vysledkii pomoci ANOVA, které ukazalo
rozdily mezi vzorky na hladiné vyznamnosti P=0,0122. Homogenita jogurtu s 10 % PKPO byla
hodnocena jako spiSe nehomogenni, s malymi hrudkami (skore 3,5). Skore homogenity jogurtu
s 5% PKPO bylo mirné vyssi, ale stale hor$i nez hodnoceni reference.

Senzorické hodnoceni krémovistosti jogurtu je uzce spojeno s vnimanim homogenity.
Referen¢ni jogurt byl hodnocen jako krémovity, bez hrudek (skére 5). Piidavek PKPO do
jogurtu zpusobil zasadni pokles krémovitosti, vzorek 10% PKPO byl hodnocen jako pisnicity.
P hodnota definujici rozdilnost vzorkli byla pro parametr krémovitosti 0,0001. Piscitost je
jednim z charakteristickych rysi rostlinnych proteint, je spojena s jejich nizkou rozpustnosti.
Tu Ize v daném prostiedi ovlivnit upravou skladovacich podminek [381] nebo extrakéni metody
— extrakci pouze urcité, rozpustné frakce bilkovin [181]. Vznik pis€itého vjemu v potravinach
zasadné omezuje aplikovatelnost rostlinnych proteini. Detekce této vady v jogurtech
obohacenych PKPO vyzaduje optimalizaci receptury nebo vstupniho materidlu za ucelem
eliminace nebo redukce jejich piscitosti.

Také aroma jogurtu bylo ovlivnéno pifitomnosti PKPO, jeho pfijemnost se s jeho zvysujicim
se obsahem klesala. Statisticky signifikantni rozdil oproti referenci nebyl stanoven u vzorku
jogurtu s 5 % PKPO, u 10% PKPO uz bylo evidovano statisticky vyznamné zhorSeni aroma.
VétSina rostlinnych materialti disponuje aroma pochazejicim z jejich surového materialu. OP
ma vzhledem ke svému ptvodu specifické obilné aroma, které zieymé po fortifikaci jogurt
pretrvava. I pfesto, Ze obilné aroma je méné intenzivni v porovnani s jinymi rostlinnymi
proteinovymi izolaty [382], hodnotiteli bylo vnimano negativné — neptirozené pro jogurt. Toto
aroma mohlo byt navic v jogurtech znasobeno diky pfitomnosti tukd.
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Preferovana chut’ bilého jogurtu se mize mezi jednotlivci liSit, ovSem obecné je piijimana
vyvazena sladkost a kyselost jogurtu. Tyto chutové standardy byly dodrzeny také v postupu
piipravy referen¢niho jogurtu, hodnota sladkosti byla mirné¢ nizsi (skére 2) nez je hodnota
preferovand. Piidavkem PKPO se zménily také chutové vlatsnosti jogurtid. Nejvyznamnéjsi
zmény byly zaznamenani v deskriptoru hoikosti (P=0,0004), vzorek 5% PKPO byl hodnocen
jako stfedné intenzivné hoiky, 10% OP jako intenzivné hotky. Kyselost obohacenych jogurti
byla témé&f identicka s referenci, vjem sladkosti byl ¢astééné maskovan hotkosti u vzorku 10%
materidly velmi cCasto poskytuji hotky ¢i svyravy vjem. SlouCeniny zodpovédné za tato
senzoricka negativa se mohou mezi proteiny rizného ptivodu lisit [321]. Obecné je hoikost
zpusobovana piitomnosti peptidi s niz§i molekulovou hmotnosti [383] nebo fenolickych latek
[384].

Vyhodnoceni deskriptoru celkového dojmu bylo provedeno pomoci Spearmanova
korela¢niho testu s ostatnimi senzorickymi deskriptory. Hodnoty jednotlivych korelac¢nich
koeficientl jsou uvedeny v tabulce 53.

Tabulka 53 Korelacni koeficienty (r) mezi senzorickymi deskriptory a celkovym dojmem u
Jjogurtit obohacenych PKPO

Homogenita Tuhost Hustota Krémovitost
Celkovy dojem 0,4905 0,0734 0,1054 0,7489
Aroma Sladkost Kyselost ~ Hotkost Mira fortifikace
Celkovy dojem 0,5789 0,4719 0,2366 -0,7933 -0,8294

Dle vysledki korela¢ni analyzy byl celkovy dojem vzorkl jogurtl signifikantné ovlivnén
hotkosti (r =-0,7933), aroma (r = 0,5789) a krémovitosti (r = 0,7489). VSechny tyto deskriptory
pak uzce souvisi s mirou fortifikace jogurti PKPO, ktera také siln¢ negativné korelovala
s celkovym dojmem (r = -0,8294). Hodnotitelé udélovali krémovéjsim jogurtim s piijemnym
aroma a nizsi hotkosti vyssi skore celkového dojmu.

S cilem vylepsit celkovy dojem jogurtli obohacenych PKPO bylo dle vysledkli senzorické
analyzy nezbytné odstranit, nebo alespoii snizit intezitu vzniklych senzorickych vad. Proto byly
v dalsi fazi vyvoje provedeny Upravy vstupniho materidlu (PKPO) ¢i receptury. SniZeni
velikosti ¢astic PKPO mletim, michani PKPO sjinym materidllem mlééného ptvodu a
enkapsulace PKPO mély za cil zlepSeni krémovitosti, maskovani obilného aroma a snizeni
hotkosti obohacenych jogurti.

5.2.1.1 Mleti otrubového proteinu

Zamérem mleti PKPO dle postupu uvedeném v kap. 4.5.1.1 bylo sniZeni pisCitosti jogurtt
obohacenych pravé timto proteinem. Piidavek proteinového prasku s mensi velikosti ¢astic do
jogurtu tak nemél zasadné snizovat skoére senzorického deskriptoru krémovitosti, skore mélo
byt vyrazné vyssi nez pro jogurt s nemletym PKPO. Median velikosti ¢astic PKPO byl pomoci
jeho mleti kulovym mlynem snizen z ptavodnich 94,6 um na 38,3 um. Vliv pfidavku mletého
PKPO do jogurti na senzorickou analyzu byl proveden porovnanim dvou vzorkil — jogurtd
s 10% pridavkem mletého (10% M-PKPO) a nemletého OP (10% PKPO). Vysledky jsou
zobrazeny v grafu na obr. 28.
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Obr. 28 Vyhodnoceni vlivu mleti PKPO na senzorické deskriptory jogurtii s 10%
pridavkem

Snizenim velikosti ¢astic pod 40 pm nebylo dosazeno pozadovaného sniZeni piscitosti
jogurttiu vzorkid s 10% piidavkem OP. Texturni senzorické deskriptory zlstaly téméft identické
u vzorku s mletym a nemletym PKPO. Mletim PKPO se ale naopak zhorsilo aroma, které tak
bylo hodnoceno hiif, nez vzorek jogurtu s nemletym PKPO. Mira hotkosti tohoto vzorku dle
hodnotitelti vzrostla vV porovnani s jogurtem obsahujicim nemlety protein. ZvySend hoikost
vzorku pak mohla souviset také s maskovanim sladkosti a naslednym udélenim nizsiho skore
jejimu deskriptoru.

Jak jiz bylo feCeno, piscCitost je senzoricka vada bezna u vSech proteinovych materialt. I
ptesto, Ze bylo v fad¢ studii mletim proteinovych praskiti dosaZeno sniZeni piscitosti cilové
potraviny [356, 357], v piipadé jogurtu fortifikovanych PKPO tento trend nebyl potvrzen.
Naopak mleti PKPO vedlo k vyznamnému zhorSeni jinych senzorickych vlastnosti — hotkosti
a sladkosti, a tak i celkového dojmu. Pro zachovani krémovitosti jogurtu obohaceného PKPO
se tak musi zvolit jiné strategie, napfiklad ptidavek proteinl v alternativni formé, jako jsou
proteinové kulicky.

5.2.1.2 Michani otrubového proteinu

Fortifikace PKPO v kombinaci se susenym mlékem byla dalsi z variant pouzitych za u¢elem
zlepSeni senzorickych vlastnosti vysokoproteinovych jogurtl. U téchto vzorkd byla c¢ast
piidavku PKPO nahrazena susenym mlékem tak, aby bylo dodrzeno celkové 5, respektive 10%
zastoupeni proteinti v jogurtu. Michani PKPO a suSeného mléka bylo provedeno v poméru 1:2
(vzorky MIX1)a 1:1 (vzorky MIX2). Kromé proteinti byly vzorky s pfidavkem suSené¢ho mléka
obohaceny také o jeho dalsi komponenty, jako je tuk nebo cukry, které mohly ovlivnit
senzorické atributy vzork.

Senzoricka analyza jogurtl s pfidavkem suseného mléka byla provedena zvlast’ pro vzorky
s 5% as 10 % proteint, aby byly odhaleny limity tohoto zplisobu zlepSeni jejich kvality. Jako
reference byl pouzit jogurt s fortifikovany samotnym PKPO. Vysledky jsou zobrazeny
v grafech na obr. 29, respektive obr. 30.
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Obr. 29 Vyhodnoceni viivu michdani PKPO se susenym mlékem u vzorkii jogurtu
S 5% pridavkem proteinu na senzorické deskriptory

Skore jednotlivych deskriptorti se u vzorkd s 5 a 10% obsahem proteinti lisila, ale jen malo
z nich bylo pomoci vicenasobného srovnavaciho testu vyhodnoceno jako statisticky rozdilnych.
U jogurtli s 5 % proteintl nebyly v chuti pozorovany signifikantni rozdily, ovSem vzorky se
suSenym mlékem mély dle hodnotitelti vys$si hustotu (P = 0,0025) a krémovitost (P = 0,0486).
Pridavek PKPO a suseného mléka do jogurtt tak vedl k tvorb¢ tuzsi a vice kompaktni struktury.
Pozitivni vliv na texturni vlastnosti byl popsan také v praci L. G. Lima Nascimento et al. [387]
pfi pouziti kombinace mlécnych a rostlinnych proteinli pro stabilizovani emulzi. Mlécné
proteiny, zejména kaseiny, jsou navic s kaseinovymi micelami vznikajicimi pfi zrani jogurtu
ptirozen¢ 1épe kompatibilni. Rostlinné proteiny maji na druhou stranu odlisné vlastnosti, jako
napiiklad nizkou rozpustnost a nekompatibilitu, které mohou byt pro tvorbu kvalitnich
vysokoproteinovych jogurtli omezujici. Ve vodném prosttedi vSak bylo pozorovano zvySeni
rozpustnosti smési mléénych a rostlinnych proteinti [388].

Aroma jogurtd obsahujicich susené mléko v porovnanim s jogurtem pouze s PKPO bylo
hodnoceno rovnéz jako vice pfijemné. Naopak byla u téchto vzorkli pozorovana snizena
homogenita (P = 0,0339), coZ mohlo byt zplisobeno nedostatecnou hydrataci a rozpuSténim
suSené¢ho mléka.

Rozdily stanovené v senzorickych deskriptorech v§ak nemély zadsadni vliv na celkovy dojem
ze vzorku. Je tedy evidentni, Ze pro vzorky s niZ§im obsahem proteinti neni kombinovani
mléénych a rostlinnych proteini nezbytnym nastrojem pro zlepseni senzorickych ukazatelt
jogurtt, které jsou pro hodnotitele relevantni.
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Obr. 30 Vyhodnoceni viivu michdani PKPO se susenym mlékem u vzorkii jogurtu
s 10% pridavkem proteinu na senzorické deskriptory

Ptidavek smési PKPO a suseného mléka do jogurtli za ucelem zvyseni koncentrace proteini
na 10 % se na skore senzorickych deskriptort projevilo vyznamnéji nez u jogurti s 5% obsahem
proteint. Oproti jogurtu s pfidavkem pouze PKPO byly pozorovany zmény jak v textufe, tak
v aroma a chutovych vlastnostech vzorkd.

Homogenita byla u vSech hodnocenych vzorkli vniméana téméf identicky, ale u dalSich
texturnich vlastnosti, jako je tuhost nebo hustota, byly stanoveny signifikantni rozdily mezi
vzorky, a to na hladiné vyznamnosti o = 0,0001, respektive 0,00001. Jogurty obsahujici susené
mléko byly dle hodnotiteld tuzsi a hustsi. Tento trend byl pozorovan i u jogurti s 5% obsahem
proteini. Je to dusledek jak kompatibility pfidavanych mléénych proteini s jogurtovou
strukturou, tak zvySeni susiny jogurti. ZvySeni viskozity bylo pozorovano také u jogurtl
s ptidavkem odtu¢néného suseného mléka [389]. U piidavku samotnych syrovatkovych
proteind bylo ovSem pozorovano snizeni tuhosti a hustoty [389]. To potvrzuje i vyssi skore
tuhosti u vzorku 10% MIX2, tedy vzorku s vys$$im obsahem suSeného mléka.

Krémovitost byla také u téchto vzorki signifikantné ovlivnéna pfidavkem susené¢ho mléka
(P = 0,0444), coz bylo prokazano také pti pridavku 1-2 % syrovatkového proteinového
koncentratu do jogurtu [389] nebo odtuénéného suseného mléka [389]. I pies evidentni rozdily
Vv medianech skore udélenych pro deskriptory aroma, sladkosti a kyselosti nebyly vysledky
vyhodnoceny jako statisticky signifikantni. Pouze vjem hotkosti vykazoval mezi jednotlivymi
vzorky jogurtu staticticky vyznamné rozdily (P = 0,0444). SniZeni hoikosti bylo zaznamenano
pouze u vzorku MIX2, tedy vzorku s vyssim ptidavkem suseného mléka. Ve vzorcich 10%
PKPO a 10% MIX1 byla hotkost tak intenzivni, ze méla zadsadni vliv na skére celkového dojmu
(r = -0,6966). Mira fortifikace vzorkd pomoci PKPO u vzorku s ptidavek sméesi PKPO a
suSen¢ho mléka pak také silné korelovala s celkovym dojmem (-0,5019), ovSem ne tak
signifikantné jako u jogurtt s pfidavkem pouze samotného PKPO (-0,8294).

Z vysledkt senzorické analyzy jogurtii vyplyva, ze ndhrada PKPO suSenym mlékem ve
vysokoproteinovych jogurtech pozitivne ovliviiuje jejich senzorické vnimani. Negativem této
nahrady je ovSem sniZeni diverzity aminokyselin ve vyrobku. Mlé€né proteiny jsou piirozené
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vzhledem ke svym fyzikdlnim vlastnostem nejvhodnéjsi pro zvyseni obsahu oprateinti v jogurtii
se soucasnym zachovanim jeho funkénich a senzorickych vlastnosti. Piidavek rostlinnych
proteint do jogurtd v kombinaci s mlé¢nymi proteiny se pro senzorickou kvalitu vyrobku jevi
jako vhodny postup pro maskovani nedostatkd vzniklych jejich pfitomnosti. Je prokazano, ze
slozky mléka dokazi efektivné maskovat aroma a hoikost [390] a zlepSovat texturni vlastnosti
jogurtu.

5.2.1.3 Enkapsulace otrubového proteinu

Enkapsulace PKPO alginatem byla provedena dle kap. 4.5.1 s cilem snizeni piscitosti a
hotkosti a zlepSeni aroma jim fortifikovanych jogurtl. Zhang et al. prokazal, Ze alginat je
materidlem vhodnym pro enkapsulaci a zaroven uvoliiovani proteint v travicim traktu ¢lovéka
[391]. Uvolnéni proteint z alginatu nastava v tenkém stievé v prostiedi, které ma slabé kyselé
pH okolo 6,3. Tato hodnota je téméf idealni pro kompletni uvolnéni proteinu z alginatovych
castic.

Také ptidavek enkapsulovaného PKPO do jogurtu mé¢l signifikantni vliv na nékteré jeho
senzorické desktriptory. V ramci senzorické analyzy mezi sebou byly porovnavany vzorky
jogurtu s enkapsulovanym i neenkapsulovanym PKPO s celkovym 5 a 10% obsahem proteind.
Vysledky jsou zobrazeny v grafu na obr. 31.

—a— 5% PKPO 5% E-PKPO —e— 10%PKPO —e— 10% E-PKPO

Homogenita

3)

Celkovy dojem ¥ Tuhost

Hoikost pu

L d Hustota

Kyselost Krémovitost

Sladkost Aroma

Obr. 31 Vyhodnoceni viivu enkapsulace PKPO na senzorické deskriptory jogurtii

Velikost enkapsulovanych alginatovych castic s PKPO pouzitych pro fortifikaci jogurti byla
vrozmezi od 0,25 do 0,63 mm. Jejich ptidavek ovlivnil zejména vnimani homogenity
(P =0,0001), jogurty s enkapsulovanym proteinem byly popisovany jako spise nehomogenni
s viditelnymi velkymi Casticemi. Pfitomnost velkych castic V jogurtu mize na spotiebitele
pusobit jako nezadouci [392]. Rozdily mezi dal§imi texturnimi vlastnostmi (tuhost, hustota)
u jednotlivych vzorki jogurti nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.

Vyhodou ptidavku enkapsulovanych proteinovych ¢éstic je prevence zmény barvy a
maskovani obilného aroma PKPO. Aroma jogurtu s enkapsulovanym PKPO (5% E-PKPO a
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10% E-PKPO) bylo hodnotiteli v ramci senzorické analyzy popisovano jiz jako pfijatelné,
pricemz aroma vzorku s 10% PKPO sejevilo jako méné piijemné a bylo jednim z deskriptort
ovliviiujici celkovy dojem.

U vniméni kyselosti jednotlivych vzorkd hodnocenych jogurti nebyly pozorovany
statisticky vyznamné rozdily, ovSem piidavkem enkapsulovaného PKPO byly vyhodnoceny
signifikantni zmény ve sladkosti (P = 0,0379) a hotkosti (P = 0,0122). Enkapsulace PKPO
snizila vjem hofkosti v jogurtech v porovnani se vzorek 10% OP, a proto byla u téchto vzorkt
také intenzivnéji vnimana chut sladka. Ve vzorku jogurtu 5% E-PKPO byla hotkd chut
enkapsulaci proteinu téméf Uplné eliminovana (skore 4), hotkost 10% E-PKPO byla
srovnatelna s 5% PKPO.

Celkovy dojem byl ovlivnén zejména hotkosti, sladkosti vnimanim krémovitosti jogurt
(korelacni koeficienty -0,6471, 0,6113 a 0,6253). Dle vysledkt senzorické analyzy se vzorek
10% PKPO pro hodnotitele jevil jako nepfijatelny Vv porovnani s jogurty s enkapsulovanym
proteinem. Skoére celkového dojmu vzorku 10% E-PKPO bylo vyssi, ovSem stile nebyl
hodnocen jako dostatecné dobry pro spotiebitele. Vzorkiim s 5% obsahem proteini pak bylo
udéleno stejné skore celkového dojmu.

Sérii senzorickych analyz jogurtd obohacenych PKPO bylo odhaleno, Ze na jednotlivé
deskriptory a celkovy dojem ma zasadni vliv forma piidavaného proteinu. Piidavek
neupraveného PKPO do jogurtu se projevil na negativnim hodnoceni krémovitosti, hotkosti
a aroma. Mleti PKPO na mensi ¢astice nevyftesilo nizké skore deskriptoru krémovitosti jogurtu,
naopak prohloubilo jeho hotkost, coz vedlo i ke zhorSeni celkového dojmu. Nahrada PKPO
suSenym mlékem pozitivn€ ovlivnila senzorické parametry jogurtii, ovSem za cenu ztraty
diverzity aminokyselinového profilu. Pfitomnost suSené¢ho 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 pis¢itosti, hotkosti i maskovani
obilného aroma PKPO vV jogurtu, diky alginatu byla zachovéna i bila barva jogurtu. Pfidavek
enkapsulovanych ¢astic sice zhorSil vnimani homogenity jogurtu, ale ostatni texturni vlastnosti
ovlivnény nebyly.

5.2.2 Vysokoproteinové pecivo®

Mezi nejpopularnéjsi vysokoproteinové potraviny aktualné jednoznaéné patii také
vysokoproteinové pecivo. Fortifikace pekafskych smési proteiny ovSem muze zplsobovat
zmény jak v technologickém procesu vyroby, tak ve vlastnostech vysokoproteinovych
produktt. Proces vyroby ovliviiuje jak typ proteinu a jeho vlastnosti, tak i mira fortifikace.

Proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub ziskany navrzenym postupem izolace byl pouzit
pro vyrobu vysokoproteinovych smési a nasledné¢ také vysokoproteinového peciva. Byly
stanoveny farinografické a extenzografické vlastnosti vzniklych tést, vliv ptidavku
proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub na chut’ peciva byla ovéfena senzorickou analyzou.
Jako reference slouzily smési a pecivo nefortifikované a fortifikované syrovatkovym proteinem
(Vilgain Aktin, Ceska republika).

3 Vysledky této kapitoly byly uveiejnény v publikaci:
Potizka, J.; Slavikova, Z.; Bidmonova, K.; Vymétalova, M.; Divis, P. Physiochemical and Sensory Properties
of Bread Fortified with Wheat Bran and Whey Protein Isolates. Foods, 2023, ro¢. 12, ¢. 13, ISSN: 2304-8158.
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5.2.2.1 Vysokoproteinové pekarské smési

Pro zhodnoceni reologickych a senzorickych vlastnosti byly vytvoreny smési mouky typu
T530 (hladkd) s ptidavkem 5, 10 a 15 % daného proteinového materialu. Proteinovy material
izolovany z pSeni¢nych otrub pouzity pro tento experiment obsahovat 67,6 % bilkovin,
komeréni syrovatkovy protein 76,9 %. Vzniklé smési s moukou se pak nasledné lisily jak
Vv obsahu bilkovin a vody, tak v obsahu mokrého lepku a v sedimenta¢nim objemu. VSechny
tyto parametry, které byly stanoveny dle kap. 4.5.2.1, jsou pro jednotlivé vysokoproteinové
smési uvedeny v tabulce 54.

Tabulka 54 Charakterizace vysokoproteinovych smési

Obsah bilkovin Obsah vody Obsah mokrého Sedimenta¢ni

[%] [%] lepku [%] index [ml]
T530 13,8 102 + 0,6 38,6 21
596 PKPO 16,5 9,8 33,5 25
10% PKPO 19,2 9,4 31,2 28
15% PKPO 21,9 9,1 28,3 42
506 SP 16,9 10 33,1 23
10% SP 20,1 9,8 30,5 20
15% SP 233 9,7 19,6 17

Fortifikace pomoci proteinti vedla k pfipraveé proteinovych smeési s obsahem bilkovin az pies
20 % (vzorky 15% OP a 15% SP). Jelikoz se vSak jednalo o obohaceni pomoci materidlu
nepochdzejiciho z pSeniéného endospermu, byl u téchto smesi zaznamenan postupny pokles
v obsahu mokrého lepku. Lepek, ktery je tvofen ve vodé€ nerozpustnymi bilkovinami (gliadiny
a gluteliny) po namoceni bobtna a tvofi plasticko-elastickou hmotu. Této vlastnosti lepku se
Vv pekarenském primyslu hojné vyuZziva, zejména ve vyrobé kynutych produkti.

Sedimentac¢ni index (SI) je pak ukazatelem retencni kapacity rozpoustédla (kyselina
mlécna + isopropanol) dané smési. Je zavisly jak na hustoté, tak na bobtnavosti lepku.
Lze z ného poté odvodit silu vznikajiciho tésta, jeho absorpci vody a zpracovatelnost pii vyrobé
peciva [393]. Zeleneho test sedimentace mouky, zalozeny na méteni jejiho sedimentacniho
objemu ve zfedéné kyseliné mlécné, slouzi zejména ke kontrole kvality a stability mouky
v pribéhu skladovani [394]. Jeho vysledky ovsem mohou byt vyuzity také k definovani
funkénich vlastnosti novych, vysokoproteinovych smési. Hodnota sedimenta¢niho indexu dané
smési muze byt urcujici pro vybér vhodného typu peciva. Nizsi hodnoty SI mouky vedou
k tvorbé peciva s plochym tvarem, men$im objemem a slabou krustou. Naopak vysoké hodnoty
SI mouky jsou pfi¢inou kompaktniho tvaru peciva s malym objemem.

Na hodnotu sedimenta¢niho indexu muze mit vliv také obsah proteinti ve smési, respektive
sloZeni téchto proteinli. Za bobtndni jsou zodpovédné zejména gliadiny a gluteniny tvoftici
lepek, ovSsem vliv na sedimentanéi index mize mit také reten¢ni kapacita vody jinych bilkovin
(napft. albuminti nebo globulini) [395].

V ptipadé fortifikace mouky T530 proteinovym koncentritem z pSeni¢nych otrub byl
pozorovan postupny nartst hodnoty sedimentacniho indexu, a tedy bobtnavosti smési oproti
samotné mouce. To mlZe 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. Ptidavek syrovatkového proteinu
k mouce T530 naopak snizoval sedimentacni index, jelikoz fortifikované proteiny nedisponuji
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tak vysokou reten¢ni kapacitou vody, jako bilkoviny obsazené v mouce nebo V izolatu
z pSeniénych otrub. Proto by tyto smési byly vhodné&jsi pro pripravu napiiklad litych tést [396].
Ke sniZeni bobtnavosti lepku doslo také pii jeji fortifikaci konopnou moukou [397]. Naopak pfi
ptidavku rtznych druhd lusténinovych proteini k mouce nebyly pozorovany rozdily
v bobtnavosti téchto smési [398].

5.2.2.2 Farinograficka analyza vysokoproteinovych smési

Farinograficka analyza byla provedena dle kapitoly 4.5.2.2 u smési mouky s 5% pridavkem
PKPO a SP za ucelem definovéani vlivu substituovanych proteinii na reologické vlastnosti
vytvoienych tést. Farinografické indikatory jsou uvedeny v tabulce 55. Byly zaznamenany dvé
hodnoty stupné zméknuti — v ¢ase 10 a 12 min od dosazeni maxima to¢ivého momentu.

Tabulka 55 Farinografické charakteristiky moucnych smési

T530 5% PKPO  5%SP

Absorpce vody [%] 55,8 56,4 52,6
Doba vyvoje [min] 1,8 1,7 6,8
Stabilita [min] 3,8 2,6 9,8
Stupeni zmeknuti (10) [FJ] 72 73 20
Stupenn zmeknuti (12) [FJ] 94 75 74
Farinografické ¢islo kvality 35 30 113

*FJ — farniografické jednotky

Jednim z vyznamnych farinografickych ukazateltt mouky nebo mouénych smési je absorpce
vody. Mouky s vysokou reten¢ni kapacitou vody (tzv. silné mouky) maji hodnotu absorpce
vody Vv rozmezi 55-60 %, coz vyjadiuje ze 100 g této mouky je schopné zadrzet 55-60 g vody
[161]. Tato schopnost je dana jak obsahem, tak kvalitou lepku, ktera je pfedpokladem pro
vyrobu chleba. Referencni mouka T530 pouzitd pro vSechny experimenty S absorpci vody
0 hodnoté 55,8 % tadi mezi silné mouky. Piidavkem 5 % PKPO se hodnota absorpce vody
mirné zvysila (56,4 %), coz muze byt zpusobeno jak zvySenym obsahem bilkovin, tak
pritomnosti fady hydroxylovych skupin, které reakci s vodikovymi mustky ve vodé zvySuji
absorpci vody. ZvySeni absorpce vody bylo pozorovano také po piidavku extrudovanych
pSeniénych otrub do chlebového tésta [399]. 5% substituce pomoci SP absorpci vody naopak
snizila (52,6 %). Toto méfeni tak potvrzuje vliv pfidavku daného typu proteinu na bobtnavost,
respektive na sedimentacni index smési (viz kap.5.2.2.1)

Doba vyvoje tésta a jeho stabilita jsou farinografické indikatory, které definuji silu
vznikajiciho tésta. Vyssi hodnoty téchto indikatorti poukazuji na silnéjsi tésta, kterd jsou
tvofena trojdimensionalni viskoelastickou strukturou vznikajici diky vlastnostem lepku.
Stabilita tésta pak piedstavuje dobu, po kterou ma tésto stejné viskoelastické vlastnosti, a tedy
je mozné ho dobie zpracovavat. V Ceské republice se doba stability mouky vétsinou pohybuje
mezi 3 a 5 minutami. Referen¢ni mouka T530 méla dle stanoveni doba vyvoje 1,8 min a
stabilitu 3,8 min. Piidavek 5 % PKPO nemél na dobu vyvoje teméf zadny vliv (1,7 min), i
piesto zZe byly pozorovany jevy, kdy se tato doba prodlouzila vlivem interakci lepku a vldkniny
[399]. Tento pridavek ovsem zpisobil signifikantni snizeni stability tésta na 2,6 min, coz
vypovida o oslabeni lepkové viskoelastické struktufe, a tedy snizeni sily této smési. Naopak 5%
ptidavek SP prodlouzil oproti samotné referenéni mouce T530 dobu vyvoje tésta o 5 min
(celkovych 6,8 min) Pfitomnost syrovatkového proteinu v pSenicné mouce Shizuje
hydratovatelnost a roztazitelnost této smési, a tedy omezuje i vyvoj typické viskoelastické
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struktury lepku. 5 % SP v mouce ale zaroven prodlouzila stabilitu pfipraveného tésta o 6 min,
coz bylo pozorovano také u Indrani et al. [400]. Zarovén Tang et al. popsal snizeni stability
tésta s piidavkem syrovatkového proteinu, které zdivodnoval piitomnosti sulthydrylovych
skupin SP a disulfidovych vazeb lepku [401].

Stupeiri zméknuti je dan rozdilem konzistence tésta mezi maximem a hodnotou v ¢ase 10,
respektive 12 minut. Po 5% substituci pomoci PKPO byl do 10 min pozorovan témét totozny
prubéh meknuti tésta S pribéhem stanovenym u referenéni mouky T530, ovsem do 12 minuty
doslo k jeho vyznamnému zpomaleni. Hodnota stupné¢ zmé&knuti u smési s 5% ptidavkem SP
byla ovlivnéna vysokou stabilitou té€sta, po 10 minutach byla 20 FU, az poté zacala vyrazné&ji
vzrastat. Podle farinografického ¢isla kvality, které je definovano jako ¢as od pocatku méteni
do doby poklesu 0 30 FU od maxima, se piidavkem 5 % SP kvalita tésta ptiblizné trojnasobné
zvysila.

5.2.2.3 Extenzograficka analyza vysokoproteinovych smési

Prib¢h analyzy je popsan v kapitole 4.5.2.3. Veskeré naméfené extenzografické
charakteristiky jsou pro vzorky a referenéni mouku T530 uvedeny v tabulce 56. Kromé energie,
odporu, taznosti a maximem odporu jsou uvedena také pomérova Cisla, ktera jsou definovana
jako pomér odporu, respektive maxima odporu a energie. Smési s 10 a 15% pridavkem SP
nemohly byt kvili pfili$ lepivé konzistenci tésta extenzografické analyze podrobeny.

Tabulka 56 Extenzografické charakteristiky moucnych smési

T530 5% PKPO | 10% PKPO | 15% PKPO | 5% SP
Doba odlezeni [min] 30 60 | 30 60 30 60 | 30 60 | 30 60

Energie [cm?] 82 82 |8 97 | 56 55 | 44 42 |119 164
Odpor [FJ] 216 230 | 782 960 | 524 276 | 144 64 | 289 196
Tanost [mm] 185 176 | 85 80 | 58 54 | 53 51 | 196 188
Maximum [FJ] 317 343|741 961 | 799 865 | 680 691 | 443 657
Pomérové &islo 12 13|86 120| 90 46 | 27 21|15 22

Pomérové ¢islo (max) 17 20188 120]139 161|129 136| 23 35

Energie tésta je ukazatelem jeho zpracovatelnosti a kvality. Mensi hodnoty energie
poukazuji na horSi odolnost a stabilitu pfi zpracovani, jsou typické pro mouky s tuhym a
kratkym fetézcem lepku. Pro standartni ¢eské mouky ma energie tésta typicky hodnotu okolo
90 cm?. Referenéni mouka T530 méla za podminek metody po 30 minutach energii 82 cm? a
po dalsich 30 minutach ziistavala tato hodnota konstantni [402].

Piidavek 5 % PKPO ke pSeni¢né mouce nemél po 30 minutdch na hodnotu energie
vyznamny vliv (81 cm?), aviak po 60 minutich doslo k narustu energie tésta na 97 cm? To
znamena, ze do 5% substituce mouky pomoci PKPO je hodnota energie té€sta vyznamné zavisla
na Case. Se zvySujicim se pfidavkem PKPO k mouce hodnota energie tésta naopak klesala, coz
vypovida o zhorSeni jeho kvality a stability. Energie tésta vzniklého ze vzorku s 15% ptidavkem
PKPO tak byla po 60 minutach téméf polovicni oproti energii samotné referenéni mouky.

Tésto vytvotené ze smési mouky a SP vykazovalo dle extenzografické analyzy vlastnosti,
které se vyznamn¢ liSily jak od reference, tak smési s PKPO. Pridavek 5 % PKPO zptsobil
nartist energie tésta po 30 minutach (119 cm?) oproti referenci a po celkovych 60 minutach tato
energie jesté dale vzorstla (164 cm?). Toto méfeni koreluje i s vysledky farinografické analyzy
a potvrzuje vysokou stabilitu tohoto tésta a jeho dlouhodob¢ dobrou zpracovatelnost.
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Odpor tésta je dalsi extenzografickou charakteristikou, kterd udéava silu lepku. Vyssi odpor
pii méfeni definuje tésta s tuzsi lepkovou strukturou, pevné&jsi a mechanicky odolné;jsi. Odpor
generovany téstem s 5% pridavkem PKPO byl po 60 minutach vice nez 4x vyssi (960 FU) nez
u referen¢ni mouky (230 FU). Avsak zvysujici se ptidavek PKPO k mouce vedl opét k poklesu
hodnot odporu tést, pti 15% ptidavku PKPO az na pouhych 64 FU po 60 minutach. Tyto zmé&ny
poukazuji na kichnuti tésta v piipadé vyssi substituce PKPO a snizeni jeho mechanické
odolnosti.

Odpor tésta ze smési mouky a SP byl po 30minutové temperaci jen mirné vyssi (289 FU),
nez odpor reference (216 FU), Poté ovSem zacal odpor tésta vyrazné klesat azna 196 FU v Case
60 minut, coz vypovida o jeho slabnuti a kiehnuti.

TazZnost tésta je vlastnost charakterizujici jeho pruznost pii natahovani udavanou v mm.
Optimalni taznost tést urcenych pro pekarské aplikace je mezi 140 a 170 mm [403]. Referen¢ni
mouka vykazovala taznost okolo 180 mm, pficemz byla tato hodnota po dobu 1 hodiny
relativné stabilni. Pfidavek 5 % PKPO mél okamzity vliv na taznost vzniklého tésta, ktera se
po 30 minutach snizila oproti referenci o vice nez polovinu (85 mm). Tésta s vySSimi ptidavky
PKPO (10 a 15 %) vykazovala v porovnani s referenci taznost je$té nizsi a jsou z tohoto
pohledu vice kiehka nez ptuznd. Pficina ztraty pruznosti tésta po ptidavku PKPO muze byt
zpusobena pfitomnosti polysacharidd, které ovliviiuji redistribuci vody a tim brani vzniku
pevné struktury lepku s charakteristickymi viskoelastickymi vlastnostmi [74]. P¥idavek 5 % SP
taznost tésta nesnizil, naopak oproti referenci lehce zvysil.

Kromé¢ odporu tésta je dal§im parametrem, které charakterizuje silu lepku v t€sté maximum
extenzografické kiivky. Stejn¢ jako v pripadé odporu, také maximum bylo nejvyssi u vzorku
tésta s 5 % PKPO, a to po 60 minutich temperace. Hodnoty maxima smési s vy$s§imi piidavky
PKPO poté dosahovaly mirn¢ niz$ich hodnot nez tésto s 5% PKPO, ale v porovnani s referen¢ni
mokou byly tyto hodnoty dvojnasobné. Nartist maxima oproti referenci byl pozorovan i u
vzorku té€sta obohacené¢ho 5 % SP, ovSem jeho hodnota byla také niz8i, nez hodnota maxima
5% PKPO.

Optimalni hodnota pomérového ¢isla se ma pohybovat v rozmezi 2-2,5 pro klasickou
pSeniénou mouku, oviem pro specialni mouky se miize lisit. V Ceské republice ma pomérové
¢islo stfedné kvalitni mouky typicky hodnotu lehce mensi nez 2 [402], jak bylo stanoveno také
Vv piipad¢ referencni mouky. Z hodnot pomérového ¢isla tést s ptidavkem PKPO lze fict, Ze se
tyto smé&si dle extenzografické analyzy chovaji jako specialni mouky, jejichz vlastnosti se od
klasické pSeni¢né mouky zasadné odlisuji. Naopak pomérové ¢islo neodhalilo signifikantni
rozdily mezi vlastnostmi reference a smési s 5 % SP.

5.2.2.4 Senzoricka analyza vysokoproteinového peciva

Vnimani senzorické kvality potraviny je komplexni proces, ktery se vztahuje jak
k chutovym a aromatickym vlastnostem, tak vzhledu a vlastnostem texturnim. Byla provedena
senzoricka analyza celkem 7 vzorki baget S riznym piidavkem PKPO a SP, ptipravenych dle
kap. 5.4.4. Celkem 20 nezavislych hodnotitelti posuzovalo nejprve texturni a poté aromatické a
chutové vlastnosti piedlozenych vzorki. Tyto kategorie byly také nakonec zvIast’ vyhodnoceny
ur¢enim medidnu pro kazdy senzoricky ukazatel.

Texturni vlastnosti pe€iva zahrnuji posouzeni jeho struktury, povrchu, tvrdosti
a Zvykatelnosti. Zarovén byl v ramci senzorické analyzy vyhodnocen i parametr celkovy dojem,
ktery je ukazatelem toho, zda ma dany vzorek texturni vlastnosti podobné komercné
dostupnému pecivu. Vyhodnoceni texturnich vlastnosti je uvedeno na obr. 32.
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Struktura

Reference
5% PKPO
10% PKPO

Celkovy dojem Povrch

15% PKPO
5% SP
10% SP
15% SP

RENEEN

Zvykatelnost Tvrdost

Obr. 32 Texturni parametry vzorkii peciva

Struktura peciva je dana jeho pevnosti, soudrznosti nebo drobivosti. Na obrazku 31 lze
vidét, Ze u vzorku s vys$sim ptidavek SP (10 a 15 %) doslo ke snizeni hodnoceni parametru
struktura o jeden bod stupnice. Kvili niz§i vaznosti vody SP nevznikla u téchto vzorku tak
pevna viskoelasticka struktura lepku jako v piipadé reference a peciva s ptidavkem OP. SniZeni
koncentrace lepku a zhorSena redistribuce vody mezi lepkem, $krobem a syrovatkovym
proteinem vedlou Kk poklesu hodnoceni senzorického vnimani struktury peciva [404]. Tésta
pfipravena ze smési S vys$§imi piidavky SP (10 a 15 %) byla velmi vodnata a tézko
zpracovatelna jiz pii jejich ptipravé, coz také naznacuje Spatnou tvorbu lepkové struktury.
Na tento trend v peceni poukazovaly také nizké hodnoty sedimentacéniho indexu u vzorku
obohacenych syrovatkovym proteinem.

Senzorické analyza neodhalila signifikantni rozdily mezi referenci a vzorky smési s riznym
pridavkem OP, kazdopadné¢ vizualné je evidentni, Ze se zvySujicim se pfidavkem tohoto typu
proteinu dochazi behém peceni k redukci velikosti vzduchovych ¢astic na fezu peciva, a tedy
ke vzniku hutnéjsi struktury baget (viz obr. 33). Tuto hypotézu potvrzuje také Alzuwaid et al.
[79].

