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ABSTRAKT

PSeni¢né otruby jsou perspektivni materidl obsahujici Sirokou Skalu vyuzitelnych
komponent, véetné bilkovin. Navic je produkovan ve zna¢nych objemech. V soucasné dobé
se pSenicné otruby vyuzivaji na produkci energie spalovanim a pro krmné ucely. Postupné
se hledaji nové postupy valorizace tohoto materidlu. Jednou z moznosti vyuziti pSeni¢nych
otrub je izolace bilkovin, hydrolyza a separace vybranych aminokyselin. Touto problematikou
se zabyva tato diplomova prace, ktera se zaméfila na zisk argininu a leucinu z proteinového
izolatu. Proteiny byly vyextrahovany z pSeni¢nych otrub pomoci zmény hodnoty pH.
Naslednou lyofilizaci byl ziskdn proteinovy izolat. Pfed provedenim hydrolyzy vzniklého
izolatu byl nejprve proveden stabilitni test standardi aminokyselin argininu a leucinu, na které
byly aplikovany rtizné metody hydrolyzy. Jako nejefektivnéjsi se ukazala kysela hydrolyza
pomoci mineralizacniho pfistroje, ktera byla aplikovana na proteinovy izolat. Nasledovala
derivatizace hydrolyzath cCinidlem OPA a analyza vzniklych hydrolyzati vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii s UV-VIS detekci. Poté byla provedena optimalizace vhodnych
podminek adsorpce a desorpce. Bylo zjisténo, ze Casova zavislost nemd vliv na mnozstvi
adsorbovaného materidlu na sorbent. Proto byla zvolena doba aplikace 15 minut.
Pii optimalizaci mnoZstvi pouzitého adsorbentu Amberchrom 50WX8 bylo zjisténo, Ze
optimalni pouzitou navazkou je 0,25 g. Zvolené¢ podminky byly aplikovany na proteinovy
hydrolyzat. Separaci vybranych aminokyselin pomoci zmény pH citratového pufru byly
ziskany dvé frakce. Po aplikaci tohoto postupu bylo z jednoho kilogramu pSeni¢nych otrub
po odpateni ziskdno z frakce jedna 0,26 g argininu a 0,82 g leucinu. Z frakce dva bylo
po odpafteni ziskdno 1,01 g argininu a 0,25 g leucinu.

KLICOVA SLOVA

PSenicné otruby, proteiny, proteinovy izolat, aminokyseliny, extrakce, hydrolyza,
vysokoucinna kapalinova chromatografie, iontové-vyménna chromatografie, UV-VIS detektor.



ABSTRACT

Wheat bran is a promising material containing a wide range of useful components, including
proteins. In addition, it is produced in significant volumes. Currently, wheat bran is used for the
production of energy by combustion and for feed purposes. Gradually, new methods
of valorization of this material are being sought. One of the possibilities of using wheat bran
is the isolation of proteins, hydrolysis, and separation of selected amino acids. This diploma
thesis deals with this issue, it is focused on the recovery of arginine and leucine from a protein
isolate. Proteins were extracted from wheat bran by changing the pH. Thanks to the subsequent
lyophilization a protein isolate was gained. Prior to hydrolysis of the resulting isolate, a stability
test of arginine and leucine amino acid standards was first performed, to which various
hydrolysis methods were applied. Acid hydrolysis using a mineralizer, which was applied to the
protein isolate, was proved to be the most effective. This was followed by the derivatization
of the hydrolysates with OPA and analysis of the resulting hydrolysates by high-performance
liquid chromatography with UV-VIS detection. Then, suitable adsorption and desorption
conditions were optimized. It was found that the time dependence does not affect the amount
of adsorbed material on the sorbent. Therefore, an application time of 15 minutes was chosen.
While optimizing the amount of used standard, it was found that the optimal weight was 0.25 g
of sorbent. The selected conditions were applied to the protein hydrolyzate. Two fractions were
obtained by the separation of selected amino acids due to the change in the pH of the citrate
buffer. After the application of this procedure, 0.26 g of arginine and 0.82 g of leucine were
obtained from one kilogram after evaporation. From evaporation two, 1.01 g of arginine and
0.25 g of leucine were obtained after evaporation.

KEYWORDS

Wheat bran, proteins, protein isolate, amino acids, extraction, hydrolysis, high performance
liquid chromatography, ion exchange chromatography, UV-VIS detector.
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1 UVOD

V dnesni dobé se v potravinarském prumyslu zvysuje mnozstvi vedlejSich produktt s nizkou
pfidanou hodnotou. V mlynérenstvi za tento produkt oznaCujeme pSenic¢né otruby, jejichz
mnozstvi muize Cinit denné az nckolik desitek tun mdalo vyuzivaného produktu. Otruby
se pouzivaji jako palivo nebo jako slozka krmnych smési. Jsou bohatym zdrojem nutriéné
vyznamnych latek, jako jsou naptiklad proteiny. Ty je mozné z pSenicnych otrub extrahovat
hned nékolika zplsoby jako jsou napiiklad: izolace alkalickou extrakci, izolace degradaci
Skrobu, izolace dle Osborna a jiné. Proteiny je mozné z pSeni¢nych otrub vyextrahovat také
diky zménam hodnot pH. V alkalickém prosttedi se proteiny rozpoustéji, pfi okyselovani
roztoku do izoelektrického bodu dochazi k jejich vysrazeni. Néslednou lyofilizaci je mozné
ziskat proteinovy izolat, jehoZz Cistota musi byt minimalné 90 % nebo proteinovy koncentrat,
jehoz Cistota musi byt minimalné 65 %. Tyto proteiny jsou ¢asto v prasku a nachazeji uplatnéni
napiiklad ve sportovni vyziveé jako doplnky stravy.

Vyhodou proteinovych dopliikii stravy je, Ze jsou vhodné i pro lidi s intoleranci na laktozu,
alergii na mlécnou bilkovinu, vegany i vegetaridny. Nevyhoda je vysoky obsah lepku, ktery
neni vhodny pro lidi trpici celiakii, tedy alergii na lepek.

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim pSeni¢nych otrub jakoZto zdroje proteind, jejich
extrakci, hydrolyzou, charakterizaci hydrolyzatu z hlediska obsahu vybranych aminokyselin
a naslednou optimalizaci podminek pro izolaci danych aminokyselin z hydrolyzatu pomoci
separacnich technik.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Valorizace odpadi z potravinaiského primyslu

Zivotni prostiedi v dnesni dob& vyznamné ovliviiuje velké mnozstvi lignocelulézovych
zbytki rostlin a odpadii pochazejicich ze zemédélského a potravindiského primyslu. Za rok
se svétova produkce téchto odpadi pohybuje kolem 170 miliard metrickych tun. Proto
se uvazuje naptiklad nad vyuzitim lignocelulézovych odpadl jakoZto obnovitelnych zdroji
energie [1,2].

Mezi lignoceluldzové zbytky rostlin 1ze zatadit materialy ziskané z dievarského primyslu
(dfevni $tépka, klira a piliny) a ze zbytkli zeméd¢€lskych plodin (slamy, otruby, stonky a dalsi).
Mezi odpady ze zemédé€lského a potravinatského primyslu se fadi odpady ovocné, odpady
z vyroby cukru a Skrobu, z mleti obili a lu§ténin a odpady z mlééného primyslu, pivovarnictvi
a vinafstvi. Tyto odpady je mozné povazovat za obnovitelné a levné zdroje uhliku, dusiku
a jejich organickych sloucenin [2].

Obecné¢ se lignocelul6zovy material sklada z celuldzy (30-35 %), hemicelulozy (20-40 %),
ligninu (15-25 %), malého mnozstvi vody, popela a cyklickych uhlovodikd. Procentualni
slozeni jednotlivych materiali se 1isi podle druhu a pouzité ¢asti rostliny [3].