5% PKPO 10% PKPO 15% PKPO

Obr. 33 Porovnani expanze plynovych bunék u vzorkii peciva s riiznym pridavkem PKPO

Dalsim parametrem senzorického hodnoceni texturnich vlastnosti peciva je jeho povrch.
Také zde byl rozdil v hodnoceni jednotlivych vzorki maximalné jeden bod stupnice. Povrch
reference byl nejCastéji charakterizovan jako polohladky. Oproti referenci byl povrch
ptipravenych baget 1épe hodnocen u vzorkd obohacenych PKPO, jehoz ptidavek ovliviioval
barvu vysledného peciva — vyraznéjsi hnédé zbarveni, které tak mohlo v hodnotitelich vyvolat
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dojem zdravéjsiho, celozrnného pecéiva [405]. Oproti referenci byl o jeden stupen 1épe
hodnocen také vzorek s 5% pridavkem SP.

V tvrdosti se na zakladé vysledka senzorické analyzy mezi sebou jednotlivé vzorky peciva
statisticky vyznamné lisily (P = 0,0001). Tento parametr byl u reference hodnocen jako
znamkou 3 — stiedné tvrdy. Bagety s 15% piidavkem PKPO vykazovaly sniZeni tvrdosti oproti
referenci. Stejné hodnoceni trvdosti pak bylo piifazeno také vzorku s 5% piidavkem SP.
Naopak u vzorkt s 10 a 15% piidavkem SP doslo ke zvySeni tvrdosti baget oproti referenci.
Stejny trend byl pozorovan pii pfipravé zitného chleba se syrovatkovym proteinovym
koncentratem, jehoz tvrdost se do 4% piidavku sniZzovala a s piidavkem nad 4 % zvySovala
[406], [407]. Tvrdost baget s vyssimi ptidavky PKPO byla hodnocena stejné jako tvrdost
reference.

Zvykatelnost petiva je daliim parametrem patiicim mezi texturni vlastnosti. Po pridavku
proteini byly dle senzorické analyzy hodnoty Zvykatelnosti jednotlivych vzorkli peciva a
reference shodné, hodnocené jako stiedné zvykatelné. Pouze u vzorku s 15% ptidavkem PKPO
doslo k zvyseni hodnoty tohoto paramteru, a tedy zhorSeni Zvykatelnosti této bagety. ZhorSeni
zvykatelnosti peciva obohaceného pomoci PKPO byl zaznamenan také ve studii dle Alzuwaid
et al [79], ale uz po 5% substituci mouky. ZhorSeni zvykatelnosti bylo pozorovano také po
pridavku syrovatkového proteinu do peciva [408], coz se u zkoumanych vzorkd v této
dizertacni praci dle pouzité metodiky nepotvrdilo.

Pomoci korela¢ni analyzy byl vyhodnocen také vliv texturnich parametrG na skore
celkového dojmu jednotlivych baget. Z vysledki bylo patrné, Ze zddny z texturnich parametrti
nevykazoval signifikantni korelaci s parametrem celkového dojmu. Lze tedy shrnout, ze
hodnocené texturni vlastnosti nebyly pro hodnotitele ptfi celkovém vnimani baget zasadnim
ukazatelem.

V dalsi fazi senzorické analyzy bylo hodnotiteli posuzovano aroma a chutové vjemy,
konkrétné horkost a slanost piipravenych vzorku baget. Také tyto parametry byly nakonec
porovany s hodnotou celkového dojmu. Vysledky zpracované ve formé medianti jsou uvedeny
V pavucinovém grafu na obr. 34.

Aroma

J

Reference
—>— 5% OP
—8— 10% OP

Celkovy dojem Chut

— 15%OP
— 5%SP

- 10%SP
— 15% SP

Slanost Horikost

Obr. 34 Aromatické a chutové viastnosti vzorkii peciva

Aroma ptipravenych baget je z velké miry dané procesem ferementace v prubéhu jejich
vyroby, kdy dochazi ke vzniku fady aromatickych a chutové aktivnich latek. Delsi doba
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fermentace vede ke vzniku bohatSiho aroma, ale zadroven muze dochéazet také k okyselovani
peciva [409]. Dalsi vyznamnou fazi pro vznik aroma je poté Maillardova reakce pii peceni.
U vzorkt baget z jednotlivych smési byl dodrzen stejny postup piipravy, hodnotiteli byly vSak
odhaleny statisticky vyznamné rozdily (P = 0,0003) v aroma peciva dané typem i mnozstvim
piidanych proteinli. Aroma bylo negativné ovlivnéno vys§im piidavkem PKPO. Hodnoceni
bagety s 15% substituci PKPO kleslo oproti referenci 0 2,5 bodu — slovné bylo definovano jako
,,spise nepiijemné*. Pfidavek 5 % PKPO tak zasadni vliv na aroma baget nem¢l, tento vzorek
byl v tomto parametru hodnocen jako ,,spiSe pfijemny*. Syrovatkovy protein mél obecné na
aroma maly vliv, pouze v pfipadé bagety s 5% piidavkem SP bylo zaznamenano Iépe
hodnocené aroma oproti referenci, ale jen o 0,5 bodu stupnice.

Déle byla hodnocena komplexni chut’® vzorkd baget. U tohoto parametru byly také
zaznaménany signifikantni rozdily dané ptitomnosti proteinti. Chutova pfiijatelnost oproti
referenci klesla zejména u bagety s 15% substituci PKPO 0 2 body stupnice a jevila se tak jaké
,,Sspise nedostatecna®. Jako ,,praimérné* (3 body) byly pak hodnoceny vzorky s 10% pridavekm
PKPO a 15% ptidavkem SP. Ke vzorkiim s 10 a 15% ptidavkem PKPO byla navic Casto
pfifazovana nepiijemna obilna chut, u 15% SP se dle hodnotitelti objevovala nepfirozena
maselna chut’. Niz8i ptidavky proteinil k bagetam (5% PKPO, 5 a 10% SP) zhorSeni chutovych
vlastnosti baget nezptisobily a byly hodnoceny stejné jako reference.

Mira hotkosti byla do senzorické analyzy zatazena kvuli riziku jejiho zvySeni u potravin
obohacenych rostlinnymi proteiny. Bohuzel se tento negativni vliv projevil také u baget
s pfidavkem proteinového materidlu z otrub, a to na hladiné statistické vyznamnosti
P =0,00001. Zarovén bylo pozorovano zvyseni miry hotkosti imérné se zvySovanim ptidavku
PKPO, u 10 a 15% byly bagety vnimany jako ,,spiSe vyrazné hoiké*“. Mira hotkosti bagety s 5%
substituci PKPO byla oproti referenci také vyssi, ale hodnocena jiz jen jako méné nez ,,stfedné
vyrazna“ (2,5 bodu). PSeni¢né otruby jsou surovina, jejiz specifické slozky (napt. kyselina
ferulova, taniny) mohou zptsobovat hotkou chut’. Bylo popsano, Ze pfidavky samotnych otrub
do peciva zpusobuji zvySeni jeho hotkosti [383]. Pfi¢inou ov§em muze byt také charakter
ptidavanych proteinti. Obecné je hotkost jednim z hlavnich nedostaki rostlinnych proteint — je
déna jejich aminokyselinovym sloZenim, ¢i pfitomnosti kratkych peptidi, které ve vysSich
koncentracich po pozieni zpusobuji hotky vjem [332]. Dle piedpokladii se tak hotkost viibec
neprojevila u reference ani vzorki baget obohacenych syrovatkovym, tedy zivocisnym
proteinem.

Slanost baget nebyla ptidavkem otrubového ani syrovatkového proteinu vyznamné
ovlivnéna a jeji hodnota byla stejna, pfipadné pouze o jeden bod niZsi nez hodnota slanosti
reference. Ke slanosti vzorki tak bylo pfifazeno slovni hodnoceni ,,sttedné vyrazna“.

Celkovy dojem byl poslednim parametrem, ktery byl vyhodnocen na zakladé vsSech
senzorickych vjemil poskytnutych danym vzorkem. Bylo zjisténo, Ze fortifikované bagety
se od reference lisi, a to na hladiné vyznamnosti P = 0,002. Z grafu na obr. 33 je ziejmé, ze
nejméné piijatelnou byla bageta s 15% ptidavkem PKPO. Negativni vnimani vys$si koncentrace
PKPO bylo potrvzeno jejim korelaénim koeficientem s celkovym dojmem, ktery mel hodnotu
r =-0,488. To znamena, ze se vzristajici hotkosti se snizuje celkovy dojem ze vzorku. Naopak
nejlépe a shodné jako reference, byly hodnoceny bagety s nejnizsim, 5% piidavkem jak PKPO,
tak SP. Proto Ize shrnout, Ze substituce mouky pomoci proteinii za ucelem piipravy
vysokoproteinového peciva dle podminek metody bez vzniku zasadnich senzorickych defekta
je mozna pouze do 5 hm. %. Ovsem i tato substituce zvysi obsah bilkovin o vice nez 2,5 %.
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6 Zavér

Predlozena dizertacni prace se vénuje valorizaci pSeni¢nych otrub, konkrétné izolaci
proteinové frakce a jeji nasledné vyuziti ve vyrobé vysokoproteinovych potravin. PSeni¢né
otruby jsou lignocelul6zovy material slozen pfevazné z polysacharidt. Na zaklad¢ analyz bylo
stanoveno, ze PO obsahuji ptiblizné 19 % bilkovin, 8 % vody, 3 % tuki a 6 % nespalitelnych
latek (popel). Na zéklad¢ SDS-PAGE analyzy proteinti bylo dale zjisténo, Ze tyto bilkoviny
jsou dle jejich molekulové hmotnosti odlisné od bilkovin pSeni¢ného endospermu, ktery
se V potravinaistvi bézn¢ pouziva.

Izolace proteinti 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
vpoméru 1:20. Poté byl pevny podil oddélen 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 Gcelem zvyseni vytéznosti a zastoupeni bilkovin v izolatu byly Vv piivodné navrzeném
postupu izolace provedeny modifikace, které se zaméfovaly na piedipravu pSeniénych otrub,
zmény ve fazi extrakce proteinti nebo precipitace proteintl. Nejvyssiho nartistu 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 materiadlu. 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 proteind 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 néj
¢ini nutricné hodnotny dopln€k. Nicméné, stejné jako mnoho rostlinnych bilkovin, ma
ve srovnani s ZivociSnymi bilkovinami niZ§i hladiny esencidlnich 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

108



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% ptidavkem PKPO, jako reference slouzil jogurt vyrobeny stejnym zptisobem, jen bez
ptidavku protein. Pfitomnost bilkovin v jogurtu ovlivnila jejich reologické vlastnosti
a schopnost zadrzovat vodu. Jogurty s piidanymi 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
mirng snizila pocet bakterii, ale neméla vyznamny vliv na jejich celkovou Zivotaschopnost. U
jogurtd s vysokym piidavkem bilkovin z otrub byly zaznamenany senzorické vady, jako je
snizena krémovitost a zvySena zrnitost. Ptidavek proteina z otrub také vedl ke vzniku
nezadouci hotké chuti a obilného aroma jogurtd. Tyto senzorické defekty vSak bylo mozné
minimalizovat napiiklad enkapsulaci proteinu do alginatu nebo pfidavkem proteini mléénych.

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 piidavku proteini. Mnozstvi piidavaného 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 kieh¢i a malo elastické
Vv porovnani s referenci. Pfidavek syrovatkového proteinu naopak snizuje zadrzovani vody.
Senzoricka analyza peciva ukazala, ze vyssi ptidavek bilkovin z otrub vedl ke vzniku pevné&;jsi
a kompaktngjsi struktury, pecivo se syrovatkovym proteinem bylo mek¢i. Piitomnost proteinti
z otrub také vedla k rozvoji obilného aroma a hoiké chuti. Se zvySujicim se piidavkem tohoto
proteinu se celkové hodnoceni peciva sniZzovalo.
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8 Seznam zkratek

o — hladina vyznamnosti

AAP — aminokyselinovy profil

AMG — enzym amyloglukosidaza

BS — bunécna sténa

DDP — doporuceny denni piijem

E-PKPO — enkapsulovany proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub do alginatu
FAQO — Organizace pro vyzivu a zemedélstvi

FU — farinografické jednotky

ICP-OES — optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanych plazmatem

KF — kyselina ferulova

KZO — kapacita zadrzovani oleje

KZV — kapacita zadrzovani vody

MIX1/MIX2 — smés proteinového koncentratu z pSeni¢nych otrub a syrovatkového proteinu
M-PKPO — mlety proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub

P — pravdépodobnostni hodnota

PDCAAS - protein digestibility corrected amino acid score

PER — pomér uc¢innosti bilkovin (protein efficiency ratio) — metoda hodnoceni nutriéni kvality
bilkovin

PKPO — proteinovy koncentrat z pSeni¢nych otrub

PO — pseni¢né otruby

I — korela¢ni koeficient

RP — rostlinny protein

RPP — referen¢ni pfijem proteini

SDS-PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
SP — syrovatkovy protein

WHO - Svétova zdravotnicka organizace

ZP — Zivocisny protein
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Keywords:

High-protein yogurt
wheat bran protein isolate
Sensory analysis

Yogurt syneresis

High-protein (HP) food is becoming a popular and nutritionally valuable commodity. The most common protein
fortifiers are milk whey or soy protein isolates. However, one of the potentially promising sources of quality
protein isolate is wheat bran, the secondary product of wheat milling. Wheat bran protein isolate (WBPI) can be
obtained using a sustainable and environmentally friendly pH shift method. Considering its nutritional proper-
ties, incorporating WBPI into people’s diet is convenient. This work focuses on protein fortification of plain
yogurt using WBPI while maintaining sensory acceptability. Direct fortification of yogurts with WBPI to achieve
5 % and 10 % protein content revealed two main sensory defects — bitterness and sandiness. Several approaches,
such as grinding WBPI, protein blending, and WBPI encapsulation, were applied to improve the overall
impression score of HP yogurts. It was found that eliminating the sandiness of WBPI-fortified yogurt is not
possible by reducing WBPI particle size. Blending WBPI with dried milk decreased bitterness, but the products
lacked amino acid diversity. The most effective procedure to mask the sensory defects was WBPI encapsulation

using alginate, revealing an appropriate way to incorporate natural plant proteins into HP food.

1. Introduction

In recent years, the global food industry has witnessed a remarkable
surge in demand for functional foods that offer both enhanced nutri-
tional value and sensory satisfaction. A significant part of the functional
foods field focuses on high protein products, aiming to enhance the
protein content of standard foodstuffs. One such product at the forefront
of this trend is high-protein yogurt, offering consumers a convenient
source of essential nutrients. The strong position of high protein yogurts
in the market is supported by various market research findings. The
global high protein yogurt market valuation in 2022 was 35.19 billion
US dollars, with a projected global market growth rate of 7 % from 2023
to 2033 [1].

The production requirements for high-protein yogurt are still not
legislated in most of the countries. The closest benchmark for this type of
product is concentrated fermented milk with a minimum of 5.6 % pro-
tein content [2]. The enhancement of yogurt with proteins can be ach-
ieved through different methods of milk base concentration (after and
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https://doi.org/10.1016/j.jafr.2024.101185

prior to fermentation) or by direct fortification of the milk base with
protein isolates. Direct fortification includes the possibility of enriching
the product with various types of protein isolates, both of animal and
plant origin, or adding of protein blends. A common and almost exclu-
sive representative from the group of animal proteins is whey protein
isolate. However, in the field of plant protein isolates, the choices are
significantly more varied. In addition to commonly used soy and wheat
proteins, proteins from crops such as pea, fava bean, mung bean, rice,
oat, chickpea, potato, and wheat bran can be utilized [3-5].

Another promising candidate with substantial potential for incor-
poration into dairy products is wheat bran protein isolate (WBPI). This
isolate is derived from the external layer of the wheat grain, involving
several procedural stages, including defatting, solubilization, and pre-
cipitation [6]. A key advantage of WBPI lies in its sourcing from readily
available wheat bran, a cost-effective and environmentally sustainable
material abundantly generated during the milling process. WBPI is
characterized by a well-balanced amino acid composition similar to
plant-derived proteins like those from soy and pea. Its Protein
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Digestibility Corrected Amino Acid Score (PDCAAS) closely resembles
that of these plant proteins. The isolate is rich in asparagine, glutamic
acid, leucine, arginine, and proline. Beyond its protein content, WBPI
contains bioactive components such as polyphenols, phytosterols, and
lignans. These components have been correlated with advantageous
health effects, including the enhancement of cardiovascular well-being,
antioxidative efficacy, and potential anticancer properties [7-10].

According to its chemical composition, WBPI has the potential to be
integrated into high-protein yogurt formulations. An interesting amino
acid profile and the potential physiological benefits make WBPI an
attractive option for fortification. However, the integration of WBPI into
high-protein yogurt formulations prompts an intriguing consideration:
the influence of manipulating WBPI fortification levels on sensory at-
tributes, especially taste and texture. It is common for plant protein
isolates to have an astringent and bitter taste and can produce sandiness
in specific types of products [11]. The aim of this article was to evaluate
the impact of different fortification approaches on the sensory and
functional attributes of high protein yogurt. The optimization of the
production technology was focused on producing a high-protein product
with properties similar to standard yogurt. There is currently no pub-
lished scientific article on the application of WBPI in yogurts, and it is
thus a new contribution to the field of research and development of
functional dairy products.

2. Materials and methods
2.1. Isolation and characterization of WBPI

Wheat bran was obtained from flour manufacturer (Mlyny J.
Vozenilek, Czech Republic). The process of WBPI isolation from wheat
bran was described in detail in the work published by Porizka et al. [6].
The pH-shift method was used for isolation of WBPI. The extraction of
proteins from wheat bran was carried out by 0.05 M NaOH (pH 11, 1 h,
20 °C). The de-proteined wheat bran was removed from the protein
extract by centrifugation (8000 rcf, 15 min, 20 °C). The precipitation of
extracted proteins was provided by pH adjustment to 4 + 0.05 by
H2SO4. The sedimented WBPI was collected after centrifugation and
freeze-dried.

Protein content of WBPI and of its encapsulated forms was deter-
mined by determination of total nitrogen using elemental analyzer
(Eurovector EA 3100, Pavia, Italy) in triplicate. For the conversion of
total nitrogen amount to protein content, the factor 6.31 corresponding
to wheat bran was used.

The amino acid composition was measured by automatic amino acid
analyzer (AAA-400, Ingos, Prague, Czech Republic) with post-column
derivatization by ninhydrin and photometric detection. The hydrolysis
of peptide bonds was carried out by 6 M HCI for 23 h at temperature
110 °C. The concentration of cysteine and methionine was determined
after their oxidation by solution of performic acid, phenol, and hydrogen
peroxide. Tryptophane was determined after hydrolysis by saturated
solution of barium hydroxide at 110 °C for 20 h.

The SDS-PAGE analysis of WBPI was performed according to Czu-
binski et al. [12]. The proteins from homogenized WBPI were extracted
by shaking of 20 mg of sample with 0.15 mL of buffer consist of 8 M urea,
2 M thiourea, 50 mM trizma base, 0,1 M SDS and 75 mM DTT for 30 min.
After centrifugation, the supernatant with extracted proteins was
collected and directly analyzed.

The digestibility of the WBPI proteins was verified by simulating the
conditions of the digestive tract. Determination of digestibility was al-
ways carried out in 2 repetitions. 1 g of WBPI was first mixed with 15 mL
of 0.03 M HCI and shaken for 5 min at 37 °C. Then the pH of this sus-
pension was adjusted to 1.9 + 0.05 (1 M NaOH/1 M HCl) and 1 mL of
pepsin solution (4 mg/mL; 2000 U/g) was added and the suspension was
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shaken and incubated for another 30 min in an IKA KS 3000 shaking
incubator. Subsequently, the pH of the suspension was adjusted to 7.5
using 1 M NaOH, 4.5 mL of phosphate buffer and 1 mL of pancreatin
solution (5 mg/mL, 4 USP) were added. The suspension was further
incubated and shaken at 37 °C for 24 h. After the given time, the sus-
pension was centrifuged (8000 rcf, 10 min, laboratory temperature).
Undigested dried residue was analyzed by elemental analyzer (Euro-
vector EA 3100, Pavia, Italy). For the conversion of total nitrogen
amount to protein content, the factor 6.31.

2.2. Manufacturing and fortification of yogurt

Whole fat, standardized, UHT milk purchased from a retail was used
for manufacturing the yogurt samples. The dry matter of the milk was
determined by drying a 3 mL milk sample to a constant weight in a
laboratory oven (Memmert UFE550, Memmert, Biichenbach, Germany)
maintained at 105 °C. The milk characteristics are presented in Table 1.

As a starter culture, freeze-dried YF-L812 (Chr. Hansen, Denmark)
containing Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus was used to create a 1 % w/w inoculum. The milk was initially
heated to 70 °C for 10 min, and after cooling to laboratory temperature,
the inoculum was added to the milk in a 1:100 ratio. The samples were
then homogenized and placed in the yogurt maker (43 °C) until the pH
reached 5 (approximately 8 h). The samples were stored in a refrigerator
at 4 °C until further analysis.

For the production of high-protein yogurts, WBPI, dried milk, or a
combination of both were used to enhance the protein content. The
dried milk (Bohemilk, Czech Republic) contained 31 % protein.

The appropriate amount of WBPI, dried milk, or encapsulated WBPI
was added directly to the milk and homogenized before the fermenta-
tion process. Yogurt samples with a total protein content of 5 % and 10
% were prepared, in addition to a reference yogurt sample. The precise
amounts of individual protein materials were calculated based on their
protein content, and they are detailed in Table 2.

Table 1
Characterization of milk used for yogurt
manufacturing.
Energy value 266 kJ
Components [g/100 mL]
Fat 3.5
Carbohydrates 4.7
Proteins 3.3
Dry matter 12.5

Table 2
Composition of individual yogurt samples per 100 mL of milk.

Sample WBPI Dried milk ~ Encapsulated WBPI  Total protein
[g] [g] [g] content [%]
Reference - - - 3.30
5 % WBPI 2.01 - - 5.00
10 % WBPI 7.91 - - 10.0
5 % MIX1 1.00 2.74 - 5.00
5 % MIX2 1.33 1.84 - 5.00
10 % MIX1 3.96 10.8 - 10.0
10 % MIX2 5.27 7.19 - 10.0
5 % E-WBPI - - 3.15 5.00
10 % E- - - 12.4 10.0
WBPI
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2.3. Grinding and particle distribution of WBPI

The raw WBPI was ground using a ball mill (HK 40, HK Laboratory
Equipment, Turnov, Czech Republic) to obtain smaller WBPI particles
and prevent sensory defects such as sandiness. The size of the resulting
WBPI particles was measured using a Dispersing unit (Rodos, Sympatec,
Clausthal, Germany) and Laser diffraction (Helos, Sympatec, Clausthal,
Germany).

2.4. Encapsulation of WBPI

The raw whey protein isolate (WBPI) was encapsulated using sodium
alginate. A solution of alginate and WBPI in distilled water was pre-
pared. Initially, alginate was dissolved in water at a temperature of 60 °C
and mixed for 1 h. Subsequently, WBPI was added, mixed, and ho-
mogenized for an additional hour at a temperature of 35 °C. The ratio of
alginate to WBPI in the resulting solution was 1:5.

The solution was then pumped through a tube with a diameter of 0.2
mm using a peristaltic pump and dropped into a 10 % solution of CaCly
to form encapsulated balls. These formed encapsulates were filtered,
washed three times with distilled water, and dried at laboratory tem-
perature for 12 h. They were subsequently stored in a dark, dry place
until further use. The encapsulation efficiency was verified by deter-
mining the protein content in the dry WBPI encapsulates. The size of the
WBPI encapsulates was determined using a vibratory sieve shaker and
test sieves (Retsch, Haan, Germany).

2.5. Sensory analysis of yogurt samples

The sensory analysis of all prepared samples was conducted one day
after storage at the sensory laboratory of the Faculty of Chemistry, Brno
University of Technology, Czech Republic. This laboratory is equipped
in accordance with the requirements of the ISO 8589 standard. The
sensory panel consisted of 20 participants with relevant experience and
knowledge of dairy products, trained in general sensory analysis of
various food products. Before the analysis, the problematics, and con-
ditions of sensory analysis of dairy products were explained to all par-
ticipants. Sensory descriptors were evaluated for all yogurt samples and
compared to the reference. Maximum 4 samples were analyzed at the
same time. The water and bread were used as an odor neutralizer for
aroma and taste descriptors. The yogurt samples had the temperature of
about 5 °C, which corresponds to usual temperature for eating yogurt.

Descriptors of homogeneity, firmness, and density described the
textural perception of samples and were determined visually or me-
chanically by stirring with a teaspoon. Aroma of the samples was eval-
uated by smelling. Creaminess, sweetness, sourness, and bitterness
described the taste properties and were evaluated after the perception of
the samples in mouth. It was recommended to roll the samples on the
tongue for several seconds and then evaluated the descriptor. Overall

Table 3
Sensory analysis descriptors.
Descriptor 1 3 5
Homogeneity Inhomogeneous, big Inhomogeneous, Homogenous, no
particles small particles particles
Firmness Easy to stir, teaspoon Firm, teaspoon is Firm, teaspoon is
is not standing not standing standing
Density Thin, fluid Thin, compact Solid, compact
Creaminess Sandy, lumpy Creamy, small Creamy, no
particles particles
Aroma Unpleasant, Imperceptible Pleasant, yogurt
unnatural smell like
Sweetness Imperceptible Pleasant Very intensive
Sourness Imperceptible Pleasant Very intensive
Bitterness Imperceptible Middle intensive Very intensive
Overall I dislike Acceptable 1 like it very
impression much
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impression was determined by participants according to their personal
preferences and requirements to yogurts.

Descriptor ratings were measured by 5-point scales characteristic for
each descriptor. The points 1, 3 and 5 were defined according to Table 3.
The median of the rating was used for evaluation using Statistica soft-
ware (Tibco, Palo Alto, USA, version 14.1). The results of the sensory
analysis were presented using radar graphs created in Microsoft Excel
software (Microsoft, Redmond, USA, version 2019).

2.6. Syneresis of yogurt samples

Syneresis measurement was conducted to characterize the release of
whey in yogurt over time. This measurement was performed after 7 days
of storing the yogurt samples. A predetermined amount of each yogurt
sample was placed on pre-wetted filter paper in a funnel. The whey
released was collected in a graduated cylinder. Syneresis was deter-
mined as the volume of released whey after 3 h per 100 g of the yogurt
sample in duplicate.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of WBPI

The WBPI was extracted for wheat bran according to the procedure
described in 2.1. Protein material was subjected to analysis. The protein
content in WBPI was 84.7 + 0.3 %, comparable to commercially avail-
able protein isolates from soy or whey [3]. According to SDS-PAGE
analysis (Fig. 1), WBPI contains protein fractions with molecular
weights ranging from 6.5 to 145 kDa. The used isolation method did not
cause the cleavage of wheat bran proteins into new shorter peptides
(under 40 kDa), which could be. This is evident when comparing the
WBPI bands with the bands of the raw wheat bran sample. Short pep-
tides could be responsible for the bitter taste of plant-protein foods,
making it undesirable to use them in higher amounts for food fortifi-
cation [13].

Another nutritionally important factor is the amino acid profile
(AAP) of WBPIL. The high-quality protein isolates contain all essential
amino acids (EAA) in high quantities. However, the intake of non-
essential amino acids in the diet (NEAA) can also provide several
health benefits. The content of semi-essential amino acids (SEAA) is
particularly important for children and youth. The amino acid compo-
sition of WBPI is presented in Table 4.

The WBPI contains all essential amino acids (EAA), making it a
nutritionally significant plant-protein supplement or fortifier, similar to
soy protein isolate [14]. The most abundant amino acids in WBPI are
glutamic acid, proline, and the semi-essential arginine. According to the
amino acid profile (AAP), WBPI could be utilized in sports nutrition due
to its relatively high content of amino acids responsible for muscle
growth or regeneration. It could also be nutritionally beneficial for
elderly individuals, helping to prevent or slow down the loss of muscle
mass [15]. In addition to the influence of WBPI amino acids on the
development of muscle mass, WBPI can be a good supplement to reduce
blood pressure and improve outcomes in diabetes. It is also known, that
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Fig. 1. Comparison of WBPI and wheat bran protein fractions (SDS-PAGE).
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Table 4

Amino acid composition of WBPI [mg/100g].
EAA SEAA NEAA
Val 4.6 Arg 7.7 Gly 5.2
Leu 6.8 His 3.3 Ala 4.6
Ile 2.8 - - Ser 4.7
Thr 3.3 - - Cys 1.6
Met 1.8 - - Asp 9.2
Lys 4.0 - - Glu 20.1
Phe 4.1 - - Tyr 3.7
Trp 0.9 - - Pro 9.5

EAA - essential amino acids; SEAA — semi-essential amino acids; NEAA — non-
essential amino acids.

increased intake of certain amino acids positively affects the endocrine
system include that of glucocorticoids, thyroid function, glucagon-like
peptide 1, ghrelin, insulin-like growth factor-1 and leptin [16]. Lysine
is the limiting amino acid in WBPI. However, even a single dose of WBPI
(typically 30 g) covers, according to WHO, about 57 % of the recom-
mended daily intake of lysine for 70 kg individual.

The composition of encapsulated WBPI (E-WBPI) differs from raw
WBPI due to the alginate content covering the protein isolate. According
to analysis, the protein content in E-WBPI was 53.9 %. Due to this
decrease, the dosage of E-WBPI needed to be higher to maintain the
required protein content of fortified yogurt compared to the dosage of
raw WBPI (Table 2). Encapsulation substantially increased the particle
size. The average size of E-WBPI determined by sieve analysis was 4.4
mm.

Important nutritional aspect of protein isolates is digestibility. Native
plant proteins in general have lower digestibility compared to animal
proteins due to the presence of antinutritional factors which can be
exogenous (tannins, phytates and lectins) or endogenous (cross-linking
or hydrophobicity). Determination of WBPI digestibility was proceeded
according to the procedure described in 2.1. Total digestibility of WBPI
was 93,4 + 0,2 %. It is obvious, that isolation process significantly
increased digestibility when compared to standard native plant proteins,
which is normally between 75 and 80 % [17].

3.2. Raw WBEPI fortification of yogurt

Individual samples of high-protein yogurts were prepared using
direct fortification by raw WBPI. Yogurts with a protein content of 5 and
10 % were prepared according to the procedure described in chapter 2.2.

—e—REF 5% WBPI —e—10% WBPI
Homogeneity
Overall impressior 1 Firmmness

Bitterness Density

Sourness Creaminess

Aroma

Sweetness

Fig. 2. Sensory descriptor scores of raw WBPI fortified yogurt samples.
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According to the proposed technology, it was possible to prepare yogurts
with a homogeneous structure and texture close to the reference yogurt.
Produced samples were subjected to sensory analysis which revealed
several sensory defects of fortified yogurts. The descriptor scores for
WBPI-fortified yogurt samples were compared to the reference, which
was plain reference yogurt (Fig. 2).

The physical characteristics of yogurt samples, such as firmness and
density, were not affected by the WBPI fortification according to the
sensory analysis and its statistical evaluation. All samples, including the
reference, were evaluated as thin and easy to consume. However, the
scores for other sensory descriptors changed with the addition of WBPI.
The homogeneity score slightly decreased with increasing WBPI content,
indicating uneven distribution or larger WBPI particles, the changes
were also confirmed by ANOVA, which showed significant differences
between samples (P = 0.0122). Most sensory panel participants evalu-
ated the 10 % WBPI yogurt as inhomogeneous, with evidence of small
lumps (score 3.5). The homogeneity perception of 5 % WBPI fortified
yogurt was slightly better, but still inferior to that of the reference.

The creaminess feeling of the yogurt samples is closely related to
homogeneity. The reference yogurt structure was described as mild and
creamy in the mouth, with no lumps. On the other hand, WBPI-fortified
yogurts were perceived as less creamy, and the 10 % WBPI sample
structure was evaluated as sandy and lumpy. According to statistical
evaluation the high protein samples and the reference were significantly
different with the P value = 0.00001.

The aroma of yogurt samples was also affected by the addition of
WBPIL. The aroma of the reference sample was mostly evaluated as
pleasant. It was revealed that WBPI additions led to the development of
an aroma that was rather unpleasant for the sensory panel, which was
confirmed by multiple comparison test. At a lower addition of WBPI, this
phenomenon was not statistically significant, but the 10 % high-protein
yogurt already showed a statistically significant deterioration of the
aroma compared to the reference. WBPI has a characteristic grain aroma
due to its origin, and this aroma persists in yogurts after WBPI fortifi-
cation. The fat content in yogurts can even amplify this aroma. However,
according to the sensory panel, this type of aroma is not natural for
yogurts, and its presence reduced the aroma descriptor score.

Preferences for yogurt taste vary among individuals, but an appro-
priate perception of sweetness and sourness is generally acceptable.
Yogurt should not exhibit any undesired or unpleasant taste, such as
bitterness. These yogurt standards were maintained in the reference
sample production, with sweetness slightly lower than the sensory
participants’ preferences and a moderate sourness. With WBPI addition,
the taste perception of the fortified samples changed. The most signifi-
cant difference was observed in the bitterness score (P = 0.0004). The 5
% WBPI yogurt was mostly described as moderately bitter (score 3), and
the 10 % WBPI sample was perceived as even more bitter (score 4). The
sourness of the fortified samples was almost identical to the reference,
but the sweetness was likely masked by the bitterness and in the 10 %
WBPI sample, it was described as unrecognizable (score 1). Statistically
significant differences between sourness and sweetness perception of the
samples and the reference were not observed.

It is well known that plant-based protein isolates can cause a bitter
and astringent perception. The compounds responsible for bitterness can
vary among proteins from different plant species [11]. Bitterness is
commonly caused by the presence of small molecular weight peptides
[18] or phenolic compounds [19]. Most plant protein isolates have an
intense odor of their raw material. Although wheat protein aroma is less
intense compared to various plant protein isolates [8], the grain aroma
in WBPI yogurt was detected and described as less pleasant. Sandiness is
also a natural characteristic of plant proteins and is associated with their
low solubility. The solubility of protein isolates can be influenced by the
extraction method, protein fraction content [20], or storage conditions
[21]. The potential sandy perception of food limits the application of
plant protein isolates. For yogurt fortification, it is necessary to treat the
plant protein isolates to eliminate or reduce their sandy perception.
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Table 5
Correlation coefficients between sensory descriptors and overall impression of
WBPI fortified yogurt samples.

Homogeneity Firmness Density Creaminess
Overall impression 0.4905 0.0734 0.1054 0.7489
Aroma  Sweetness  Sourness  Bitterness  Fortification
Overall 0.5789 0.4719 0.2366 —0.7933 —0.8294
impression

According to the correlation coefficients provided by Spearman
correlation test (Table 5), the overall impression score of individual
samples was mainly affected by bitterness (—0.7933), aroma (0.5789),
and creaminess (0.7489) of the yogurts. These descriptors are directly
related to WBPI fortification. Consumers rated creamy, non-bitter, and
pleasantly smelling yogurt samples with higher overall impression
scores. It was also observed significant negative correlation between
overall impression and degree of WBPI fortification (0.8294).

To improve the overall impression score of WBPI-fortified yogurt
samples, it is necessary to mitigate or reduce the negative effects of
adding WBPI on sensory descriptors. Adjusting the particle size of WBPI
can enhance the creaminess score. Additionally, efforts should be made
to mask the aroma and bitterness of WBPI with components more typical
of yogurt. However, these enhancement procedures should not diminish
the scores of other sensory descriptors of the yogurt samples or alter the
natural characteristics of yogurt.

3.3. Enhancing of sensory properties of high-protein yogurts

The identification of the negative sensory properties of WBPI-
fortified yogurt prompted modifications to both the raw WBPI and the
yogurt recipe and manufacturing process. The objective was to signifi-
cantly reduce or eliminate the negative sensory perceptions and enhance
the overall impression score.

3.3.1. Grinding of WBPI

The negative evaluation of the creaminess of fortified yogurt was
addressed by grinding and reducing the particle size of raw WBPL
Incorporating finely ground WBPI into the yogurt was intended to pre-
vent the perception of sandiness in the product. The raw WBPI had a
median particle size (x50) of 94.6 pm, which was reduced to a median
particle size (x50) of 38.3 ym through ball mill grinding (referred to as
G-WBPI).

—e— 10% WBPI 10% G-WBPI

Homogeneity
Overall impression Firmness
Bitterness “ Density
0
Sourness Creaminess
Sweetness Aroma

Fig. 3. Sensory descriptor scores of ground WBPI fortified yogurt sample.
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The fortification of yogurt with ground WBPI was carried out
following a process similar to the original manufacturing, and sensory
analysis of these samples was conducted after 1 day of storage. The
creaminess perception of yogurts fortified with raw and ground WBPI
was compared, and the results are presented in Fig. 3.

Reducing the particle size of WBPI to less than 40 pm did not
effectively eliminate the perception of sandiness in the yogurt. The
textural sensory characteristics remained almost the same as those of
yogurts fortified with raw WBPI. Additionally, the aroma perception of
G-WBPI yogurt samples was evaluated to be even worse than that of
yogurts fortified with raw WBPL. Furthermore, the sweetness score of the
G-WBPI sample decreased. This reduction in sweetness could be attrib-
uted to the significant increase in bitterness of G-WBPI, which masked
the sweet perception of the sample. The final low overall impression
(score 1 — unacceptable) of yogurt samples fortified with ground WBPI
revealed the potential adverse effects of fortifying high-protein (HP)
foods with ground plant proteins on sensory properties.

Sandiness is considered a common sensory defect in all protein
powders. Depending on the target food, achieving a specific minimum
protein particle size is necessary to prevent sandiness. While reducing
sandiness perception through grinding has been demonstrated in
various studies [22,23], grinding WBPI did not effectively reduce
sandiness perception. On the contrary, it led to a significant deteriora-
tion in other sensory properties. Creaminess is a crucial sensory property
of yogurt, and any defects in this aspect are readily perceived by con-
sumers. Addressing the sandiness issue in WBPI-fortified yogurt through
particle size reduction alone proves challenging. Using alternative pro-
tein forms, such as balls instead of powder, could potentially help
mitigate product sandiness while maintaining the creaminess of the
original yogurt.

3.3.2. Protein blending

To enhance the taste of WBPI-fortified yogurts, protein blending was
employed. A portion of the WBPI was substituted with dried milk while
maintaining the 5 % and 10 % protein content in the yogurts. The blends
were created to maintain a protein content ratio of 1:2 (MIX1) and 1:1
(MIX2) between WBPI and dried milk. Besides the protein fraction, the
MIX samples were enriched with components from dried milk, such as
fat and carbohydrates, which could also influence the sensory percep-
tion of the yogurt samples.

Sensory analysis of yogurts with 5 % and 10 % protein content was
conducted individually to determine the acceptability limits of the yo-
gurts. The descriptor scores for yogurt samples fortified with protein

5% WBPI —e—5% MIX1 —e—5% MIX2
Homogeneity
5
verall impression 4 Firmness

Bitterness Density

Sourness Creaminess

Aroma

Sweetness

Fig. 4. Sensory descriptor scores of 5 % MIX fortified yogurt samples.
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Overall 3,5
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irmne
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w

Bitterness

Sourness Creaminess

Sweetness Aroma

Fig. 5. Sensory descriptor scores of 10 % MIX fortified yogurt samples.

blends (MIX1 and MIX2, prepared according to the recipes listed in
Table 2) were compared to those of raw WBPI-fortified yogurt. The re-
sults are presented in Figs. 4 and 5.

The scores for individual sensory descriptors differed between yo-
gurts with 5 % and 10 % protein content, but only few descriptors of the
samples were evaluated as statistically different according to multiple
comparison test. Fortifying with blended protein materials to maintain
5 % protein content did not result in significant differences in taste
sensory descriptors among the yogurt samples. However, the samples
with dried milk were perceived as denser (P = 0.0025) and creamier (P
= 0.0486). Combination of milk and WBPI led to a stiffer and more
compact structure. Better synergy of mixed systems of milk and plant
proteins for stabilizing the emulsions was also described in the research
of Lima Nascimento et al. [24]. Additionally, milk proteins, specifically
caseins, are more compatible with casein micelles due to their unique
structural properties, such as open and flexible conformations and the
presence of calcium phosphate. Plant proteins, on the other hand, have
different properties that make them less compatible with casein mi-
celles, including low solubility and lack of structural compatibility.
Blending of plant proteins with milk proteins can improve this problem
and increase solubility in aqueous solutions [25].