Biorafinérie zpracovavajici lignocelul6zovou biomasu 1ze rozdélit podle pouZzitého procesu
na dva zékladni typy: termochemickd, kterd probiha pii pusobeni riiznych teplot za pouziti
raznych cinidel a biochemickd, kterda se pouziva Ccastéji. Biochemické zpracovani
lignocelul6zové biomasy je zndzornéno na Obrazku 1 a jednotlivé kroky jsou popsany
v Tabulce 1 [4]. V soucCasné dob¢ se stavi biorafinérie specializujici se na danou frakci
lignocelulézovych surovin.

Lignocelulézova

surovina
I
[ I I
Lignin Celuléza Hemiceluldza
Lepidla a pojiva Glukdza Rostlinné gumy Xyldza
5-
Aromatické latky Produkty Hydroxymethyl- Furfural
fermentace: furfural
Paliva
Ethanol ské
Bezsirnd tuha o fgeﬁic;\tlgj::' Nylon 6, Nylon
paliva Organické pous ’ 6,6
kyseliny maziva
Rozpoustédla
(aceton,
buthanol, ...) Polymery

Obrazek 1: Schéma produktu, které Ize ziskat z riiznych frakci lignocelulozové biomasy [4].



Tabulka 1: Souhrn postupii lignocelulozové biorafinérie [4].

Suroviny

Lignocelulozové plodiny: dievo, topol
s kratkou rotaci, vrba, ...

Zbytky lignocelulozy: zemédélské zbytky
(slama, obili, otruby, kukufi¢né klasy, ...),
zbytky z pil, komunélni odpad, ...

Primarni rafinace

Muze zahrnovat fyzikalni, biochemické nebo
termochemické procesy, které¢ slouzi
k naruseni materialu biomasy.

Existuje n¢kolik technologii:

-frakcionace za ptsobeni enzymi

-horké voda nebo kysela chemicka hydrolyza
-piisobeni pary nebo amoniaku

-alkalické ptisobeni

-piisobeni organosolil.

Dva sméry po primarni rafinaci

-Vysledkem enzymatické pfemény je frakce
fermentovatelnych cukrti z celulozy
a hemiceluldzy a jedna frakce ligninu.
-Frakcionace  lignocelul6zové  suroviny
vytvoii tii frakce: celulozu, hemicelulozu
a lignin.

Produkty fermentovatelnych cukri

Fermentace: fermentovatelné cukry (C5/C6)
lze pfimo pouzit na vyrobu ethanolu,
organickych kyselin, aminokyselin, ...

Produkty celulozy

Enzymatickd hydrolyza a fermentace:
celuloza je hydrolyzovana za vzniku cukrd,
které se pouziji jako substrat a zpracovavaji
se za vzniku stejnych produktl jako
u fermentovatelnych cukrti nebo lze celulozu

vyuzit k chemické vyrobé buni€iny a papiru.

Produkty hemicelulozy

Enzymatickd hydrolyza, fermentace a dalsi
chemické metody. Hemicelulozova frakce
obsahuje vice ¢i mén¢ natravené uhlohydraty
a tim padem ma proménlivé sloZeni a je nutné
upravovat kombinaci enzymovych aktivit.
Monomerni  sacharidy jsou oddéleny
a fermentovany. Jiné slou¢eniny mohou byt
extrahovany (kyselina octova, furfural, ...).

Produkty ligninu

Termochemické cesty (spalovani).

Vyroba pojiv a lepidel.

Selektivni  degradace na  monomerni
aromatické slouceniny.
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2.2 Obiloviny-jejich nutri¢né a technologicky vyznamné slozky

Obiloviny se staly neodmyslitelnou soucasti lidské potravy nejen diky jejich pestrému
sloZeni, ale také pro jejich pfizptisobeni se klimatickym podminkam, vysi vynosu konzumnich
casti a moznosti dlouhodobého skladovani. Obiloviny tvoii 20-60 % z celkového denniho
ptijmu bilkovin ¢loveka.

Obsah bilkovin je rozdilny v jednotlivych ¢astech obilného zrna a jejich mnozstvi v mouce
zavisi na stupni jejiho vymleti, na plodin€ a jeji odriidé a na klimatickych faktorech. Vice
vymleté mouky (celozrnné a tmavé) maji az o 4 % vyssi obsah bilkovin nez svétlé mouky.
Tradi¢ni obiloviny byvaji diky méné kvalitnimu aminokyselinovému slozeni v potravé
nahrazovany pseudoobilovinami s kvalitou podobnou bilkovindm Zivoc¢isného plvodu
(pohanka, amarant, quinoa a dalsi). Ty maji vysokou biologickou hodnotu bilkovin hlavné
z dlvodu vyssiho zastoupeni esencialni aminokyseliny lysinu. Hlavnimi bilkovinami
zastoupenymi ve vSech obilovinach jsou albuminy, glubuliny, prolaminy a gluteliny. Obiloviny
jsou také bohatym zdrojem sacharida (glukozy, fruktdzy, sachardzy, maltozy, laktdzy, Skrobu,
vlakniny a dalSich), které se vyskytuji ve vSech ¢astech obilného zrna.

Obiloviny obsahuji zejména vitaminy skupiny B a E. Jejich zastoupeni v mouce zavisi
na poméru klicki, otrub a endospermu obilného zrna. V mlynskych produktech jsou obsahy
vitamini skupiny B ur¢eny stupném vymleti, ktery je zasadni i pro obsah mineralnich latek.
Ptitomnost lipidd, hlavné v obilném kli¢ku, neni z vyzivového hlediska zasadni, ale je dilezita
v technologii pfi tvorbé tésta. Oblibenou obilovinou vhodnou pro potravinafstvi se stala
pSenice, kterou jako zakladni obilovinu konzumuje zhruba 30 % lidské populace. DalSim
dilezitym zdrojem pro vyrobu mouky je zito [5,6,7,8].

2.2.1 PsSenice

Jak je vidét na Obrazku 2, pSenice se fadi do rodu Triticum, ktery nalezi do celedi
lipnicovitych (Poaceae). Pro Ceskou republiku je nejéast&jsi péstovani pienice seté Triticum
aestivum L. Jedna se o jednoletou travu (ozim 1 jaf) s neldamavym klasem, kterd je velice
populdrni po celém svété, kde zaujima 80-90 % osevni plochy pSenice. PSenice seta
se vyskytuje ve étyfech variantach, pro péstovani v Ceské republice se nejvice hodi odridy
zatfazené do varianty lutescens. Zralé a suché obilky jsou slozené z vice nez 70 % Skrobu
az 10-12 % z bilkovin, proto je pSenicnd mouka bohatd na lepek a hodi se na peceni chleba
a jemného peciva [6,9,12].
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CELED Poaceae

Podceled’ Pool Oryzol Panicol Andropogo
deae deae deae noldeae
Tribus Triticeae Aveneae Oryzeae Paniceae Zeeae
Rod Triticum Secale Hordeum Avena Oryza Pennisetum Zea
Pienice 2Zito Jefmen Oves RyZe Proso KukuFlce

Obrazek 2: Taxonomie obilovin-zarazeni pSenice a Zita [6].

2.2.2 Zito

V Ceské republice je nejéastéji seto ito rodu Secale cereale, nalezejici do &eledi
lipnicovitych (Poaceae), které je odolnéjsi nizkym teplotam a kyselym piiddm oproti pSenici
amuze se tak péstovat ve vysSich polohéach. Jedna se o jednoletou travu (ozim 1 jar), kterd
vznikla z druhu Secale segetale pii seti pSenice, ve které bylo plevelem. Zito je vysévano
na podzim, b&hem dubna vyristaji silna nosna stébla a v priib&hu kvétna se tvoii kvéty. Zitna
mouka se v pekdrenstvi Casto pouzivda ve smési s pSeni€nou moukou k vyrobé zitného,
zitnopSenicného, pSeni¢nozitného, pSeni¢ného, celozrnného, vicezrnného nebo specidlniho
tésta. Diive se obilky zita pouzivaly k vyrobé sladové kavy a lihovin, hlavné Zzitné
koralky [7,10,11,12].

2.3 Slozky zrna

Semena obilovin neboli obilky uchovévaji zivotaschopnost zarodku nové rostliny. K tomu
jim pomahaji slozky uloZené v anatomickych castech semene, které se lisi chemickym
slozenim [9]. Obilky jsou slozeny ze tfi hlavnich ¢asti: obalovych vrstev (13-17 %), které chrani
obilku pted vn¢jSimi vlivy a nazyvaji se také otruby, klicku (2-3 %) a ,,vnitiniho bilku* neboli
endospermu (80-85 %) [6,7,13].

Na bo¢ni strané¢ obilky je ulozeny zarodek, ktery je chranén oplodim a osemenim.
S endospermem je spojeny pletivem neboli Stitkem. Pod osemenim se nachazi aleuronové
bunky, které maji zrnkovity tvar a tvoii mazlavou a lepkavou vrstvu. Na vrcholové strané
se nachdzi vegetacni vrchol s listy. Na protilehlé stran¢ mezi kofinkem a délohami se nachézi
prvni ¢lanek tzv. osni hypokotyl. Mezi hypokotylem a koleoptili, coz je pochva obklopujici
zaklad stonku s listy, se tvoii prvni ¢lanek nazyvany mezokotyl. V zarodku se nachazi hned
nékolik kotinkl. Zakladem primarniho kofinku je prostiedni kotfinek, nazyvany radicula, ktery
je kryty Cepickou tzv. koleorhyzou. Na Obrazku 3 je detailnéji popsana anatomické stavba
obilky [9,14,15,16].

12



1 — zarodek, klicek
Il — obaly

I — moucné jadro,
endosperm

k g — koleoptile,

a — oplodi 4 pochva listu

b — osemeni h — zaklad

Cc — vrstva 1. pravého listu
aleuronovych bunék ch — vzrostly vrchol,

d — endosperm, zaklad budouciho
vlastni moucné jadro  klasu

e — vrstva i — mezokotyl
palisadovych bunék j— zaklad korinku
(nasavaci epitel) (radicula)

f — Stitek k — korenova Cepicka

Obrazek 3: Prurez obilkou psenice [9].

2.3.1 Klicek

Klicek neboli embryo, je zakladem nové rostliny a nositelem genetické informace.
Je ulozeny v zrnu a sklada se z vice ¢asti: 1. koleoptile neboli pochvy listu, 2. zdkladu prvniho
pravého listu, 3. vzrostlého vrcholu, ktery je zdkladem budouciho klasu, 4. mezokotylu,
5. radiculy a 6. kofenové Cepicky. Je bohatym zdrojem latek vyznamnych pro lidskou vyzivu,
ale na vzduchu je nestaly kviili vysokému mnozstvi tuku. V mlynarenstvi je klicek snadno
odd¢lovan od zrna [6,7,13].

2.3.2 Endosperm

Endosperm tvofi pfevaznou ¢ast hmotnosti zrna. Pro rostlinu spociva dilezitost v obsahu
zasobni latky nezbytné pro kli€eni rostlin. Z pSenicnych zrn se dd snadno ziskat Cisty
endosperm odstranénim klicku a obalové vrstvy. Je téz diilezity pro lidskou vyzivu. Endosperm
je bohatym zdrojem Skrobu (asi 80 %) s obsahem proteint (15 %), které jsou schopny tvorit
pruzny a tazny lepek. Ten se stdva pii hnéteni mouky s vodou zikladem pro vypracovani
tésta [6,7].
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2.3.3 Aleuronova vrstva

Aleuronova vrstva tvoii vrchni vrstvu endospermu. Struktura aleuronové vrstvy zrna
je téméf homogenni, ma zrnkovy tvar a je pievazné bezbarvd. U zita i pSenice se nachazi
aleuronové buiiky v jedné vrstvé, ktera je mazlava a lepkava. Obsahuje vice bilkovin, nez
jich je obsaZeno v endospermu, ale ty svymi nizkymi lepkotvornymi vlastnostmi nevyhovuji
pekaiské vyrobé [7,15].

2.3.4 Otruby

Otruby jsou obalové vrstvy, které chrani obilku pted piisobenim vnéjsich vlivl. Jsou tvofeny
z velké ¢asti houzevnatymi, neSkrobovymi a nerozpustnymi polysacharidy, zejména celulézou.
Vnitini obalové vrstvy, jako jsou aleuronové builky, se sklddaji z polysacharidf, které
se vyznacuji velkou vaznosti pro vodu. Pfi styku s vodou se bud’ rozpousteji nebo bobtnaji,
odvadeéji vodu z lepku a tim zhorSuji optimalni viskozitu a elasticitu tésta. Mohou snizovat
schopnost tésta zadrzovat plyny, a tim sniZovat objem peciva. Vnéjsi obalové vrstvy oplodi
a osemeni tvofi pfevazné nestravitelna vldknina. Otruby se pouzivaji v pekarenském prumyslu
pouze omezené, protoze zhorSuji kvalitu a zpracovatelnost tésta. Maji téz vliv i na vzhled
vyrobku. Vymildnim obilek pti vyrobé mouky ztistavaji otruby jako vedlejsi produkt. Nej€astéji
se pouzivaji jako slozky krmnych smési [6,7,15,17].

2.4 Chemické sloZeni pSeni¢nych otrub

Bez ohledu na postup zpracovani zrna obiloviny obsahuji piiblizné 12 % vody,
az 18 % bilkovin, 4, 2 % tuku, vice jak 50 % sacharidi a v malém zastoupeni také fenolické
latky a popel. Tabulka 2 uvadi obecné slozeni pSeni¢nych otrub v susiné [18].

Tabulka 2: Slozent psenicnych otrub v susiné [18].

Sloska Mnoistvi v
susiné [%]
. Mnoistvi v
Slozka susiné [%]
Celkove 1 | 64,5 Skrob 22,0
sacharidy
Proteiny | ——— 17,9 Celuldza 12,5
Tuky S 4,2
Arabinoxylany F—— 21,0
Fenoll.cke | 12
kyseliny
Popel S 5,7
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Semena rostlin jsou hlavnim zdrojem rostlinnych proteint v potravé. Na rozdil od potravin
zivociSného plivodu jsou bohaté na kyselinu asparagovou, glutamovou a také na glycin, arginin
a leucin. Jejich nutri¢ni hodnotu snizuje nedostatek esencialni aminokyseliny lysinu. Proteiny
rostlin byvaji rozpustné ve vod¢, solich, zfedénych kyselindch, zasaddch a jejich
rozpoustédlech. Proteiny jsou v zrné€ nejvice zastoupeny v obalovych vrstvach, tedy v otrubach.
Jejich mnozstvi v mouce zavisi na stupni vymleti, proto maji celozrnné mouky vétsi obsah
proteinti [6]. Detailni aminokyselinové slozeni je blize popsano v Tabulce 3.

Tabulka 3: Aminokyselinové slozeni psenicnych otrub [18].