The aroma of yogurts with dried milk content was also rated as more
pleasant. Conversely, the sample with 5 % WBPI was described as more
homogeneous compared to the 5 % MIX yogurt samples with P value =
0.0339.

The differences in individual descriptors for 5 % protein yogurts did
not result in a variation in the overall impression score. For yogurts with
lower protein content, protein blending did not significantly increase
scores for any sensory descriptor, which are generally important for
yogurt consumers. It was also not proved the influence of WBPI fortifi-
cation degree on overall impression.

The fortification using a blend of dried milk and WBPI to maintain a
10 % protein content in yogurts (Table 2) resulted in more notable
changes in the perception of taste, structure, and aroma of MIX yogurt
samples compared to the 10 % WBPI sample.

Homogeneity among the evaluated samples was similar, but the
textural characteristics, such as firmness and density, of MIX samples
were described as much more solid compared to the 10 % WBPI yogurt
and were evaluated as significantly different (P = 0.0001 and 0.00001
respectively). The higher density of MIX samples was also observed in
yogurts with a total protein content of 5 %. As mentioned earlier, a
higher amount of dry matter in yogurts leads to a stiffer yogurt.
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Additionally, the presence of milk proteins contributes to stabilizing the
yogurt structure. This aligns with the results of the sensory analysis,
where the highest density was observed in the sample 10 % MIX 1,
which contains 10.8 g of dried milk.

Creaminess was also influenced by the addition of dried milk and
statistical differences were evaluated (P = 0,0294). There were no sig-
nificant observations of statistical differences between aroma and taste
descriptors of yogurt samples, except of the bitterness perception (P =
0.0444).

The perception of bitterness in MIX samples varied. Bitterness
reduction was observed only in the 10 % MIX1 sample, which had a
higher content of dried milk. In the 10 % MIX2 and 10 % WBPI samples,
bitterness was very intense, significantly affecting the overall impression
(correlation coefficient —0.6966). The 10 % WBPI sample received the
lowest overall impression score. The scores of MIX samples were higher,
with the panel mostly describing them as acceptable. In these samples,
the fortification by WBPI had great influence on the overall impression
(cor. coefficient = —0,5019), but in comparison to samples fortified only
by raw WBPI, the correlation between the fortification degree and the
overall impression was not so significant.

It was demonstrated that substituting WBPI with dried milk posi-
tively influenced the sensory perception of fortified yogurts, although
the diversity of amino acids was reduced. The lower amount of added
WBPI and the presence of dried milk components increased the overall
impression score of the 10 % MIX samples compared to 10 % WBPI-
fortified yogurt. Whey and milk proteins are, based on their physical
characteristics, the most suitable for incorporation into the yogurt
structure. Furthermore, other milk components can effectively mask the
aroma and bitter taste of WBPI [26] and improve the textural properties
of yogurts. According to Karam, adding 1-2% whey protein concentrate
to yogurt leads to a creamier perception, but the firmness and density of
yogurt are low. Conversely, adding skimmed milk powder increases
viscosity and reduces lumpiness in yogurts [27].

3.3.3. WBPI encapsulation

The encapsulation of WBPI was performed to mitigate the perception
of sandiness, bitter taste, and enhance the aroma in WBPI-fortified
yogurt. The WBPI was immobilized in alginate according to the pro-
cedure described in 2.4. Zhang et al. (2016) proved, that alginate is good
delivery system for encapsulation and release of proteins in human
nutrition. Release of proteins occurs in the small intestine environment
at slightly acidic pH around 6.3 This pH is suitable for almost absolute
release of proteins from alginate beads [28,29].

Encapsulation had significant effect on sensory properties of pre-
pared yogurts. The scores for sensory descriptors of E-WBPI fortified
yogurt samples are presented in Fig. 6.

—o— 5% WBPI 5% E-WBPI —e—10% WBPI —e—10% E-WBPI
Homogeneity
5
Overall impression 4 Firmness
Bitterness Density
Sourness Creaminess
Sweetness Aroma

Fig. 6. Sensory descriptor scores of E-WBPI fortified yogurt samples.
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The sensory analysis of 5 % and 10 % E-WBPI yogurts was compared
to samples of raw WBPIL. The encapsulation of WBPI altered the
perception of E-WBPI yogurts compared to WBPI yogurt samples. The
resulting WBPI encapsulate balls ranged in size from 0.25 to 0.63 cm.
The addition of WBPI encapsulate strongly influenced the homogeneity
score (P = 0.0001), with the yogurt samples described as non-
homogeneous with visible particles. The other texture descriptors, as
firmness and density, were not evaluated as statistically different. The
creaminess of the samples was also not affected by the addition of E-
WRBP], differences in this descriptor were not significant.

One advantage of WBPI encapsulation is the prevention of yogurt
color alteration and masking of WBPI grain odor. The addition of raw
WBPI turns the color of yogurt to brown, while the yogurt with E-WBPI
maintains its original white color. The aroma of E-WBPI and 5 % WBPI
yogurts was described as acceptable. However, a 10 % addition of raw
WBPI to the yogurt caused the development of a less pleasant aroma,
which also influenced the overall impression score.

Perceptions of sourness was not significantly different in any of the
tested yogurt samples. However, differences in the perception of
sweetness (P = 0.0379) and bitterness (P = 0.0122) between individual
yogurt samples were observed. The encapsulation of WBPI reduced the
bitterness of E-WBPI yogurt samples compared to 10 % WBPI yogurt and
therefore sweet taste was perceived more intensively. In the 5 % E-WBPI
sample, the bitterness was almost eliminated. The bitterness perception
of 10 % E-WBPI was similar to the bitterness of the 5 % WBPI yogurt
sample.

The overall score of the yogurt samples was mainly influenced by
bitterness sweetness and creaminess perception (cor. coefficients =
—0.6471, 0.6113, 0.6253 respectively). The 10 % WBPI yogurt sample
was evaluated as unacceptable compared to E-WBPI samples. The
overall impression score of the yogurt sample with 10 % E-WBPI was
higher, but the yogurt was still not considered good enough to be
acceptable for consumers. The presence of larger particles in yogurt is
also undesirable [30]. The 5 % WBPI and 5 % E-WBPI received similar
and the highest overall impression score among the compared yogurt
samples.

3.4. Syneresis of high-protein yogurts

Syneresis of whey is one of the primary sensory defects observed in
yogurts. This is mainly caused by the low dry matter content in yogurts.
However, factors such as high incubation temperature, storage condi-
tions, or an inappropriate ratio of casein and whey proteins can also
contribute to whey separation. Commercially, it is recommended to use
milk with a 15 % dry matter content to produce yogurt. Nevertheless,
adding non-milk material to the yogurt increases the dry matter content,
which can disrupt the yogurt micelle structure and increase product
syneresis. The dry matter content and the degree of syneresis for each
yogurt sample are presented in Fig. 7.

The syneresis of the reference yogurt was 31.8 + 1.6 mL/100 g, a
volume of whey separated from yogurt that was similar to the one
determined by Erkaya et al. [31]. The addition of 5 % WBPL, in any form,

35
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5% WBPI 5% MIX1 5% MIX2 5%E-WBPI 10% WBPI 10% MIX1 10% MIX2 10% E-WBPI

Fig. 7. The syneresis and dry matter content of yogurt samples; syneresis [mL/
100 mL], dry matter [g/100 mL].
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caused a slight increase in yogurt syneresis. According to Akin et al.
[32], the addition of plant protein materials to fermented milk products
increases their syneresis due to their low water-holding capacity. This
was observed and confirmed by the syneresis of 5 % WBPI yogurt
samples.

However, the syneresis of yogurt samples with 10 % WBPI content
decreased compared to the reference yogurt. The lowest syneresis was
observed in sample 10 % MIX1 with the addition of a blend of dry milk
and WBPIL Due to its high content of dry matter and relatively low
content of plant-origin WBPI, the syneresis of the 10 % MIX samples
reduced by more than 20 mL/100 g. Delikanti et al. [33] also described
the reduction of syneresis after the addition of whey protein. This
reduction was confirmed in the case of the combination of dry milk and
WBPI, but only up to a total 10 % protein content of the yogurt samples.
The addition of E-WBPI to the 10 % protein yogurt also caused a
reduction in whey syneresis. In addition to proteins, E-WBPI yogurt
samples are fortified by carbohydrates, especially alginate. The presence
of alginate could significantly influence the syneresis of the yogurt
sample due to its water-holding capacity. The same phenomenon was
described by Free-Manjarrez et al. [34] after the addition of encapsu-
lated bean protein hydrolysate by arabic gum and whey protein
concentrate to the yogurt.

The correlation coefficient between dry matter content and syneresis
volume was —0.891, revealing that an increase in the yogurt’s dry
matter decreases whey release. The indirect addition of carbohydrates,
together with the protein fraction, to the yogurts can improve the
strength of the yogurt structure. Therefore, fortifying yogurts with plant
proteins of high purity can be inconvenient and may lead to excessive
whey release.

4. Conclusions

Analysis of WBPI proved, that WBPI is good source of dietary pro-
teins. WBPI contains complete spectrum of essential amino acids.
Another significant positive feature of this isolate is its good digestibility
(93.4 + 0.2 %). However, fortifying yogurts with plant proteins is
limited by the occurrence of sensory defects, notably sandiness, aroma,
and bitterness, as confirmed by the production of WBPI-fortified
yogurts.

It was revealed that the form in which WBPI is added to the yogurt
samples has a significant impact on individual sensory descriptors and
the final overall impression of the HP yogurts. Raw powder form of
WBPI had negative impact on overall impression which was directly
connected with textural and flavour descriptors bitterness, aroma and
creaminess.

To reduce sandiness, and thus increase the degree of creaminess,
WBPI was ground to a finer, analytically defined powder. This modifi-
cation proved to be inefficient. It did not solved problems with sandiness
and the yogurt samples were also perceived as significantly more bitter,
which was further reflected in the deterioration of the overall evaluation
of the product.

Substituting WBPI with dried milk was demonstrated to positively
influence the sensory perception of fortified yogurts, despite a reduction
in amino acid diversity. The inclusion of dried milk components,
alongside a lower quantity of WBPI, elevated the overall impression
score of yogurt samples fortified with a 10 % mixture compared to those
fortified solely with 10 % WBPIL. Wheat bran protein and milk proteins,
due to their physical characteristics, are deemed highly suitable for
integration into the yogurt matrix. Moreover, other constituents of milk
effectively mask the aroma and bitter taste of WBPI while also
improving the textural properties of yogurts.

Encapsulating WBPI in alginate improved yogurt by reducing sand-
iness and bitterness while masking unpleasant aroma. Sensory analysis
showed differences between E-WBPI and raw WBPI yogurts, with E-
WBPI maintaining yogurt color and aroma better. Texture-wise, E-WBPI
affected homogeneity but not creaminess, firmness, or density.
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Bitterness was reduced in E-WBPI, enhancing sweetness perception.
Larger particles in proved have negative impact on overall impression.

Syneresis was observed to increase with 5 % added WBPI but
decreased with 10 % addition, especially when combined with dry milk.
This reduction is attributed to improved yogurt structure. Encapsulated
plant proteins also showed a reduction in whey release due to added
carbohydrates. A strong negative correlation (—0.891) between dry
matter content and syneresis volume suggests that increasing dry matter
decreases whey release.

WBPI proved to be a suitable raw material to produce high-protein
yogurt. The raw isolate treatment procedures proposed herein are
effective enough to minimize the additive’s effects on sensory
properties.
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Abstract

Yoghurts with increased protein content are becoming very popular and beneficial across
all age groups. The economic growth of the high-protein yoghurt market contributes to the
production and research of various alternatives for these products. In this study, plain yoghurt
was fortified with 2 % and 5 % wheat bran protein isolate (WBPI) before fermentation. The
influence of the addition of WBPI on nutritional and rheological characteristics, bacteria growth,
and sensory properties of yoghurt samples was evaluated. Apart from the nutritional benefits
of wheat bran proteins, which have a favourable amino acid profile, fortification also resulted
in changes in the rheological properties of the yoghurts. The increase in dry matter led to an
increase in water holding capacity and, consequently, the viscosity of the yoghurt samples.
The presence of WBPI did not affect bacterial growth or the fermentation process. However,
the natural bitter taste of WBPI persisted even after the fermentation process, negatively
influencing the sensory acceptability of WBPI-fortified yoghurt samples.

Keywords: wheat bran protein isolate; yoghurt fortification; high protein food; rheology
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Introduction

Yoghurt is a widely consumed dairy product that has
gained popularity due to its specific taste, nutritional
value, and health benefits. However, the moderate
protein content of traditional yoghurts limits their
ability to provide adequate protein supplementation
for individuals who require higher protein intake, such
as athletes, elderly people, and those recovering
from injuries or illnesses. To address this limitation,
researchers have explored various methods for
processing high-protein yoghurts. The market for
organic and functional foods is rapidly growing, with a
projected global size of $275.77 hillion by 2025, driven
by increasing consumer awareness of the link between
diet and health (Tomi¢ Maksan et al. 2021; Grand View
Research, 2019).

Among the common methods of producing high-
protein yoghurt is the concentration of yoghurt after
fermentation (Ozer et al., 1998; Ozer et al., 1999) or
prior to fermentation by methods such as ultrafiltration
(Rattray and Jelen, 1996; Gésan-Guiziou et al., 1999) or
microfiltration of milk (Chen et al., 2018). Another often-
used approach for high-protein production is the direct
fortification of yoghurt with various protein concentrates
and isolates before the fermentation step. Protein
sources can be of both animal and plant origin. While
animal protein sources are mainly limited to the use
of whey protein powders, the situation in the realm of
plant proteins is significantly more diverse. In addition
to conventionally employed soy and wheat proteins,
proteins derived from various crops, including pea, fava
bean, mung bean, rice, oat, chickpea, chia seed and
potato, are also utilized (de Paiva Gouvea et al., 2010).

A particularly promising plant protein candidate for
integration into dairy products is wheat bran protein
isolate (WBPI). Wheat bran is a by-product of wheat
milling and is a rich source of protein, dietary fiber, and
antioxidants (Elleuch et al,, 2011). A notable advantage
of WBPI lies inits procurement from the readily available
wheat bran, the outer layer of the wheat grain, which is
an economically viable and environmentally sustainable
by-product abundantly generated during the milling
process. The protein isolation process involves
sequential procedural stages, including defatting,
solubilisation, and precipitation, with derivation from
the peripheries of the wheat grain (Pofizka at al., 2023).
The resulting protein isolate is characterized by a high
protein content (up to 90 %), with essential amino acids
in guantities that meet or exceed the recommended
daily intake (Uttam et al., 2023). WBPI is notably rich
in asparagine, glutamic acid, leucine, arginine, and
proline. Its Protein Digestibility Corrected Amino Acid
Score (PDCAAS) closely approximates that of pea and
soy protein isolates. In addition to its protein related
constituents, WBPI incorporates bioactive elements,
including polyphenols, phytosterols, and lignans. These
constituents have been empirically associated to health
benefits, including the improvement of cardiovascular
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health, antioxidative efficacy, and potential anticancer
properties (Pofizka et al., 2023; Alzuwaid et al., 2020;
Uttam et al., 2023; Nongonierma and Fitzgerald, 2017;
Arte et al., 2019; Jergensen et al., 2019).

The potential application of WBPI in yoghurt extends
beyond its nutritional benefits. The use of plant-based
proteins, such as WBPI, can contribute to sustainable
food production practices by reducing reliance on animal-
based protein sources. Additionally, fortifying yoghurt
with WBPI can offer a new product for consumers
seeking alternative protein sources and expand the
yoghurt product market. However, high-protein products,
in general, exhibit fundamentally different sensory
properties compared to standard yoghurt. Differences
are particularly evident in texture, taste, and aroma. For
example, the incorporation of whey protein isolate (WPI)
in reduced-fat and non-fat yoghurts played a crucial role
in replacing fat and improving the texturing properties
of these yoghurts. The addition of WPI improved the
structure and quality of the yoghurts, particularly in
terms of texture and physical characteristics. Set-type
yoghurts fortified with WPIs exhibited a softer texture
and experienced less syneresis (liquid separation)
compared to the control yoghurts (Hashim et al., 2021).
Another study demonstrated that fortification with 5 %
soy protein led to an increased consistency and stability
of the yoghurts. On the other hand, fortification with 5 %
whey protein resulted in the formation of aggregates
due to excessive coagulation during fermentation. The
moisture content and total solid content of the yoghurts
were affected by the type as well as by the concentration
of proteins used for fortification. The higher the protein
fortification level, the lower the moisture content, and
the higher the total solid content of the yoghurts. The
addition of whey protein led to yoghurts with higher
hardness, gumminess, and chewiness compared to the
control (without protein fortification) and soy protein-
fortified yoghurts. However, whey protein and soy
protein did not significantly affect the springiness and
cohesiveness of the yoghurts. In terms of rheological
properties, soy protein-fortified yoghurts exhibited
dynamic viscosity and apparent viscosity values similar
to the control yoghurt. The shear stress-shear rate
relationship, which determines the apparent viscosity
of the yoghurts, could be accurately predicted using the
power law model, with an accuracy ranging from 80 % to
99 %, depending on the level of protein fortification and
protein type (Mitra et al., 2022).

The novelty of the present study lies in the use of a
new type of protein isolate (WBPI) in the production
of high-protein yoghurt. This application has not been
studied at a scientific level yet. The objectives of this
study were to determine the optimal levels of WBPI
for yoghurt fortification and to evaluate the impact
of its inclusion on sensory and nutritional properties.
Additionally, the study investigated the effect on the
rheological properties and viability of starter culture
bacteria.
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Materials and methods

Isolation and characterization of protein
isolate from wheat bran

Protein isolate from wheat bran was obtained using
the pH-shift method with modifications. Wheat bran was
milled (<0.2 mm). The protein fraction was extracted from
wheat bran using distilled water with a pH exceeding 10.5
(1 M NaOH) in a ratio of 1:20 (w/v) with continuous mixing
for 2 hours. The pH of the suspension was monitored every
30 minutes. After 2 hours, the suspension was centrifuged
(8000 rcf, 10 minutes), and the supernatant was collected.
The pH of the supernatant was adjusted to 4 (1 M citric
acid), mixed thoroughly, and cooled to 4 °C to facilitate
protein precipitation from the agueous phase. After
another centrifugation, the sediment was collected and
lyophilized. The protein content of the isolated WBPI was
determined using the Euroconvertor EA 3100 elemental
analyser, where the N content was multiplied by the
protein conversion factor 6.31 for wheat bran.

Manufacturing of high protein yoghurt

Fresh, whole-fat milk (3.6 %), pasteurized (Moravia
Lacto, Czech Republic), was used for manufacturing all
yoghurt samples. A freeze-dried starter culture (YF-
L812, Chr. Hansen, Denmark) containing Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus  delbrueckii  subsp.
bulgaricus was used to create a 1 % w/w inoculum. For the
reference sample, the milk was first heated to 70 °C for 10
minutes. After cooling to room temperature, the inoculum
was added to the milk in a ratio of 1:100. The mixture was
thoroughly mixed and placed in a yoghurt maker (43 °C)
for 8 hours. Finally, the reference sample was refrigerated
and cooled to 4 °C for further analysis.

To manufacture high-protein yoghurt, WBPI was added
to the milk after heating, prior to fermentation. The protein
content of the products was increased by adding 2 % and
5 % of WBPI. The suspensions were homogenized before
and after inoculation. The conditions for producing high-
protein yoghurts were the same as for the reference.
All samples were analysed in duplicates. Before every
analysis, the samples were mixed and homogenized again.