Aminokyselina g/100 g susiny Aminokyselina g/100 g susiny
Kyseli
ysetha 1,84 Arginin 1,52
asparagova
Threonin 0,064 Isoleucin 0,52
Serin 0,78 Leucin 1,10
Kyseli
ysernd 3,62 Tyrosin 0,52
glutamova
Prolin 1,05 Fenylalanin 0,67
Glycin 1,08 Histidin 0,51
Alanin 0,96 Lysin 0,78
Valin 0,80 - -

V pSeni¢nych otrubach jsou hojné zastoupeny i mineralni latky. Nalezneme zde hot¢ik,
fosfor, draslik, vapnik, mangan, zelezo, méd’ a zinek. Detailni slozeni mineralnich latek
v pSenicnych otrubach je zndzornéno v Tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni mineralnich latek v pSenicnych otrubach [21 ]

MnoZstvi v ppm MnoZstvi v ppm
Mg 6,59 Mn 128,00
P 15,30 Fe 49,10
K 16,07 Cu 11,70
Ca 814,00 Zn 97,20
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2.4.1 Sacharidy pSeni¢nych otrub

Monosacharidy jsou v obilovindch zastoupeny pouze ve stopovém mnozstvi. Jejich hlavni
vyskyt je v klicku, ktery je slozen z pentdéz (arabindza, xyloza, rib6za) a hexo6z (glukoza,
fruktoza, galakt6za, mannosa). Stejné tak jsou v malém mnozstvi ve zralém, neporuseném
a suchém zrnu obsazeny oligosacharidy. Pfevazné se zde nachazi sacharéza a maltdza, jejiz
obsah roste pfi nakli¢eni zrna [7].

Nejhojnéji  zastoupenou skupinou sacharidi jsou polysacharidy. Jejich zakladem
jsou obvykle az tisice monosacharidovych jednotek, spojenych glykosidovymi vazbami.
Retézce mohou byt vétvené i nevétvené a prostorové usporadani fetézcti muze byt fibrilarni,
helikalni nebo globularni. Skrob je v zrnu zdrojem a zdsobou energie. Celuléza, hemiceluléza
a lignin jsou zdkladem bunécnych stén rostlin. Jedna se o latky pfevazné nerozpustné ve vode.
Dalsi vyznamnou skupinou jsou B-glukany, které tvoifi podstatnou ¢ast vldkniny v lidské
potravé. Jsou to latky rozpustné a bobtnajici ve vodeé, které jsou schopny tvofit vysokoviskdzni
a vysokovazné koloidni systémy. Dale se v obilovindich mohou objevovat arabinoxylany,
xyloglukany, pektiny nebo glukofruktany. Mnozstvi jednotlivych polysacharidii v mouce zavisi
na stupni vymleti mouky. Cim vy3i je stupet vymleti mouky, tim vétsi je obsah neskrobovych
polysacharidl. Polysacharidové slozeni pSenicné mouky shrnuje Tabulka 5. Obsah Skrobu
v otrubach byva asi 15 %, celuldzy asi 35 % a obsah hemicelul6zy 40-50 % [7,19,20].

Tabulka 5: Obsah hlavnich polysacharidii v pSenicne mouce [19].

Polymer ——— Obsahv%
Skrob ——  60,0-80,0
Polymer Obsah v %
Celuldza 0,2-3,0
Hemiceluldza 2,0-7,0
Arabinoxylany 1,0-3,0
Neskroboye 3,0-11,0
polysacharidy
R-glukany 0,5-2,0
Xyloglukany 0,2-0,4
Pektiny 0,3-0,5
Glukofruktany 1,0-4,0
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Skrob

Skrob je obsazen pievazné v endospermu obilovin, kde tvoii piiblizng 60-75 % susiny.
Je hlavnim metabolickym produktem v chloroplastech listli zelenych rostlin. Byva degradovan
na rozpustné sacharidy. V jinych ¢astech rostlin je nasledné syntetizovan zasobni Skrob, ktery
je ukladan v podobé Skrobového zrna v organelach zvanych amyloplasty. Jedna
se o vysokomolekularni zasobni polymer D-glukézy. Slouzi jako pohotovéa zasoba energie.
Jeho monomerni jednotky jsou spojeny glykosidovymi vazbami a (1—4) v linearni fetézec.
K vétveni dochazi pomoci vazeb a (1—6). Je sloZzen ze dvou hlavnich polysacharidovych
frakei, jejichz zakladni stavebni jednotkou je gluk6za, zlinedrni amylozy
na Obrazku 4 (cca 25 %), kterd je rozpustna ve vodé a vétveného amylopektinu
na Obrazku 5 (cca 75 %), ktery pii styku s vodou bobtna a neni schopen vytvofit roztok. Skrob
tedy tvofi pii styku s vodou za tepla gelovity maz. Je hydrolyzovan pomoci a-amyldzy
a B-amyladzy. Enzym a-amylaza $tépi molekuly amylozy a amylopektinu v libovolném misté
fetézce. U amylopektinu mize dochéazet k odstépovani jak z volnych koncovych fetézct,
tak i ve vétvené struktufe za vazbami a -1,6. Aktivita a-amylazy vyrazné roste s naklicenim
zrna. Enzym (-amyldza plsobi z vnéjsi strany amylozy a amylopektinu. Postupné odstépuje
molekuly maltézy od konce polymernich fetézci. U amylopektinu neni B-amyldza schopna
provést celkovou hydrolyzu, protoze nepiekroci vazby a-1,6. Zbyde nezhydrolyzovany dextrin.
Pii vétsim obsahu amylopektinu v obilném Skrobu zlstava nezhydrolyzovany velky podil
Skrobu, coz mize pti dal§im zpracovani délat problémy [5,7,19,20].

CH,OH CH,OH CH,OH CH,0H
o o) o) 0
OH OH OH OH  /oH
HO' 0 © ©
OH OH OH OH
Neredukujici konec L Jn  Redukujici konec

Obrazek 4: Vzorec amylozy [21].
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CH,OH CH,OH

(0] (0]
Postranni fetézec
_______ o OH 0 OH
OH OH
0]
CH
CH,OH 2 CH,0H
Hlavni fetézec o) o) 0
_______ o OH o OH o OH —
OH OH OH

Obrazek 5: Vzorec amylopektinu [21]

Celuloza

Celuléza se fadi mezi nestravitelné neSkrobové polysacharidy. Je hlavnim stavebnim
polysacharidem tvofici znacnou ¢ast bunéCnych stén vysSich rostlin. Nalezneme ji také
v zelenych rostlindch, houbach, dokonce i v zivocisné fisi ve sténach bun€k jednoduchych
moiskych bezobratlych zivocichii. Je spolu s B-glukany a hemicelulézami obsazena
v obalovych vrstvach zrna a oplodi. Celuldza je tvotfena glukézovymi jednotkami spojenymi
glykosidovymi vazbami, jeji primarni struktura je znazorné€na na Obrazku 6. Tim je déano jeji
linearni usporadani. Jednotlivé makromolekuly interaguji pomoci vodikovych vazeb a mohou
tvofit uspofadané trojrozmérné struktury ve sténach rostlinnych bunék. Tyto struktury
se nazyvaji celuldozova vlakna nebo také mikrofibrily. V mikrofibrilach se pravidelné stiidaji
dvé oblasti: krystalickd — uspofddand oblast s vysokym poctem intermolekuldrnich vazeb
a amorfni — malo uspotfddana oblast s nizkym poctem intermolekularnich vazeb. Strukturalni
uspofddani bunééné stény je znazornéno na Obrazku 7. Celuléza je nerozpustna ve vodé,
ve zfedénych kyselinach, v zasadach a vétSin€ rozpoustédel, za normalnich teplot ani vyrazné
nebobtnd. K intenzivné&jsimu bobtnani dochazi az pii pisobeni hydroxidl nebo po proniknuti
rozpoustédla do amorfnich oblasti. V koncentrovanych kyselindch je celuléza rozpustna,
protoze dochazi k hydrolyze na rozpustné fragmenty s krat$i délkou fetézce, disacharid
celobidzu, poptipade€ az na D-glukézu. V kyselych roztocich pii piisobeni vyssi teploty dochazi
k hydrolyze nebo oxidaci. Pro ¢lovéka je nestravitelnd, protoZe ten nedisponuje celulolytickymi
enzymy, stava se tak pro néj nevyuzitelnym polysacharidem. Pokud se v mleté formé ptidava
do tésta, snizuje vaznost vody a pruznost tésta. K takovym vyrobkiim je nutné piidavat
zlepsovaci prostiedky, jako je suSeny lepek a kyselina askorbova k posileni lepkové struktury.
Ke zlepSeni vlastnosti je také mozné pouzit derivaty a modifikatory celuldzy, které maji lepsi
vaznost vody pfi zpracovani tést za riiznych teplot nez celuldza. V otrubach tvofi az 35% podil
neskrobovych polysacharidl, takzvané nerozpustné vldkniny [5,7,15,19,20].
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Obrazek 6. Primarni struktura celulozy [21]
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Obrazek 7: Strukturalni usporadani bunecné steny. 1. glukoza, 2. celulozni retézce, 3. micela, 4. mikrofibrily,