Dry matter and water holding capacity

To assess the impact of the addition of the protein
concentrate on the physical properties of fermented
milk products, the dry matter (DM) and water holding
capacity (WHC) of individual samples were determined
in duplicate. DM was measured by drying the samples
in an aluminium dish in a dryer (105 °C) until a constant
weight was achieved (approximately 3.5 hours). For WHC
determination, approximately 10 mL of each sample was
weighed in a 50-mL tube and centrifuged (10,000 rpm, 10
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minutes, 25 °C). The supernatants were removed, and the
sediment of the individual samples was then weighed.
WHC was expressed as grams of sediment per 100 grams
of the sample.

Rheological characteristics

The flow properties of the prepared samples were
determined using a rotational rheometer (DHR-2, TA
Instruments, Inc.). A flat steel plate-plate geometry with
a 40 mm diameter was employed as a suitable sensor for
these types of samples. Experiments were conducted at
least in duplicates under a controlled temperature of 10
°C (maintained throughout the entire experiment using a
Peltier plate system).

Before each individual measurement, a conditioning
step was included (180 s; 10 °C). During this step, the
samples were relaxed and tempered. The axial force
during the squeezing of the sample into the geometry
gap (1,000 pm) did not exceed 5 N. The steady-state flow
step was applied to each individual sample in logarithmic
scale mode. The shear rate was increased logarithmically
from 0.1 s to 10 s with 6 measuring points per decade.
After reaching the final shear rate (10 s™), the apparent
viscosity was measured during the application of shear
rates in descending mode (10 - 0.1 s™; 6 points per
decade).

Analysis of cell number and cells viability
by flow cytometry

The determination of the cell number and viability of
bacteria was performed using flow cytometry with the
fluorescent viability probe propidium iodide (Thermo
Fisher Scientific). Initially, 1 gram of both reference and
fortified yoghurts (8 days old) was resuspended in 10
mL of citrate buffer (100 mM, pH 4.4) and diluted with
the buffer to a cell density of approximately 10° cells
per mL. Subsequently, 2 pL of propidium iodide (2 mg/
mL) was added to the suspensions (resulting in a final
concentration of the stain of 4 mg/mL in 1T mL of the
sample). The bacterial suspensions were then incubated
in the dark at room temperature for 5 minutes. After
incubation, the stained samples were immediately
measured at the single-cell level using the Cytek Aurora
flow cytometer (Cytek Biosciences Inc.) in triplicates, and
the signal was observed in collecting channel B6 (617+35
nm).

Sensory analysis of yoghurt

The quality of the final fermented milk products was
assessed through sensory analysis after 7 days of
storage. Sensory descriptors such as texture, appearance,
and flavour were evaluated by a panel consisting of 20
participants from the Faculty of Chemistry, all with
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relevant experience and knowledge of dairy products.
The panel compared individual samples, including the
reference, and assigned scores ranging from 1 to 5. The
scores were given based on yoghurt descriptors, including
homogeneity, viscosity, flavour, lumpiness, sweetness,
sourness, bitterness, and overall impression. The median
of each descriptor for individual samples was used for
evaluation by Statistica (Tibco, USA).

Results and discussion

Properties of WBPI

The protein isolate used to produce protein yoghurts
was obtained from wheat bran using the pH shift method
as described in the experimental section. The composition
of WBPI is presented in Table 1 and compared to soy and
whey protein isolates.

The composition of WBPI is comparable in many
parameters to standard whey and soy protein isolates,
typically ranging between 70-90 % protein content. WBPI
contains 71.2 % proteins, primarily glutelins, albumins,
prolamins, and globulins (Idris et al., 2003). The percentage
composition of individual protein fractions depends on the
degree of wheat bran grinding (Balandran-Quintana et al.,
2015).

Carbohydrates constitute the second most abundant
component of WBPI. In plant protein isolates, they mainly
consist of nutritionally significant dietary fiber, while in
animal protein isolates, mono- and oligosaccharides
dominate. The amount of carbohydrates in protein
isolates is influenced by the isolation process or the
structure of the protein source. Conversely, plant protein
isolates typically have a very low fat content compared
to animal proteins, making them nutritionally suitable for
various types of diets.

A crucial nutritional indicator for protein isolates is their
amino acid profile (AAP). The AAP of WBPI is presented in
Table 2. WBPI contains nutritionally essential amino acids
(EAA) as well as nonessential amino acids (NEAA). While
EAA are generally considered more desirable, NEAA also
provide several health benefits.

WBPI contains all essential amino acids, with their
concentrations comparable to standard soy isolates. The
total amount of EAA in WBPI is slightly lower than in
whey protein isolate, as EAA are naturally more abundant
in animal proteins. Nevertheless, this doesn’t imply that
WBPI is a poor source of EAA. Methionine is the limiting
amino acid in WBPI, but a single dose of WBPI (typically
30 g of protein isolate) covers more than 40 % of the
recommended daily intake of methionine.

The most abundant amino acid in WBPI is glutamic acid,
and it also contains a relatively high amount of proline and
semi-essential amino acids arginine and histidine (SEAA).
Considering the AAP, WBPI could be considered for use
in sports nutrition. Proline, along with hydroxyproline,
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Table 1. Composition of WBPI (Tamaru et al. 2014;
Mohsen et al., 2009: Onwulata et al., 2004)

Component (%) WBPI Soya Pl WPI
Protein 71.2 90 743-77.5
Moisture 6.7 4-55 3.4-49
Ash 1.2 4-6 26-48
Fat 05 0.3-05 1.9-42
Carbohydrates 20.4 0.5 11.8-14.7

Table 2. Amino acid profiles of different protein isolates
[g/100 g] (Mohsen et al., 2009; Tamaru et al.,, 2014;
Banaszek et al., 2019; Chungchunlam et al., 2016).

WBPI Soy PI Whey PI
Val 46 4.0-4.1 4.4-57
Leu 6.8 6.9-7.8 8.8-10.0
Ile 2.8 38-4.2 4.6-6.4
Thr 33 3.2-40 45-7.0
EAA
Met 1.8 12 16-2.5
Lys 4 5.7-6.1 7.5-8.1
Phe 4.1 46-4.8 26-2.7
Trp 09 09-13 13-1.6
Arg 7.7 7.1-75 2.3
SEAA -
His 33 2.4-2.7 1.4-16
Gly 5.2 3.7-4.2 1.4
Ala 46 3.7-43 35-55
Ser 4.7 5.0-5.4 45-46
Cys 1.6 1.2-13 1.7-2.2
NEAA
Asp 9.2 10.7-11.7 8.4-12.2
Glu 20.1 18.0-20.0 13.0-17.7
Tyr 3.7 36-5.4 2.3-28
Pro 95 4.7-55 5.5-6.6

is crucial for body protein synthesis, being the second
most abundant amino acid in collagen and playing an
important role in wound healing (Wu et al., 2011). Arginine
supplementation is significant for sport performance, as
it is related to NO synthesis, leading to increased blood
flow, improved muscle contraction, and enhanced oxygen
kinetics (Viri et al., 2020). The intake of histidine, up to
about 8 g per day, could also provide several health
benefits, including the reduction of inflammation in obese
individuals, support for physical concentration, and a
decrease in fatigue (Moro et al., 2020).

Influence of yoghurt fortification by WBPI
on functional properties

Reference and fortified yoghurts were prepared
following the procedures described in the experimental
section. The fortification aimed to increase the protein
content through direct addition of WBPI into the milk prior
to fermentation. The milk used contained 3.2 % proteins,
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primarily represented by caseins and serum proteins.
The addition of WBPI to the milk altered the nutritional
parameters of the products, as shown in Table 3.

WBPI effectively increased the protein content of
yoghurt. With the addition of 2 % and 5 % WBPI, the
protein content of yoghurts increased to 4.6 % and 6.8 %,
respectively. The increase in protein intake is essential
not only for athletes but also for elderly people. While
the protein Recommended Dietary Allowance (RDA) is
0.8 g/kg/day, experts recommend an intake of up to 2.0
g/kg/day, depending on an individual’s physical condition
(Wolfe, 2012; Baum et al., 2016; Volpi et al., 2013). This
nutritional strategy helps older individuals avoid muscle
loss, maintain strength, and can even reduce or prevent
obesity (Volpi et al., 2013; Wolfe et al., 2008).

For the elderly, plant proteins may be preferred over
animal proteins due to their lack of cholesterol (Qin et al.,
2022) and their potential to reduce existing levels (Maki et
al., 2010; Tong et al., 2021).

In addition to protein content, WBPI slightly enhanced
yoghurts with dietary fiber, offering additional dietary
benefits. Meanwhile, the fat content remained almost
identical to that of the reference yoghurt.

Water holding capacity and dry matter

Protein-fortified yoghurts are significant not only due to
their nutritional benefits but also because their improved
consistency makes them more palatable, especially
for the elderly. Texture is a crucial factor influencing
consumers’ perception of food. Texture defects can
result from ingredients, the manufacturing process, or
even during storage. While sensory analysis provides a
basic description of texture quality, several instrumental
methods can be employed for texture characterization.

In the case of yoghurts, one undesirable phenomenon is
the syneresis of whey. Generally, higher dry matter content
in yoghurts decreases the risk of syneresis. According to
Tamine and Deeth (1979), itis recommended for commercial
yoghurt production to use milk containing about 15 % dry
matter. Dry matter content is often increased by adding
milk or whey powder, leading to the production of thick
and smooth yoghurts. However, the reduction of syneresis
was not observed after adding maca powder to yoghurts,
mainly composed of carbohydrates (Korkmaz et al., 2021).

Texture defects and changes in yoghurt are commonly
evaluated by determining water holding capacity (WHC) or
rheological properties of the products. WHC is quantified
as the drainage of the sample under specific conditions,
describing the structural homogeneity. The percentage of
drained yoghurt after dynamic drainage (centrifugation)
most often defines WHC, although it does not necessarily
correspond to syneresis under normal storage conditions.

Figure 1 illustrates the percentage increase in WHC
of yoghurt samples after the addition of WBPI. Enriching
yoghurts with 2 % and 5 % WBPI increased dry matter to
145 % and 17.5 %, respectively, whereas the reference
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Table 3. Nutritional parameters of yoghurt samples

Reference 2 % WBPI 5 % WBPI
(%) (%) (%)
Protein 3.2 46 6.8
Fat 36 3.6 36
Moisture 88.6 88.7 889
Carbohydrates 46 5.0 5.6
30
28
26
24
22
X 20 # Dry matter
- BWHC

18

16

14

12

10

Protein 2 %

Reference Protein 5%
Figure 1. Dry matter (DM) and water holding capacity
(WHC) of individual yoghurt samples.

yoghurt contains 12.5 % dry matter. Fortification also
caused an increase in WHC of the yoghurts by 1.6 %
and 3.7 %, respectively, compared to the reference. The
addition of WBPI to the yoghurts clearly shows a similar
trend to the addition of milk or whey powder. Under the
testing conditions, syneresis in both fortified samples was
reduced.

Rheological properties of yoghurt samples

The flow properties of the reference yoghurt and yoghurts
with the addition of 2 % and 5 % WBPI were measured
as a function of shear rates using the methodology
described above. All samples, regardless of the protein
concentration, exhibited typical non-Newtonian behaviour,
specifically pseudo plastic (shear-thinning) behaviour.
In this behaviour, the apparent viscosity decreased with
increasing shear rate, reaching a minimum viscosity at the
highest shear rate.

Additionally, all samples demonstrated thixotropic
behaviour, indicating that the apparent viscosity did not
reach the zero-shear viscosity (8.8 Pa.s for the reference
sample; see Figure 2) before deformation. After cycling
deformation (an increasing and decreasing loop of shear
rates), the apparent viscosity significantly decreased to
6.0 Pa.s, suggesting that the sample’s recovery was no
more than 70 %. This finding is beneficial as it indicates
that the flowability of the measured samples can be
significantly modulated through shear deformation.
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One of the most crucial parameters connected with
the sensory analysis related to the swallowability and
processability could be found in yield stress (t,). The yield
stress is the stress at which a material starts to flow. This
crucial parameter is related to the structure of yoghurt.
The vyield stress was calculated through the rheological
model Herschel-Bulkley.

T=1+K-y"

Where T is shear stress measured during the steady-
state flow step, Tq is determined yield stress, K is
consistency parameter and nis flow index. For all samples,
the yield stress can be obtained by averaging the stress
from the sweep between 0.1 and 1 s giving the result of
0.94+0.07 Pa (the sample without addition of protein). The
values of yield stress for the samples with the addition of
protein are summarized in Table 4.

One of the primary objectives of the presented
rheological data was to establish the relationship between
the presence of proteinin yoghurt composition and the flow
properties of these samples concerning sensory analysis.
Therefore, all protein-enriched samples were compared
for the following parameters: 1) yield stress (as described
above); 2) zero-shear viscosity (the apparent viscosity
of the sample before shear application, specifically at
the lowest shear rate); 3) infinite-shear viscosity (the
apparent viscosity of the sample at the highest applied
shear rate — 10 s7); 4) sample recovery (the ratio of zero-
shear viscosities after the application of the lowest shear
rate and after the cycling loop deformation). These crucial
parameters are summarized in Table 4.

It can be observed that a lower protein content (2 %
w/v) in the yoghurt composition influenced the flow
properties of the measured samples. The yield stress
of yoghurt significantly increased by adding 2 % w/v
of WBPI, becoming independent of the protein isolate
concentration at higher levels. While the addition of
protein can modulate the textural properties of yoghurt, a
higher content (5 % w/v) is counterproductive for the flow
properties of yoghurts. Higher values of yield stress also
contribute to increased kinetic stability in these samples,
preventing phase separation of oily and water phases.

Samples with added protein exhibited higher values for
both, zero-shear and infinite-shear viscosities, following
a similar trend to the yield stress dependence. When a
lower content of WBPI (<2 % w/v) was incorporated into
the yoghurt composition, both parameters significantly
increased compared to the reference sample without
protein addition. This could impact the processability,

Table 4. Rheological parameters of yoghurt samples

Shear stress (Pa)

8]

Reference

Apparent viscosity (Pa.s)

0,1 1 10
Shear rate (s!)

2% WBPI 5% WBPI

Apparent viscosity (Pa.s)
——1o N
SULOUKSG

Apparent viscosity (Pa.s)
——ta
SCULSUhS G

0,1 1 10

Shear rate (s!) Shear rate (s)

Figure 2. Apparent viscosity as a function of shear rate in
forward (®); reverse (CJ).

N

0
0,1 1 10
Shear rate (s')

Figure 3. Shear stress as a function of shear rate in
forward (®); reverse (1)

Kinetic stability, and swallowability of the samples,
affecting the sensory analysis of yoghurts.

In summary, the relationship between flow properties
and protein addition indicates that both textural and
flow properties, especially yield stress and apparent
viscosities, are significantly influenced by a relatively
low content of WBPI (2 % w/v). These concentrations
of protein lead to a substantial increase in yield stress,
positively affecting the Kkinetic stability and textural
properties of yoghurts. However, higher protein content
in the yoghurt composition is inconsequential, as all

Content of WBPI (% w/v) (g’;) (ggl) (gfs) Recg%t)ary )
0 0.94+0.07 8.8+0.4 0.50+0.02 679
2.83+0.39 24.8+1.2 0.82+0.03 38.4
2.64+0.59 283+1.4 0.53+0.03 375
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significant parameters (especially yield stress and zero-
shear viscosities) remain almost constant, considering the
standard deviation, at the same values as the sample with
2 % w/v protein in the composition.

Flow cytometry analysis

One of the beneficial impacts of yoghurt consumption is
its positive effect on gut health, attributed to Lactobacillus
delbrueckii  subsp. bulgaricus and  Streptococcus
thermophilus. These yoghurt culture bacteria provide
numerous positive effects and therapeutic applications,
such as enhancing the gastrointestinal mucus layer,
stimulating the immune system, reducing lactose
intolerance, and preventing lipid peroxidation (Dempsey
and Corr, 2022; Fuller R., 1989). The quantity of live bacteria
is thus directly related to the quality of the product.

As part of the experiments, the quantity of live yoghurt

bacteria was determined using flow cytometry, and the
impact of WBPI addition on cell viability was evaluated.
The results are presented in Table 5.
The results of the cytometric analysis showed that
fortification of yoghurt by WBPI did not influence the
viability of cells compared to the reference yoghurt. All
samples contained more than 1.109 viable cells. The slight
decrease in the number of cells per millilitre in samples
containing protein, within one order of magnitude, was
likely due to the presence of phenolic compounds (2.3+0.15
mg/g GAE), which are extracted during the isolation
process. Phenolic acids are known to inhibit the growth
of gram-positive lactobacilli strains (Cueva et al., 2010).

These results can be compared with the commonly
used whey protein fortifier. In an earlier study conducted
by Ranok et al. (2021), it was revealed that whey protein
fortification can positively influence the number of viable
cells in yoghurt during long-term storage and also during
transit through the gastrointestinal tract. It was concluded
that whey protein concentrate slowed down the damage
to probiotic cell proteins, enhanced protein repair, and
mitigated the effects of acidic environments (Begley et al.,
2005; Vargas et al., 2015).

Sensory analysis

The reference yoghurt and WBPI-fortified samples were
evaluated through sensory analysis, as described in the
experimental section. The medians of the scores assigned
to all descriptors are illustrated in the radar graph (Figure 4).

The descriptors were divided into texture, flavour, and
overallimpression groups. The addition of WBPI influenced
all evaluated descriptors. Sensory analysis indicated that

Homogenity

Overall impression Viscosity

Bitterness

<

Acidity

Sweetness

—e—Reference —e—2% WBPI 5% WBPI

Figure 4. Radar graph of sensory descriptors scores of
yoghurt samples

Table 5. Number of bacteria cells in yoghurt samples

Cell number/mL Live cells [%]
Reference (3.76) - 10° 915
2 % WBPI (2.95)- 10° 923
5% WBPI (1.53)-10° 90.4

the addition of WBPI to yoghurt had a negative impact
on consumer acceptability. Fortified samples exhibited
sensory defects, leading to a decrease in the overall score
with an increase in WBPI content. The overall consumer
impression was correlated with most sensory descriptors
(Table 6).

The overall score was mainly influenced by the
bitterness descriptor, with a correlation coefficient of
-0.8013. Bitterness in protein hydrolysates is often
attributed to small molecular weight peptides interacting
with taste bud cells (Aluko,2017). The relatively high
concentration of hydrophobic amino acids, such as proline
(9.5 mg/g), in WBPI may contribute to the bitterness in
fortified yoghurts (Sonklin et al., 2018). Additionally, the
proteolytic enzymes in the outer layers of wheat kernel
can support the formation of small molecular weight
peptides.

Several other potential causes of hitterness in WBPI-
fortified yoghurt include the content of free non-volatile
phenolic compounds, which can adhere to taste receptors,
and the development of bitter taste during lipid oxidation
due to wheat bran’s lipoxygenase activity (Galliard, 1986;
Heinio et al., 2016; Cong et al., 2022).

Other taste descriptors (sweetness, acidity, aroma)
were less affected by WBPI addition compared to the

Table 6. Correlation coefficients of individual sensory descriptors

Homogeneity Viscosity Aroma Lumpiness Sweetness Acidity Bitterness
Overall impression 0.2002 0.4894 0.4812 0.5832 0.5934 0.2033 -0.8013
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bitterness score. Slight decreases in sweetness and
increases in acidity were observed with increasing WBPI
concentration. The aroma was evaluated one point worse,
likely due to the presence of grain scents from wheat bran.

Regarding textural descriptors (homogeneity, viscosity,
lumpiness), WBPI addition increased dry matter and
altered texture scores compared to the reference sample.
The addition of non-milk protein can disrupt gel structure
in yoghurts, leading to changes in texture descriptors.
Homogeneity decreased, and lumpiness increased due
to the presence of visible WBPI particles. Higher WBPI
fortification (5 %) resulted in lumpier yoghurt, negatively
perceived by the sensory panel. Resolving components’
incompatibility in  yoghurt samples could involve
substituting milk with plant-based milk (e.g., soymilk).
This substitution would eliminate the reliance on casein
micelle chains and clusters for yoghurt gel formation (Xu
et al,, 2022).

Viscosity scores indicated that fortified yoghurts were
stiffer compared to the reference yoghurt. The 2 % WBPI
addition caused a more significant decrease in viscosity
score than the 5 % addition, aligning with measured
rheological characteristics, which showed the highest
modulation of textural properties up to 2 % w/v protein
addition. This observation is most probably related to the
formation and stability of the yoghurt structure, which is
negatively impacted by higher WBPI concentration.

Conclusions

The fortification of yoghurts with WBPI resulted in
significant differences in product characteristics. The

presence of WBPI altered not only the nutritional but
also the physicochemical properties of yoghurts, with
more pronounced changes observed with increasing WBPI
addition. The presence of WBPI had a relatively positive
impact on water-holding capacity (WHC) and viscosity,
leading to reduced syneresis in fortified yoghurts.
Interestingly, even a higher addition of WBPI (5 %) did not
affect bacterial growth during fermentation. However, the
original bitter taste of the protein isolate was not masked
by the fermentation process and was notably detected
during sensory analysis. The descriptor of bitterness
emerged as the primary reason for the lower overall
acceptability score of the fortified samples.

In conclusion, WBPI-fortified yoghurts cannot be
considered comparable to regular yoghurts. It is crucial
to acknowledge the inherent bitter taste of WBPI as
a characteristic of plant protein-fortified yoghurts.
Alternatively, efforts should be directed towards finding
ways to mitigate the bitterness of WBPI to enhance
product appeal for consumers.
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Primjena izolata proteina psenicnih mekinja kao suplementa u proizvodnii

visoko proteinskih jogurta

SaZetak

Jogurti s povec¢anim udjelom proteina postaju vrlo popularni i Korisni za sve dobne skupine. Gospodarski rast trzista
visokoproteinskih jogurta doprinosi proizvodnji i istraZivanju razlicitih alternativa tih proizvoda. U ovom istraZivanju je
obicni jogurt obogacen dodatkom 2 % i 5 % izolata proteina pSenic¢nih mekinja (WBPI) prije fermentacije. Proizvedenim
uzorcima se odredivao utjecaj dodatka WBPI na nutritivna i reoloska svojstva, rast bakterija i senzorska svojstva.
Osim nutritivnih prednosti proteina pSenicnih mekinja, koji imaju pogodan profil aminokiselina, obogadivanje je takoder
rezultiralo promjenama u reoloskim svojstvima jogurta. Povecanje udjela suhe tvari dovelo je do povecanja kapaciteta
zadrzavanja vode i, posljedi¢no, do povecanja viskoznosti proizvedenih uzoraka jogurta. Dodatak WBPI nije utjecao na rast
bakterija niti na proces fermentacije. Medutim, prirodni gorak okus WBPI-ja zadrZao se ¢ak i nakon procesa fermentacije,
negativno utjecudi na senzorsku prihvatljivost obogacenih uzoraka jogurta.

Kljuéne rijeci: izolat proteina pSenic¢nih mekinja; obogacivanje jogurta; visokoproteinska hrana; reologija
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Abstract: This study investigated the effect of fortifying baked goods with wheat bran (WBPI) and
whey protein isolates (WPI) on their physicochemical and sensory properties. The aim was to
enhance the nutritional value by incorporating high-protein ingredients. WBPI and WPI, which are
rich in essential amino acids, were chosen to create high-protein flour blends. The main advantage
of WBPI is that it is derived from readily available and inexpensive wheat bran. High-protein
flour blends fortified with substitutions of 5%, 10%, and 15% flour with WBPI and WPI were
subjected to chemical and rheological analysis. WBPI substitution slightly increased water binding
and softening, but it resulted in a decrease in dough quality. In contrast, WPI substitution prolonged
dough development time, improved dough stability, and enhanced farinographic quality. WBPI-
substituted dough exhibited comparable extensographic properties to the reference flour, with 5%
WBPI substitution leading to improved energy and dough resistance. However, as the level of WBPI
flour substitution increased, extensographic parameters gradually declined without further enhancing
the dough’s mechanical properties. Samples with 5% WPI substitution demonstrated superior
mechanical properties compared to the reference sample. Baguette with high WBPI substitution
was associated with reduced overall acceptance due to a bitter taste caused by the presence of small
peptides, ferulic acid, and tannins, as confirmed by correlation analysis.

Keywords: high protein food; pastry; wheat bran; protein isolates; whey protein; rheology;
sensory analysis

1. Introduction

Pastries are a popular food worldwide and are a regular part of many people’s diets.
Currently there is growing interest in creating pastries with higher nutritional value and
fewer calories. This has led researchers and food manufacturers to explore the potential
of fortifying pastries with functional ingredients that can provide additional nutritional
benefits. Increasing the protein content by using protein isolates is currently one of the
most promising approaches for the production of modified food [1-7].

Protein additives in general can be used as functional ingredients in preparing high-
protein foods and can be of both animal and plant origin. Physiochemical properties that
can be affected by the addition of protein isolates, include texture, color, and nutrition. For
example, the addition of proteins to pastry formulations can lead to changes in rheology and
specific volume, which may result in changes in the texture and mouthfeel. Additionally,
the polyphenols present in plant isolates can cause the finished product to have a darker
color. Plant protein isolates in pastries can also increase the nutritional value by increasing
protein and fiber while reducing fat [8-10].

One isolate with a high potential for use in the baking industry is wheat bran protein
isolate (WBPI). It is isolated from the outer layer of the wheat grain through a series of
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processing steps that include defatting, solubilization, and precipitation. The essential
advantage of WBP1 is that it is produced from commonly available wheat bran, which is a
cheap and sustainable material produced in large quantity during milling [11].

WBPI is a plant-based protein isolate with a well-balanced amino acid profile that is
comparable to plant proteins like soy and pea and has a very similar Protein Digestibility
Corrected Amino Acid Score (PDCAAS). The isolate is particularly rich in asparagine,
glutamic acid, leucine, arginine, and proline. In addition to its protein content, WBPI also
contains bioactive compounds such as polyphenols, phytosterols, and lignans that have
been linked with health benefits, such as improved cardiovascular health, antioxidant
activity, and anticancer properties [12].

The food application of WBPI has not been extensively studied although a few studies
have described its functional properties in model systems. It has been proven that WBPI has
the potential for application in food formulation due to its good emulsifying and foaming
properties and high water and fat holding capacity [13]. WBPI has also been experimentally
used as a protein fortifier in pasta [14] and bread [15]. Spaghetti quality was significantly
affected when 5-10% of WBPI was used to enhance the protein content. The deterioration
of functional properties was observed with higher WBPI substitutions, but cooking loss
and appearance were still comparable to common whole-meal pasta. The evaluation of the
influence of WBPI fortification on the functional properties of bread is more complicated.
Alzuwaid et al. [14] and Uttam et al. [15] achieved different results when assessing the
effect of fortification on loaf volume. From a detailed study of the results, a substantial
improvement in volume was achieved when only the albumin fraction of WBPI was used.
Non-fractionated WBPI had the opposite effect.

Based on previously published findings, it is evident that the effect of fortifying
pastries with WBPI on physiochemical and sensory properties is still not sufficiently un-
derstood. The aim of this study is to expand the available knowledge with new findings
by using conventionally used analytical techniques from the field of dough analysis such
as farinography and extensography. A baking experiment was also part of the study.
High-protein baguettes were prepared and subjected to a comprehensive sensory analysis.
This study also includes a direct comparison of WBPI and whey protein isolate (WPI) as
common representatives of animal proteins to explore the advantages and disadvantages
of both functional ingredients.

2. Materials and Methods
2.1. Protein Isolates and Analysis

The WBPI was obtained from wheat bran (Mlyny J. VoZenilek, Pfedméfice nad Labem,
Czech Republic) using the pH shift method with modifications (Figure 1). The protein
fraction was extracted using a NaOH (Lach-Ner, Neratovice, Czech Republic) solution
(pH 10.5 £ 0.1) in a ratio of 1:20 (wheat bran/NaOH solution) for 2 h with continuous
stirring. The liquid protein extract was separated from deproteined wheat bran by cen-
trifugation (8000 rcf, 15 min, room temperature) and its pH was adjusted to 4.0 & 0.05
using 1 M citric acid (Lach-Ner, Neratovice, Czech Republic). The precipitated WBPI was
collected after centrifugation (8000 rpm, 15 min, room temperature), lyophilized, and used
for further experiments.

Extraction of protein fraction Precipitation of proteins

Wheat bran e pH10.5 pH4 WEFL
- f - »
™ e s
— . = & . .. o
s e — ,_,;'1‘\1\

* Deproteined wheat bran

Figure 1. Isolation of WBPL

The WPI used for the experiments was a commercial whey protein (Vilgain, Brno,
Czech Republic).
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The protein content and amino acid profile of WBPI were determined. The amount
of nitrogen was analyzed using Eurovector EA3100, and the protein was obtained by
multiplying the nitrogen content by the conversion factor 6.31, which is specific to wheat-
bran proteins. The amino acid profile was determined by HPLC. A 10 mg sample of
protein material was hydrolyzed in 3 mL of 6 M HCl for 12 h at 110 °C. The solution was
dried and reconstituted in 5 mL of water. HPLC analysis was performed according to the
method described by Gorissen et al. [16]. A single quadrupole LC/MSD iQ Agilent 1260
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) was used with AdvanceBio Amino Acid Analysis (AAA),
3.0 x 100 mm column (Agilent, USA).

2.2. Preparation and Characterization of Flour Samples

Plain high-gluten wheat flour T530 (Mlyny J. VoZenilek, Czech Republic) was selected
for the preparation of high-protein flour blends and for all baking experiments. Fortification
of flour was performed by the direct mass substitution of part of the flour with either WBPI
or WPL. Composition of flour mixtures with protein isolates is presented in Table 1.

Table 1. Composition of flour mixtures.

Flour Content (g) Isolate Content (g)
T530 92.5 0
5% WBPI 87.9 4.6
10% WBPI 83.3 9.3
15% WBPI 78.6 13.9
5% WPI 87.9 4.6
10% WPI 83.3 9.3
15% WPI 78.6 13.9

2.2.1. Determination of Wet Gluten

Exactly 10 g of the flour mixtures were weighed into a porcelain bowl. A 2% sodium
chloride solution was added to the protein isolate in a volume of 5-5.5 mL. Using a spatula,
a moderately stiff dough was prepared and then kneaded well and shaped into a small
ball. The dough covered by a watch glass and left for 30 min. Afterwards, the dough was
washed under a gentle stream of water using a sieve. The washing was stopped when
water droplets expelled from the wet gluten were transparent. This measurement was
performed on samples of flour, flour with WBPI substitution (5, 10, and 15%), and flour
with wheat protein substitution (5, 10, and 15%).

The content of wet gluten, expressed as a weight percentage of the product’s dry
matter, was calculated using the following equation:

100

X = m10 ———~
m-10- 350

where m is the weight of washed dough, and w; is the water content (%).

2.2.2. Determination of Sedimentation Value

Exactly 80 mL of lactic acid was transferred into a sedimentation flask, which was
then brought to a temperature of 27 °C. From freshly washed gluten, 1 g was weighed and
torn into approximately 30 equal pieces. In a porcelain dish, 10 mL of tempered lactic acid
was added along with the small pieces of gluten. The content of the porcelain dish was
transferred to the swelling flask containing the main portion of the lactic acid solution. The
flask was heated in a water bath to 27 °C and left for 120 min. After 10 and 20 min, the
contents of the flask were gently mixed to prevent the gluten pieces from sticking together
or adhering to the bottom. The flask was stoppered in such a way that the stopper reached
the zero mark on the scale. By gradually tilting the flask, the swollen gluten particles slid
into the calibrated neck. The volume was immediately read on the scale to the nearest
0.5 division. This measurement was performed on gluten from T530 flour, gluten with
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WBPI substitution (5, 10, and 15%) and gluten from flour with whey protein substitution (5,
10, and 15%).

2.2.3. Water and Elemental Analysis of Flour Samples

The water content in all flour samples was analyzed using the Karl Fisher method
developed by Laura Corpas et al. (2013) [17]. Karl Fisher titration was performed on KF
Titrando (Metrohm, Herisau, Switzerland). Elemental analysis of C, H, N, S was performed
by the elemental analyzer Eurovector EA3100 (Eurovector, Pavia, Italy).

2.2.4. Farinographic Analysis of Flour Samples

The farinographic analysis was carried out at the milling company Mlyny ]. VoZenilek
in Pfedméfice nad Labem (Czech Republic) on Farinograph-TS instrument (Brabender,
Duisburg, Germany). The main component of the farinograph was a mixer with a capacity
of 300 g equipped with blades rotating at a speed of 63 revolutions per minute. It also had
a thermostat that ensured a constant temperature of 30 °C during the experiment. Exactly
300 g of flour were added to the mixer, and an appropriate water volume was introduced
using a burette. The water was added until the torque value reached 500 farinographic
units (FUs), which is standard for flour testing in industrial milling. Farinographic analysis
was performed on samples of T530 flour, T530 + 5% WBPI, and T530 + 5% WPI. Higher
percentage concentrations of WPI and WBPI were not tested because the analytical limit of
500 FUs could not be reached with this type of instrument. Farinographic indicators were
calculated:

Muwater

Water absorption = x 100
M flour

The dough-development time indicated the duration required for dough to reach
500 FUs. The stability of dough refers to its ability to maintain its structure and resist
weakening or breakdown during mixing while the torque remains at 500 FUs. The degree
of softening indicated a decrease in dough resistance to mixing represented as an FU after
10 and 12 min. The farinographic quality number (FQN) indicated the time from the
beginning of measurement to the 30 FU drop from the maximum curve.

2.2.5. Extensographic Analysis of Flour Samples

The extensographic analysis was performed on a Extensograph-E instrument (Braben-
der, Germany) heated to 30 °C. The instrument settings are listed in Table 2. The exten-
sographic measurement was conducted on T530 flour, T530 flour with 5, 10, and 15%
substitution of flour with WBPI and WPL

Table 2. Extensograph settings.

Speed of balling unit (min~1) 83.0 £ 3.0
Speed of dough roll (min~—1) 15.04+ 1.0
Speed of stretching hook (mm-s~1) 1454+ 05
Extensographic force (mN-EJ 1) 123 +0.3

Dough was prepared using a mixer, which was part of the farinograph. Additionally,
6 g of sodium chloride were weighed and dissolved in the appropriate amount of water to
prepare 0.1 M solution. This solution was used to prepare the dough of 400 FU consistency.
The optimized amount of water for each mixture is provided in Table 3.

The dough was formed into a small ball using a shaper and then placed into a sheeter
and reshaped into a cylinder. Dough cylinders were placed into a chamber heated to 30 °C
and left to rest for 30 min. After the resting period, the dough was stretched by the device’s
hook until it broke after which it was kneaded again, reshaped in the sheeter, and allowed
to rest for another 30 min. Experiment was repeated. The resistance exerted by the hook on
the dough during stretching was recorded.
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Table 3. Optimized water addition for extensographic measurements.

Water Volume (mL)

T530 54.6
5% WBPI 52.6
10% WBPI 54.9
15% WBPI 57.7
5% WPI 479

2.2.6. Baking Experiments and Sensory Analysis of Pastry

Dough for the baking experiment was prepared by mixing of flour blends, salt, yeasts
and water. The ratio of the raw materials is described in Table 4. The pastry was shaped
into baguettes and baked at 240 °C for 20 min. Sensory analysis made from reference and
fortified flour was assessed by 20 evaluators in a specialized laboratory. Textural and flavor
parameters were also evaluated.

Table 4. Raw material for pastry production.

Water (g) Flour (g) Isolate (g) Yeast (g) Salt (g)
T530 925 0
5% WBPI 87.9 4.6
10% WBPI 83.3 9.3
15% WBPI 64 78.6 13.9 1.2 2.4
5% WPI 87.9 4.6
10% WPI 83.3 9.3
15% WPI 78.6 13.9

2.2.7. Statistical Analysis

Hypothesis testing was used to evaluate the impact of WBPI- and WPI-fortified flour
on the physiochemical and sensory properties of dough and pastry. The dataset was
processed using the Statistica software (TIBCO, Palo Alto, CA, USA, version 13.0). ANOVA
and Kruskal-Wallis ANOVA was used to assess statistically significant differences among
the fortified bakery products. Hypothesis testing was conducted at a significance level of
o= 0.05.

3. Results
3.1. Analysis of WBPI and WPI

An analysis of WBPI and WPI revealed interesting amino acid profiles, which are
presented in Table 5 along with the protein content. Both protein isolates are rich in amino
acids that are important for sports nutrition. WPI is particularly rich in leucine, lysine,
isoleucine, and valine. These branched-chain amino acids (BCAAs) make up approximately
70% of the amino acids in muscles. BCAAs are recognized for their role in promoting
muscle growth and facilitating recovery. Previous studies have shown that they can
increase the rate of protein synthesis while reducing protein degradation during periods
of rest. Consequently, athletes commonly use these amino acids as dietary supplements,
which are often incorporated into mixtures referred to as BCAAs. As a result, these products
have gained popularity in the range of dietary supplements available for athletes. WPI
also contains significant amounts of threonine, and among the non-essential amino acids,
glutamine and aspartic acid are the most abundant [18].
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Table 5. Protein content and amino acid composition of protein isolates.

Amino Acid Content

(%) WBPI WPI
Met 1.2 1.6
Met 1.2 1.6
Lys 2.7 6.8
Thr 2.2 5.4
Asp 6.2 8.5
Ser 3.2 49
Glu 13.6 13.7
Gly 3.5 1.5
Ala 3.1 3.8
Tyr 2.5 2.2
Val 3.1 4.6
Phe 2.8 25

Ile 1.9 4.8
Leu 4.6 8.1
His 2.2 1.3
Arg 52 1.9
Cys 1.1 1.6
Pro 6.4 49
Trp 0.6 1.3
Protein content (%) 67.6 76.9

WBPI also contains a range of nutritionally important amino acids, and like whey
protein it has a significant amount of essential BCAAs. The most abundant non-essential
amino acid in WBPI is aspartic acid, followed by glutamine and arginine, which plays a role
in regulating urea synthesis in the liver and stimulating the secretion of growth hormone
and insulin. Growth hormone is important in the post-physical performance recovery
phase [19].

During storage, the lysine in wheat flour degrades. Products made from raw materials
stored for a longer period may have a lower concentration of lysine. This deficiency can be
solved by substituting a portion of the flour with a protein isolate. Since both WBPI and
WPI are rich in lysine, fortifying bakery products could supplement this limiting amino
acid [19].

WPI is known for its high PDCAAS score of 1, whereas WBPI, a plant-based protein,
has a lower score of 0.54 with phenylalanine being the limiting amino acid [20].

3.2. Analysis of Flour Samples

The protein, water, and wet gluten content and the gluten sedimentation volume of
the reference flour and the high-protein blends from WPI and WBPI substitution were
determined. All samples were prepared following the procedures described in Section 2.2.
The results of the analysis are presented in Table 6.

Table 6. Characteristics of flour and high protein blends.

Protein Content Water Content Wet Gluten Sedimentation
(%) (%) Content (%) Volume (mL)

T530 13.8 10.2 38.6 21.0
5% WBPI 16.5 9.8 33.5 25.0
10% WBPI 19.2 94 31.2 28.0
15% WBPI 21.9 9.1 28.3 42.0
5% WPI 16.9 10.0 33.1 23.0
10% WPI 20.1 9.8 30.5 20.0

15% WPI 23.3 9.7 19.6 17.0
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3.3. Rheological Properties of Prepared Doughs
3.3.1. Farinographic Analysis of Dough

The purpose of the farinographic measurement was to assess the impact of WBPI
and WPI substitution on the rheological properties of the dough following the procedure
described in Section 2.2.4. Table 7 displays the values of individual farinographic indicators
for all samples: water absorption, development time, stability, softening degree, and
farinographic number. Two softening degrees were recorded: 10 min as measured from the
start of the measurement and 12 min as measured after reaching maximum torque.

Table 7. Farinographic characteristics of flour mixtures.