4a necelulozni latky, 4b parakrystalicka cast, 4c krystalicka cast, 5. fibrila, 6. skulina, 7. bunécna sténa [15].

Hemiceluloza

Hemiceluldzy se fadi mezi nestravitelné neskrobové polysacharidy. V rostlinném pletivu
spolu s pektinovymi latkami vypliiuji prostory mezi celulézovymi vldkny Jsou to ve vodé
nerozpustné polysacharidy s rozvétvenymi fetézci. Hydrolyzuji se snadnéji kyselinami
nez celuléza az na nizs§i rozpustné cukry. Struktura hemiceluldzy je amorfni, dle povahy
hlavniho fetézce se d€li na manany, xylany a glukany. Ten mlze byt déale substituovan
hex6zami (glukoza, manodza, galaktoza, aj.), pentdzami (arabindza, xyléza, aj.) a uronovou
kyselinou. V bunécnych sténach sldmy jsou pfevazné obsazeny galaktany a xylany, které jsou
pfitomny az z 28 %. Slozeni hemicelul6zy v pSeni¢né slamé je tvofeno kyselinou uronovou,
arabindzou a xyl6zou v poméru: 1: 1: 23 [15,20].
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Lignin

Lignin se fadi mezi doprovodné latky polysacharidl. Je druhym nejhojnéji zastoupenym
biopolymerem lignocelul6zové biomasy po celuldze. Jedna se o amorfni tmavohnédou latku
fixujici a zpeviujici stény bunék, umoziuje transport vody a rozpusSténych latek pies cévni
systém rostliny. Také poskytuje fyzické bariéry proti invazim fytopatogenti a dal$im
environmentalnim strestim. Muze zabranit degradaci strukturnich polysacharidi diky svym
hydrolytickym vlastnostem. Je soucasti vlakniny v potraveé. V zazivacim traktu se lignin
nerozklada, pouze se $té€pi vazby mezi ostatnimi polymery a ligninem. V otrubéch je obsazeno
az 8 % ligninu. Sklada se ze tii hlavnich fenylpropanolovych jednotek p-kumarylalkoholu,
koniferylalkoholu a sinapylalkoholu uspofddanych do trojrozmérné sité. Pomér téchto tii slozek
se muze liSit podle stafi a druhu rostliny. Zakladni struktura ligninu je znazornéna na Obrazku 8.
Krytosemenné rostliny jako je pSenice maji koniferylalkohol a sinapylalkohol zastoupeny
ptiblizng€ ve stejném mnozstvi, zatimco p-kumarylalkohol pouze stopové. Vyhodou ligninu jsou
jeho antioxidacni, antifungdlni a antimikrobidlni vlastnosti. Ve srovndni s celul6zou
a hemicelulézou je odolnéjsi vici plisobeni chemickych a biologickych vlivil. Je schopen
absorbovat UV zareni [15,19,23].
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Obrazek 8: Struktura ligninu [19]

2.4.2 Proteiny pSeni¢nych otrub

Bilkoviny tvofi az 13 % suSiny ve zralém zrné obilovin. Zakladnimi bilkovinami obsazenymi
v pSenicném zrn¢ jsou albuminy 15 %, globuliny 7 %, prolaminy 33 % a gluteliny 45 %.
Jednotlivé frakce se 1iSi nejen molekulovou hmotnosti, ale také strukturou, fyzikalnimi
vlastnostmi, obsahem aminokyselin, vyzivovymi a zdravotnimi U¢€inky. Albuminy jsou
neutralni bilkoviny, globuliny jsou slabé kyselé¢ bilkoviny. Albuminy jsou dobfe rozpustné
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ve vodé, globuliny jsou nerozpustné ve vodé, ale rozpustné ve ziedénych roztocich soli, kyselin
a zésad, teplem mohou koagulovat. Prolaminy jsou také nerozpustné ve vodé. Jsou rozpustné
ve ziedénych roztocich soli, kyselin a zdsad, ale také ve zfedéném ethanolu. Gluteliny jsou
nerozpustné ve vode, ale rozpustné ve ziedénych roztocich soli, kyselin a zasad [5,7,19].

Obsah a slozeni jednotlivych bilkovin v pSeni¢nych otrubach se lisi podle podminek rtistu
rostliny, pouzité metody zpracovani nebo analyzovanym kultivarim. Hlavné obsah glutelint
zavisi na pouzité metod¢ k odstranéni endospermu. Podle c¢lanku jsou otruby slozeny
z albuminti 23,5 %, globulinii 15,5 %, prolaminid 18,5 %, glutelind 25,5 %. Bilkoviny
z pSeni¢nych otrub maji vysokou nutricni hodnotu. Oproti bilkovindm, nachéazejicich
se v endospermu, maji otruby zastoupeny cely profil bilkovin a na rozdil od endospermu jsou
bohaté na esencialni aminokyseliny [24,25].

2.4.3 Esencialni aminokyseliny pSeni¢nych otrub

Esencidlni aminokyseliny jsou nepostradatelné aminokyseliny, které si organismus neni
schopen sdm syntetizovat. Je tedy nutné, aby je ziskdval zpotravy. Patfi sem osm
aminokyselin: valin, leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin a tryptofan.
Esencidlni aminokyseliny je mozné ziskavat z ZivociSnych i rostlinnych zdroji. Syntéza
esencidlnich aminokyselin je slozity proces, ktery je tvofen az 11 kroky. Valin a leucin vznikaji
z pyruvatu, aromatické kyseliny a histidin z rib6zo-5-fostatu. Prekurzorem lysinu, methioninu,
threoninu a isoleucinu je aspartat [19,26,27].

Valin, leucin, isoleucin

CH, O
2 i CH;
H,C
HaC OH 3 YYLOH H3C\/%/‘LOH
NH, CH; NH, NH,

Obrazek 9: Strukturni vzorce valinu, leucinu a isoleucinu [21]

Smés tif esencialnich aminokyselin valinu, leucinu a isoleucinu (Obrazek 9) je znama hlavné
ve sportovni vyziveé jako BCAA (the branched chain amino acids). Jsou to neutralni a vétvené
aminokyseliny, které se podavaji nejéastéji ve formé kapsli nebo roztoku. Radi se spolu
s glycinem a alaninem mezi alifatické aminokyseliny. To znamen4, Ze jejich postranni fetézec
neobsahuje zaddné heteroatomy ani Zzadny aromaticky kruh. SlouZi jako zdroj energie
pro organismus hlavné v zatézovych situacich, kdy muze dojit k vycerpani rychle pouzitelnych
energetickych zdrojii: sacharidi. Napomahaji k regeneraci po naroéném sportu a urychluji
tvorbu novych bilkovin. Sportovci je vyuzivaji pfevazné k potlaceni tnavy, posileni imunitni
funkce, k ochran¢ svalové hmoty pied devastaci, ale také ke vzniku svalové hmoty
[15,19,26,27,28].

Valin je zna¢né rozsifen v zivocisnych i rostlinnych bilkovinach, i kdyZ jeho zastoupeni
v nich je pouze v malém mnozstvi. V bilkovinach vajec a mléka se jeho mnozstvi pohybuje
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kolem 7-8 %. Ziskava se také ze syri, ryb, masa a zeleniny. Napomaha k regeneraci po vykonu,
kdy pomaha k obnové jaterniho glykogenu. Mimo jiné je i prospésny k udrzeni dusevni sily,
svalové koordinaci a k emoc¢nimu klidu. Dopliiky stravy s obsahem valinu se pouZzivaji k rstu
svalii, opravé tkani a doplnéni energie. Je vhodné valin kombinovat s leucinem a isoleucinem,
ato vpoméru 2: 1: 2 [15,19,27,28,30].

Leucin je obsazen ve vSech béznych bilkovinach, ve velkém mnozstvi hlavné v kli¢icich
obilkdch. Napomaha ke snizeni krevniho cukru, ke zlepSeni stavu kosti, svalll a kize. Také
urychluje regeneraci po chirurgickych zédkrocich a miize tak pomoci zabranit rozpadu svalovych
bilkovin, ke kterému nekdy dochazi po traumatu nebo silném stresu [15,19,27,28,31].

Isoleucin je nejvice zastoupeny v mléénych a vajeCnych bilkovinach. Napomaha
ke stabilizaci hladiny krevniho cukru, podporuje tvorbu hemoglobinu, chrani jatra, poméaha
pti hojeni ran a detoxikaci dusikatych latek. Nachdzi se také v mase, rybach, syrech, vejcich,
semenech a ofechach [15,19,27,28,32].

Threonin

CHj ?
HO OH

NH,

Obrazek 10: Strukturni vzorec threoninu [21 ]

Threonin (Obrazek 10) je neutralni aminokyselina obsahujici v postrannim fetézci
hydroxylovou skupinu. Je hojné zastoupen v mase, mléku, vejcich a pivovarskych kvasnicich.
Z cerealii mé nejveEtsi zastoupeni threoninu pSenicné bilkovina. Je dllezity pro nervovy systém,
hraje dulezitou roli pro metabolismus tukl a zabrafiuje hromadéni tukii v jatrech. Mimo jiné
je prospésny pii sttevnich poruchach a zazivacich potizich. Pouziva se i pro zmirnéni uzkosti
a depresi. Prospés$na je i jeho opticky aktivni forma L-threonin, kterd je dilezitd pro tvorbu
kolagenu, elastinu a zubni skloviny [19,27,33].

Methionin

S |
H,C OH
NH,

Obrazek 11: Strukturni vzorec methioninu [21 ]
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Methionin (Obrazek 11) je sirnd nepolarni aminokyselina obsahujici v postrannim fetézci
siru (thioéther). Ta poméaha chranit bunky pfed znecist'ujicimi latkami a zpomaluje starnuti
bun¢k, mimo jiné je nezbytna pro absorpci selenu a zinku. Methionin je zastoupeny v malém
mnozstvi v rostlinnych i zivo¢isnych bilkovinach. ZlepSuje pruznost pokozky, vlast, posiluje
nehty, je nezbytny pro rist a regeneraci tkani. V jatrech ptsobi jako lipotropni latka zabranujici
prebytecnému ukladani tuku. Methionin v téle chelatuje té¢zké kovy, coz napomdha jejich
vylucovani [15,19,27,34].

Lysin

i
H,N
NH,

Obrazek 12: Strukturni vzorec lysinu [21 ]

Lysin (Obrazek 12) je zasadita aminokyselina napomahajici vstiebavani vapniku. Je dalezity
pro kvalitu kosti a pro tvorbu kolagenu. V kombinaci s argininem podporuje tvorbu ristového
hormonu, coz je vyuzivano hlavné k regeneraci po fyzickych vykonech a chirurgickych
zakrocich. Napomaha produkci protilatek, hormoni a enzymu. Pfi jeho nedostatku se mtlize
dostavit tnava, neschopnost soustfedit se, podrazdénost, vypadavani vlasti nebo zpomaleny
rast. Je obsazen pomérné hojné v zivoc¢isnych bilkovinach, jako jsou ryby, korysi, vejce, maso
a mléko. V rostlinnych bilkovinach je jeho mnozstvi limitni [15,19,27,28,35].

Fenylalanin

i
OH

NH,

Obrazek 13: Strukturni vzorec fenylalaninu [21].

Fenylalanin (Obrazek 13) je silné nepolarni aromaticka aminokyselina obsahujici
v postrannim fetézci mezomerné stabilizované jadro (benzenovy kruh). Je obsazen prakticky
ve vSech bilkovinach. Jeho pfitomnost mlze vyvolat ojedinéle fenylketonurii. Je dulezity
pro strukturu a funkci nékterych proteinii a enzymi. L-forma fenylalaninu se zaclefuje
do proteinil, zatimco D-forma ptisobi jako 1ék proti bolesti. Smés optické D- a L-formy
fenylalaninu ptsobi jako stimulant, takze je vhodny k podpotfe dlouhodobych naro¢nych
fyzickych vykonl. Vyuziva se také k omezeni pocitu hladu [19,27,28,36].
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Tryptofan

OH

NH
NH 2

Obrazek 14: Strukturni vzorec tryptofanu [21 ]

Tryptofan (Obrazek 14) je stfedné polarni aromatickd aminokyselina obsahujici
v postrannim fetézci mezomerné stabilizované jadro (indolovy kruh). Je obsazen v mléénych
vyrobcich, masu, rybach a soje. Tryptofan je v organismu vyuzivan naptiklad pro biosyntézu
nikotinové kyseliny nebo jako prekurzor fytohormont auxinu, melatoninu a serotoninu.
Prekurzor neurotransmiteru nezbytného pii regulaci chuti k jidlu, spanku, nalady a bolesti.
Je pottebny pro produkci télnich bilkovin, enzymt a k tvorbé svalové tkané. Prodava se jako
1€k na ptedpis, ktery pomaha snizit deprese [15,19,31,32,37].

2.4.4 Poloesencialni aminokyseliny

Arginin a histidin se stdvaji esencidlnimi aminokyselinami pfevazné u rychle rostoucich
malych déti, jelikoZ je jejich organismus nedokaze dostate¢né rychle syntetizovat. U dospélého
Clovéka se povazuji za neesencidlni aminokyseliny. Lze je také nazyvat jako semiesencialni
aminokyseliny [19].