T530 5% WBPI 5% WPI
Water absorption [%] 55.8 56.4 52.6
Development time [min] 1.8 1.7 6.8
Stability [min] 3.8 2.6 9.8
Softening degree (10) [FU] 72.0 73.0 20.0
Softening degree (12) [FU] 94.0 75.0 74.0
Farinographic quality number 35.0 30.0 113.0

A reference sample of T530 flour without any protein substitution was used. One
important physical characteristic of wheat flour is its water absorption capacity. Strong
flours typically exhibit a water absorption range of 55-60%, meaning that 100 g of wheat
flour can absorb 55 to 60 g of water [21]. The analyzed T530 flour fell within this range,
indicating its strength and suitability for bread baking due to its high gluten content. Dough
development time and dough stability indicate flour strength. The higher values indicate a
stronger dough where wheat gluten plays a crucial role in forming a three-dimensional
viscoelastic structure. In the Czech Republic the parameter of dough stability typically
ranges from 3 to 5 min for wheat flours. The reference T530 flour, based on the measurement,
achieved a stability value of 3.8 min.

Data from the farinograph (Table 8) demonstrated that replacing wheat flour with
WBPI resulted in a slight increase in water binding compared to the reference sample. This
increase could be attributed to the higher protein content and the presence of fiber, which
contains numerous hydroxyl groups that interact with hydrogen bonds in water, thereby
enhancing absorption. This finding is consistent with the results of a study conducted by
Manuel Gémez et al. [22] that investigated the effect of extruded wheat bran on dough
rheology and bread quality. Substituting flour with WBPI did not significantly alter the
dough development time: only by 0.1 min compared to the reference sample. During dough
development, interactions between fiber and gluten can occur, potentially prolonging the
process. However, the WBPI, despite its fiber content, did not lead to this phenomenon [22].

On the other hand, dough stability exhibited a noticeable decrease. The substitution
of 5% WBPI resulted in a weakening of the gluten network and a decrease in flour strength.
Consequently, stability decreased by 1.2 min compared to the reference sample, a significant
difference. Additionally, WBPI substitution led to a slowdown in dough softening, which
is inversely related to the farinograph quality number (FQN).

Farinographic analysis was also conducted on flour blends with WPL. The data from
the farinograph (Table 8) indicated a decrease in water absorption compared to the reference
sample. Substituting flour with WPI resulted in the formation of a complex system that
hindered hydration, extensibility, and wheat gluten alignment, leading to an increase in
dough development time by 5 min with 5% WPIL. In addition, dough stability increased
by 6 min compared to the reference sample. These findings align with a study conducted
by Indrani et al. [23], which demonstrated that the substitution of up to 10% whey protein
enhances dough stability. However, a different conclusion was reached in the study
published by Tang et al. [24], who found that the substitution of WPI caused a decrease that
was believed to be caused by interactions between the sulfhydryl group in WPI and the
disulfide bond in wheat gluten. In their study, the substitution of 10% WPI to the dough
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resulted in a stability decrease: stability time value, 6.5 min. These contrasting results
highlighted the fact that the substitution of WPI to different types of flour had varied effects
on rheological properties, suggesting a need for further study.

The softening degree, which is determined by the difference between the consistency
value at the maximum and the consistency value at 10 min, decreased due to longer dough
development time. This implied that as the development time approached 10 min, the
time for the curve to drop became shorter. It can be assumed that the softening time after
12 min will increase with a higher amount of whey protein. According to the FQN, which
increased approximately threefold compared to the reference sample, the dough quality
improved with a 5% whey protein substitution.

3.3.2. Extensographic Analysis of Dough

The aim of the extensograph measurement was to determine the influence of the WBPI
and WPI substitution on the rheological properties of the dough, according to the procedure
described in Section 2.2.5. The values of individual extensographic indicators—energy,
resistance, extensibility, and ratio number—-are listed in Table 8. Two ratio numbers were
recorded during the measurement. The ratio number was between resistance and energy,
and the ratio number (max) was defined as the ratio between the maximum and energy.

Problems with extensive adhesiveness of the dough caused poor formation of fillet and
roller for the 10 and 15% of WPI substitutions. The dough stuck to the cylinder and rolling
pin, making it impossible to complete the extensograph determination. The adhesiveness
of the dough could potentially have been eliminated by reducing the water content, but for
both farinographic and extensographic determination, it was always necessary to create a
dough of maximum consistency, reaching approximately 500 FUs. Within the extensograph
determination, only the sample with 5% WPI substitution was analyzed.

Table 8. Extensographic parameters of T530 flour and high protein blends.

T530 5% WBPI 10% WBPI 15% WBPI 5% WPI
Resting time (min) 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
Energy (cm?) 82 82 81 97 56 55 44 42 119 164
Resistance (FU) 216 230 728 960 524 276 144 64 289 196
Ductility (mm) 185 176 85 80 58 54 53 51 196 188
Max (FU) 317 343 741 961 799 865 680 691 443 657
Ratio number 1.2 1.3 8.6 12.0 9.0 4.6 2.7 2.1 1.5 22
Ratio number (max) 1.7 2.0 8.8 12.0 13.9 16.1 12.9 13.6 23 35

The energy of the dough was considered a measure of its bakery workability and
dough quality. The lower the energy, the less resistant and stable the dough during
processing. Flours with a rigid and short gluten structure typically have low dough energy.
The measured energy value for the reference sample was 82 cm?, which corresponded to
the standard for Czech flours, where this parameter is around 90 cm? [25].

Substituting flour with WBPI within 30 min of dough development did not lead to
significant changes in extensographic parameters compared to the reference flour. However,
after 60 min from dough development, the energy increased by 16 cm?. This indicated that
the length of the interval had an impact on the amount of energy when substituting up
to 5% WBPL As the substitution increased, the energy showed a decreasing trend. The
dough with 15% WBPI substitution was evaluated as having the lowest energy resistance
and stability, which was half that of the reference sample.

Dough resistance indicates the strength of gluten, meaning that higher resistance
results in firmer gluten and a stronger and mechanically more resistant dough. The substi-
tution with 5% WBPI showed a resistance approximately four times higher than that of the
reference sample. Similar to the energy parameter, resistance also exhibited a decreasing
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trend with increasing WBPI substitution. The lowest gluten strength was observed in the
case of 15% WBPI. The resulting dough was stiff but less mechanically resistant.

Dough extensibility indicated the elasticity of the dough. The reference sample showed
extensibility around 180 mm, which varied depending on the maturation time. The optimal
extensibility for unmodified flours used in baking ranges from 140 to 170 mm [2]. The
sample with 5% WBPI substitution exhibited approximately half the extensibility compared
to the reference sample. Samples with higher WBPI substitution were characterized as more
brittle and less elastic. This phenomenon can be connected to the presence of dietary fiber
in WBPI because it influences water redistribution in gluten and causes physical damage to
the gluten matrix, which can result in reduced gluten visco-elasticity [26].

From the perspective of measuring dough energy, resistance, and extensibility, the
dough properties improved with 5% WBPI substitution, where both energy and resistance
were higher compared to the reference sample. This suggests that dough substituted
with 5% WBPI exhibits greater mechanical resistance than the reference flour. On the
other hand, samples with higher substitution levels (10% and 15%) showed deteriorating
mechanical resistance.

In addition to resistance, the maximum of the extensographic curve also characterized
the strength of gluten. Similar to the resistance parameter, the maximum parameter was
the highest in the sample with 5% WBPI. A significant decrease in the maximum parameter
occurred in the sample with 15% WBPI substitution. This decrease was twice as great as
that for the reference flour (T530).

The ratio number indicated the ratio between resistance and extensibility, unlike the
ratio number (max), which indicated the ratio between the maximum and extensibility.
The most similar ratio number to the reference sample was found for the sample with 15%
WBPI substitution. After 60 min of maturation, the samples showed a decreasing trend,
except for the 5% WBPI substitution. The ratio number (max) was the lowest in the 15%
WBPI sample, thus putting it the closest to the reference sample. The optimal value for the
ratio number should be 2-2.5 although it could be higher for special flours. In the Czech
Republic, the average extensographic ratio falls slightly below 2 for flours of medium
quality [25]. From the overall assessment of the extensographic parameters of the prepared
blends, it is evident that the dough with a 5% WBPI substitution appeared to be the best
choice for further processing. As WBPI substitution increased, the extensographic quality
decreased significantly.

Mixtures with whey protein had significantly different properties compared to the
reference and mixtures with WBPI substitution. Substituting WPI flour led to a significant
increase in dough energy compared to the reference sample. The increase in dough energy
strengthened with increasing time interval from dough development. The high dough en-
ergy value with 5% WPI substitution indicates that the dough is not sensitive to processing
conditions and will not soften rapidly during maturation and proofing.

The dough resistance value of the mixture with 5% WPI did not show the same
positive trend as the energy mentioned earlier in the case of WBPI substitution. The
extensibility of the dough with 5% WPI did not show a significant difference compared to
the reference sample.

For energy, resistance, and extensibility measurements, the dough properties improved
with 5% WPI, as both energy and extensibility were higher compared to the reference sam-
ple. The resistance value was not significantly lower than that of the reference, indicating
that the dough fortified with 5% WPI exhibits similar mechanical strength to the refer-
ence sample.

The maximum dough value with 5% WPI showed the highest value after a 60 min
resting period compared to the reference. However, it was significantly lower than the
maximum values for the 5% WBPI sample. The ratio number did not reveal a significant
difference between it and the reference.
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3.4. Influence of WBPI and WPI Fortification of Sensory Properties of Pastry

The perception of sensory quality is a complex process related to the perception of
appearance, taste, aroma, and texture. Sensory analysis was conducted on seven prepared
samples of wheat baguettes that contained different amounts and types of protein.

Twenty independent assessors participated in the sensory analysis and evaluated the
samples using a sensory questionnaire. The analysis took place in a specialized sensory
laboratory following the procedure described in Section 2.2.6. The results of the baking
experiments and their sensory analyses are divided into two sections—textural properties
and aroma and taste properties. The median values for the textural and the aroma and
taste parameters are presented in Table 9.

Table 9. Sensory descriptor scores.

Structure Surface Hardness Chewiness Smell Taste Bitterness  Saltiness Osvcziaeu
Reference 5.0 3.0 3.0 3.0 45 4.0 1.0 3.0 4.0
WBPI 5 5.0 4.0 3.0 3.0 4.0 4.0 2.5 3.0 4.0
WBPI 10 5.0 4.0 3.0 3.0 2.5 3.0 4.0 2.0 3.0
WBPI 15 5.0 4.0 4.0 4.0 2.0 2.0 4.5 2.0 2.0
WPI5 5.0 4.0 4.0 3.0 5.0 4.0 1.0 2.0 4.0
WPI 10 4.0 3.0 2.0 3.0 4.0 4.0 1.0 2.0 3.5
WPI 15 4.0 3.0 2.0 3.0 4.0 3.0 1.0 2.0 3.0

ANI? VA 0.0474 0.5985 0.0001 0.0024 0.0030 0.0004 0.0001 0.5763 0.0002

3.4.1. Textural Properties of Fortified Pastry

The fundamental parameter of bakery products is their texture, which includes struc-
ture, surface, hardness, and chewiness. Among the most important textural properties of
baguettes are high crispiness and firmness. Figure 2 provides an overview of individual
textural parameters and the influence of the addition and type of protein isolate.

Structure

5

—T530

== 5% WBPI

Overall score Surface

10% WBPI
15% WBPI

5% WPI
—0— 10% WPI
—15% WPI

Chewiness Hardness

Figure 2. Textural parameters of pastry samples.
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Structure analysis entails evaluating the strength, crumbliness, and cohesion of the
fortified bakery product. From Figure 2, it is evident that the substitution of a protein isolate
influenced the product’s structure, the primary parameter for describing textural properties.
The substitution of wheat flour with WPI negatively affected the structural parameter,
causing assessors to reduce the score by 1 unit compared to the reference sample. The
decreased score was most likely caused by the fact that whey protein is highly hygroscopic.
The substitution of WPI flour inhibited the structure of the gluten network, resulting in a
decreased gluten concentration and competition among gluten, starch, and whey protein
for water binding, leading to deterioration in the product’s cohesion. This effect was also
observed during dough processing. Dough with a higher addition of whey protein was
very watery and difficult to process, confirming the hygroscopic effect and weakened
gluten network [27].

Sensory analysis did not confirm differences in the structure of the protein-enriched
baguettes compared to the reference. However, a more in-depth visual examination of
the structure of the baguettes in cross-section revealed that as the concentration of protein
isolate from bran increased in the sample, there was a reduction in the expansion of gas cells
during the baking phase (Figure 3). This hypothesis was supported by a study conducted
by Alzuwaid et al. (2020) [28].

Figure 3. Gas cells of pastry samples: H33—5% WBPL F71—10% WBPI; E84—15% WBPL

Surface is the second parameter for describing textural properties. No significant
influence of either WPI or WBPI was observed on the surface of the baguettes. However,
the substitution of WBPI flour resulted in an improvement in the surface rating by 1 unit
compared to the reference sample. The higher score for the surface parameter in the WBPI-
fortified baguettes was likely associated with the alteration of its color to lightly browned.
This color change could have evoked a healthier consumer perception of whole-grain bread,
which was reflected in increasing market demand for such products [27].

In evaluating the hardness parameter, a Kruskal-Wallis ANOVA test revealed that
fortified baguettes differed significantly with a probability of p = 0.0001. The highest WBPI
substitution led to a significant increase in hardness compared to the reference sample.
From Figure 2, it can be seen that as the concentration of protein isolate from bran in
the dough increased, so did the hardness of the sample. Conversely, in bread with whey
protein, no specific correlation was observed between the amount of WPI and the hardness
value. The fluctuation of values and the ambiguous trend in dough fortification with
whey protein cannot be reliably explained based on the data, meaning that further detailed
studies on this phenomenon are necessary.



Foods 2023, 12, 2635

12 0f 15

Overall score

Chewiness was the last evaluated textural characteristic of the fortified baguettes. A
significant difference was observed for the fortified baguette with 15% WBPI (Figure 2).
Compared to the reference value, an increase in chewiness (the product was less chewable)
and a 1-unit score increase was observed. This result contradicted the conclusion of the
study conducted by Alzuwaid et al. (2020), where the substitution of 5% WBPI flour
increased chewiness (the product was less chewable). No significant influence of whey
protein on the chewiness parameter was observed [28].

Regarding textural properties, the baguette with 15% WBPI flour substitution received
the highest rating, while the baguette with 5% whey protein substitution received the lowest.
The reference sample fell between the two. A correlation analysis revealed that none of
the textural parameters correlated with the overall evaluation of the sample. Therefore, it
could be concluded that textural properties do not have a significant impact on the overall
evaluation of the product.

3.4.2. Flavor and Aroma Properties of Fortified Pastry

Sensory analysis of taste and aroma is essential for assessing the properties of bakery
samples. The taste parameter is considered to be a purely subjective evaluation by specific
consumers. The formation of aromatic and flavor compounds depends on the conditions of
yeast fermentation and its duration. Longer fermentation leads to products with a richer
taste although bread is typically more acidic [29]. The formation of other aroma-active
compounds occurred during the Maillard reaction. Figure 4 depicts the evaluation of aroma
and taste parameters in bakery samples with different types and amounts of protein isolate.

—T530
>—5% WBPI
Taste
10% WBPI
15% WBPI
—5% WPI

—10% WPI

—15% WPI

Saltiness Bitterness

Figure 4. Flavor parameters of pastry samples.

The aroma of fortified baguettes is the first parameter, and to evaluate the differences
among the samples, a Kruskal-Wallis ANOVA test was applied. Based on this analysis,
fortified baguettes differed significantly at a significance level of p = 0.0003. It was found
that the substitution of flour with a protein isolate affected the aroma. The highest decrease
in score was observed for the baguette enriched with 15% WBPI, which experienced a
decrease of 2.5 units compared to the reference sample. From Figure 4, it can be inferred that
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the pleasantness of the aroma decreased with higher substitutions of WBP], intensifying
the aroma of cereals, which was less pleasant for the assessors. Conversely, the addition of
5% whey protein resulted in an improvement of 1 unit in aroma compared to the reference
sample. With a higher addition of WPI, the median value decreased to 4, which was half a
unit lower than for the reference sample but not as significant. In the sample with 5% whey
protein, the assessors most commonly described the aroma as pleasantly buttery or nutty.

Taste was another parameter evaluated, and from Figure 4 it is evident that inde-
pendent assessors detected significant differences among the enriched wheat baguettes.
Generally, taste acceptability decreased with higher protein substitutions. The sample with
15% WBPI experienced a decrease of 2 units compared to the reference sample, and the
assessors detected a pronounced grainy taste. Similarly, WPI also negatively affected taste.
The pastry with 15% WPI received the lowest rating, with the most commonly identified
taste being buttery, which was less typical for bakery products.

Bitterness was another evaluated parameter among the samples where a statistically
significant difference was identified as p = 0.00001. From Figure 4, it is apparent that only
WBPI influenced the bitterness. In the 15% WBPI sample, bitterness increased by 2 units
compared to the reference bread sample. The degree of bitterness increased proportionally
with protein addition. The development of an undesired bitter-to-sour taste in the fortified
bread could have been attributed to several probable causes. Wheat bran is rich in ferulic
acid and tannins, which can impart a bitter taste, which in practice is masked by the
addition of sweeteners (honey) or salt. Increased bitterness could also have been caused
by certain amino acids: tryptophan, threonine, valine, phenylalanine, methionine, lysine,
histidine, cysteine and arginine can cause bitterness when present in high concentrations.
The increased attribute of bitterness with the addition of wheat bran was confirmed by the
study conducted by Heinio et al. [30], where the addition of bran layers to bread increased
bitterness. Based on a correlation analysis, it was found that the bitterness parameter
negatively correlated with the overall evaluation parameter (correlation —0.488). Based
on the correlation coefficients, the lower the bitterness of the fortified bread, the better the
overall evaluation [30].

For the saltiness parameter, neither WPI nor WBPI had a significant influence on the
baguettes. The highest saltiness was exhibited by the reference baguette and the baguette
with a 5% WBPI substitution. The saltiness of the fortified bread had a weakly positive
correlation with the overall impression of the bread (correlation = 0.178).

The overall evaluation was the final parameter in the sensory analysis of the bread
samples. It was found that the fortified baguettes differed significantly (p = 0.002) and that
the reference baguette was rated as the most acceptable. Among the samples enriched with
protein isolates, the baguettes with 5% WBPI and WPI exhibited the highest ratings with the
same score. Generally, the overall impression decreased with higher isolate substitutions.
The bitterness parameter had the most significant impact: as it increased, the overall
acceptability of the bread significantly decreased. The samples made with dough where
15% of the flour had been replaced with WBPI were rated as almost unfit for consumption.

4. Conclusions

Farinographic measurements revealed that the substitution of flour with protein
isolates significantly influenced both physiochemical and sensory properties of the dough
and pastry. Enhancing the flour with WBPI resulted in a slight increase in flour water
binding and an elevated degree of softening (12 min). However, other farinographic
parameters indicated a reduction in dough quality. Conversely, the substitution of flour
with WPI led to prolonged dough development time, enhanced dough stability, and
improved farinographic quality.

Extensographic measurements demonstrated that WBPI-substituted dough exhibited
comparable energy properties to the reference flour. The substitution of 5% WBPI flour
resulted in improved energy and dough resistance, suggesting heightened mechanical
strength compared to the reference sample. Nevertheless, as the level of WBPI flour
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substitution increased, extensographic parameters gradually declined, and there was
no further enhancement in the dough’s mechanical properties. Samples with 5% WPI
substitution exhibited superior mechanical properties compared to the reference sample.

The sensory analysis of the fortified baguettes revealed a significant impact of flour
fortification by WPI and WBPI on the sensory properties of the pastry. The aroma was
affected by the addition of protein isolates. Higher additions of WBPI resulted in less
pleasant cereal-like aromas. Taste acceptability also decreased with higher protein additions.
A pronounced grainy taste (both isolates) and buttery taste (WPI) were less typical for
bakery products. A fundamental reduction in overall acceptance scores was observed
in pastry with a high WBPI substitution level. A correlation analysis proved that this
phenomenon was connected with bitterness. The bitter taste was probably caused by the
presence of small peptides, ferulic acid and tannins. Future work should focus on the
sensory masking of this defect.

The substitution of WBPI and WPI for flour represented a suitable approach for
preparing high-protein flour mixes, which can be used in the production of high-protein
pastry. WBPIis a promising dietary protein produced from widely available and sustainable
material, and could be included among common protein isolates like soy and WPL
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