Arginin

NH,

4 i
A
HN/'NH\\/A\V/LOH

NH,
Obrazek 15: Strukturni vzorec argininu [21 ]

Arginin (Obrazek 15) je extrémné zasaditd a siln€¢ polarni aminokyselina. Je hojné
zastoupena v kli¢icich rostlindch jehli¢nanti, v bilkovinach semen, arasSidech a jinych
olejnindch. Arginin je dulezity pro pisobeni rGstového hormonu, jelikoz stimuluje jeho
vyplaveni do krevniho obéhu. Mimo jiné je zdrojem oxidu dusiku, ktery slouzi jako pfenaSec
vzruchl neboli neurotransmiter. Napomaha pfi erektilni dysfunkci, zlepSuje imunitu, kladné
pusobi i pii senilni demenci nebo obéhovém onemocnéni [15,19,27,28].
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Obrazek 16: Strukturni vzorec histidinu [21 ]

Histidin (Obrazek 16) je zéasaditd aminokyselina obsahujici v postrannim fetézci
imidazolovy kruh. Je nezbytny pro tvorbu krevnich bun¢k, chrani tkdné pfed poskozenim
zpiisobenym radiaci a tézkymi kovy. Pouziva se pfi 1é€bé revmatoidni artritidy, alergickych
onemocnénich, viedii a anémie. Jednim z pfiznakd nedostatku histidinu v téle mize byt
napiiklad zhorseny sluch [27,38].

2.4.5 Neesencialni aminokyseliny

Neesencidlni aminokyseliny si je schopen organismus ¢lovéka syntetizovat saim, neni nutné
je dodavat do téla ve formé potravy. Patii sem jedenact aminokyselin: glycin, alanin, serin,
cystein, kyselina asparagova, asparagin, kyselina glutamova, glutamin, selenocystein, tyrosin
a prolin. Syntéza asparaginu vznikd od oxalacetatu pfes kyselinu asparagovou. Prekurzorem
alaninu je pyruvat, tyrosinu fosfoenol pyruvat s erythrosou-4-P. Glutamin a prolin vznikaji
z oxoglutaratu pres kyselinu glutamovou. Pro glycin a cystein je pies serin prekurzorem
3- fosfoglycerat.

Glycin

O
A

Obrazek 2: Strukturni vzorec glycinu [21 ]

Glycin (Obrazek 17) je alifatickd aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci
neobsahuje zddny heteroatom a je bez chirdlniho centra. Nejvice je zastoupen ve strukturnich
proteinech, jakymi jsou kolagen a Zelatina, kdeZto ve vétSiné albuminii se nevyskytuje viibec.
Je stalou slozkou globulini, diilezitou slozkou a prekurzorem mnoha makromolekul v buiikach.
Plisobi jako inhibi¢ni neurotransmiter v CNS, nutraceutikum. Je diilezity pti tvorbé hormoni
odpovédnych za silny imunitni systém [15,19,27,39].
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Alanin

H4C
OH

NH,
Obrazek 18: Strukturni vzorec alaninu [21]

Alanin (Obrazek 18) je alifatickd aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci
neobsahuje zadny heteroatom. Je hojné zastoupen v kukufi¢ném zeinu a Zelatin€. Je nezbytnym
zdrojem energie pro svaly a centralni nervovy systém. Posiluje imunitni systém, pomaha
pfi metabolismu cukri a organickych kyselin, miize napomahat ke snizeni cholesterolu.
Vyuziva se v metabolickych procesech a je souc¢asti kyseliny panthotenové [15,19,27,40].

Serin

O

HO OH
NH,,

Obrazek 19: Strukturni vzorec serinu [21 ]

Serin (Obrazek 19) je neutralni aminokyselina, kterd ve svém fetézci obsahuje hydroxylovou
skupinu. Je pfitomen v mnoha bilkovinéch, ucastni se biosyntetickych drah pyrimidinu, purinu,
kreatinu a porfyrinu. Je dilezity pro produkci télnich proteind, enzymu a svalové tkané,
pro metabolismus tukd a mastnych kyselin a pomdha pti tvorbé protilatek. Muze se pouzit jako
ptirodni zvlhcovadlo v kosmetickych piipravcich [19,27,41].

Cystein
i

HS OH
NH,

Obrazek 20: Strukturni vzorec cysteinu [21 ]

Cystein (Obrazek 20) je sirna nepolarni aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci
obsahuje thiolovou skupinu. Je soucasti metabolickych procesi, hlavné syntézy bilkovin,
metabolismu koenzymu A, heparinu a biotinu. Nachazi se hojné v beta-keratinu, hlavnim
proteinu nehtll, pokozky a vlast, je dilezity pfi tvorbé kolagenu [15,19,27,42].
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Asparagova kyselina a asparagin
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Obrazek 21: Strukturni vzorec kyseliny asparagové a asparaginu [21 ]

Kyselina asparagovd (Obrazek 21) je kysela aminokyselina, jejiz karboxylové skupiny
postrannich fetézcti byvaji pfi fyziologickém pH plné protonovany. Kyselina asparagova byla
prvné ziskana hydrolyzou jejiho amidu asparaginu. Ten lze nalézt v chiestu, v bobovitych
rostlinach a v bilkovinach psenice a kukutice. Kyselina asparagova je zastoupena v globulinech
a albuminech. Zucastiuje se syntézy dalSich aminokyselin, jako je asparagin, arginin, lysin,
methionin, isoleucin a nékterych nukleotidii. Je pfitomna v cyklu mocoviny a kyseliny
citrébnové. Slouzi jako neurotransmiter [15,19,27,43].

Asparagin (Obrazek 21) je neutralni aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci
obsahuje amidovou skupinu. Je soucasti biosyntézy glykoproteint, plisobi jako diuretikum,
podili se na metabolické kontrole bunécnych funkei v nervové a mozkové tkéni [19,26,43].

Glutamova kyselina a glutamin
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Obrazek 22: Strukturni vzorec kyseliny glutamové a glutaminu [21 ]

Kyselina glutamova (Obrazek 22) je kyseld aminokyselina, jejiz karboxylové skupiny
postrannich fetézct byvaji pii fyziologickém pH plné protonovany. Nachazi se v bilkovinach
rostlin, pfevazné pak v kvasinkdch. Je nejvice zastoupenou aminokyselinou v nervové tkani.
Je nejrozsifenéj$im neurotransmiterem v CNS a jednim ze stavebnich kament pii syntéze
bilkovin. Pfirozen¢ se vyskytuje v opticky aktivni L-formé, jako kyselina L-glutamova.
Ta slouzi jako nutraceutikum, mikrozivina nebo metabolit Escherichia coli [15,19,27,45].

Glutamin (Obrazek 22) je neutrdlni aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci
obsahuje amidovou skupinu. Je obsazen v embryich rostlin nebo bulvé fepy cukrové. Glutamin
je dilezity pro metabolismus dusiku. Pii preméné kyseliny glutamové na glutamin
se ke kyseling glutamové asimiluje skupina amoniaku, diky enzymu glutamin syntetaza. Tato
reakce ma vliv na regulaci toxickych hladin amoniaku v téle. Glutamin je poté mozno pouzit
jako donor dusiku pii biosyntéze sloucenin, jako jsou napiiklad aminokyseliny, puriny
a pyrimidiny [15,19,27,46].
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Selenocystein
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Obrazek 23: Strukturni vzorec selenocysteinu [21 ]

Selenocystein (Obrazek 23) je povazovan za proteogenni aminokyselinu, které je analogem
cysteinu. Sira v postrannim fetézci cysteinu je nahrazena u selenocysteinu reaktivnéj$im
stopovym prvkem selenem. Nachazi se v aktivnich centrech proteinti archaei, bakterii
a eukaryotii. Casto byva pouze jedna molekula selenocysteinu v peptidovém fetézci. Je soudasti
katalytického mechanismu selenoenzymd, jako je sav¢i glutathionperoxidéaza [19,27,47].

Tyrosin
0]

OH

NH
HO 2

Obrazek 24: Strukturni vzorec tyrosinu [21 ]

Tyrosin (Obrazek 24) je stfedné polarni aromatickd aminokyselina, kterd ve svém
postrannim fetézci obsahuje fenolovy kruh. Ve vétsin¢ bilkovin je obsazen spolu
s fenylalaninem. Tyrosin je prekurzorem DOPA, noradrenalinu a adrenalinu. Slouzi jako
prekurzor k syntéze tyroxinu, melaninu a katecholamintl, je dalezity pro produkci télnich
bilkovin, enzymu a svalové tkdn¢€. Pozitivné ptsobi na zlepSeni paméti a depresi. Nedostatek
se muze projevit nizkym krevnim tlakem nebo nizkou télesnou teplotou [19,26,28,48].

Prolin

O

|
NH_~~on

Obrazek 25: Strukturni vzorec prolinu [21 ]
Prolin (Obrazek 25) je cyklicka aminokyselina, kterd ve svém postrannim fetézci obsahuje

pyrolidinovy kruh. Jednd se o péti¢lenny fetézec, ktery obsahuje a-uhlik i a-aminoskupinu.
Casto je také nazyvan jako iminokyselina. Syntetizuje se z kyseliny glutamové, ve vysich
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koncentracich je obsazen v bilkovinach semen. V gliadinech pSeni¢ného lepku se jej vyskytuje
az 10 %. Tvoii jedu z hlavnich slozek kolagenu, je dilezity pro spravnou funkci kloubt
a Slach [19,27,49].

2.5 Biorafinace pSeni¢nych otrub

Oproti jinym lignocelul6zovym odpadiim se pSenicné otruby vyznacuji relativné vysokym
obsahem bilkovin a nizkym obsahem ligninu. Na celém svété se rocné¢ vyprodukuje
az 120 miliont tun otrub [50]. Jsou vedlejsim produktem pti mleti pSeni¢ného zrna na mouku.
V soucasné dobé se pievazné vyuzivaji jako slozka krmnych smési.

V biorafinerii by bylo mozné otruby rozdélit na frakce o vysoké Cistoté, které jsou
znazornény na Obrazku 26. Tak by se mohly ziskat nové chemikalie slouzici jako prekurzory
pro vice polymerizované slouceniny nebo by po pfipadné separaci byly ziskdny cenné latky
o vysoké Cistoté. V biorafinerii pSeni¢nych otrub by bylo mozné ziskat napiiklad frakce vody,
ligninu, mineralnich latek, tukd, proteinli, aminokyselin, arabinoxylanti, celulézy, fenolovych
sloucenin nebo Skrobu. Napiiklad ekonomicky vyhodna by byla produkce glukozy a jeji
fermentace na kyselinu mlé¢nou, jantarovou nebo ethanol, extrakce proteinti a produkce
esencidlnich aminokyselin. Napfiklad extrakce kyseliny ferulové, kterd ma potencialni
komer¢ni vyuZiti ve zdravotnictvi, kosmetice a v potravinach jako antioxida¢ni, antimikrobidlni
a protizanétlivé ¢inidlo. Dulezitd je také extrakce vanilinu z kyseliny ferulové, ktera se pouziva
jako aromatizacni pfisada v potravinach a napojich, viiné v parfémech nebo k aromatizaci
farmaceutik [51,52]. Otruby také obsahuji proteiny (az 17,9 % obsahu v susin¢), které je mozné
extrahovat a po nésledné hydrolyze jsou zdrojem aminokyselin.
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Obrazek 26: Jednotlivé frakce ziskané v biorafineriich zpracovanim pSenicnych otrub/[51 ]

2.6 Izolace proteinii z pSeni¢nych otrub

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.4 Chemické slozeni pSeni¢nych otrub, obsah proteinu
v pSeni¢nych otrubach ¢ini 17,9 % obsahu suSiny. Jelikoz jsou proteiny ve stravé casto
nedostate¢né zastoupené, jejich vyhleddvanym zdrojem se nejen pro sportovce stavaji dopliky
stravy. Pozitivné ovliviiuji rst svalové hmoty, zvySuji vykon a tbytek hmotnosti pfi dietach
s vysokym obsahem bilkovin a nizkym obsahem sacharidii. Stdle cCastéji se tak uvazuje
o extrakci proteinll pravé z pSenicnych otrub. Pfi extrakci proteint rozliSujeme dva terminy,
proteinovy izolat (s minimalnim obsahem proteinti v susiné 90 %) a proteinovy koncentrat
(s miniméalnim obsahem proteintl v su§iné 65 %). Uprava pseniénych otrub na proteinové
dopliky stravy nabizi vyhodné zpracovani jinak malo vyuzivaného vedlejSiho produktu
po vyrobé mouky [53,54].

Bilkoviny lze z otrub extrahovat riiznymi zplisoby, které jsou popsany dale v této kapitole.

2.6.1 Izolace proteini degradaci §krobu

Izolace proteinti degradaci Skrobu probihd dle Tufail et al. [55]. Smés obilnych otrub
je suspendovana ve fosfatovém pufru s laurylsulfaitem sodnym, merkaptoethanolem a azidem
sodnym. Ke smési je ptidana alkalicka protedza. Smés je michana po dobu 2 hodin pii 40 °C.
Nasleduje centrifugace a promyvani destilovanou vodou. Pfid4d se alfa-amyldza a smés
je michéna hodinu pii 95 °C a vysouSena pomoci ethanolu. Je ponechdna pies noc v peci
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pfi 40 °C a nasledné zlyofilizovana. Touto metodou je mozné ziskat koncentrat o ¢istoté okolo
78 % [55,56].

2.6.2 Izolace proteinii fermentaci a alkalickou extrakci

Je mozné neodtu¢néné pSeni¢né otruby zpracovat dle Arte et al. [57] metodou, kterad
kombinuje fermentaci a alkalickou extrakci. PSeni¢né otruby jsou ve smési s vodou a startovaci
kulturou Florapan 4K (sloZenou ze dvou bakterii mlééného kvaseni v kombinaci s aromatickym
drozdim) fermentovany po dobu 8 hodin pfi 35 °C. Vznikly kal je dale extrahovan pomoci
NaOH pii 4 °C ptes noc. Poté nésleduje centrifugace extraktu a vysrazeni supernatantu pomoci
HCI. Protein je centrifugaci oddé¢len, podroben dialyze a zlyofilizovan. Touto metodou
je mozné ziskat koncentrat o Cistoté okolo 81 % [57,58].

2.6.3 Izolace proteinii dle Osborna

Izolace proteind dle Osborna probiha dle Ju et al. [59], kde je aplikovéana na ryzové otruby.
Odtucnéné ryzové otruby jsou extrahovany tfepanim s destilovanou vodou po dobu 4 hodin
pfi 20 °C a nasledné centrifugovany pii 3000 G po dobu 30 minut. Poté probihd extrakce
5% NaCl 4 hodiny pfti 20 °C. Poté probiha srazeni pomoci NaOH na pH 11 po dobu 30 minut
pti 20 °C a 70 % ethanolem 4 hodiny pfi 20 °C. Obé¢ extrakce se opakuji dvakrat, aby doslo
k uplnému odstranéni proteinu, ktery je poté zlyofilizovan. Touto metodou je mozné ziskat
koncentrat o Cistoté okolo 78 % [59].

2.6.4 Extrakce metodou posunu pH

Extrakce metodou posunu pH probiha dle Piotrowicz et al. [60]. Metoda byla ur¢ena k zisku
proteinovych koncentratii z odtu¢nénych ryzovych otrub. Jedna se o proteinovou solubilizaci
(rozpousténi nerozpustné latky v kapaliné pomoci vhodnych detergent) pii alkalickém
pH(PH 11, 1 M NaOH), nésledném sraZzeni na izoelektrickém bodu proteinu
(pH 4,5 -1 M HCI). Po solubilizaci byla suspenze centrifugovana pii 8670 G po dobu 20 minut
pfi 20 °C. Byl odebran vznikly supernatant, ktery se vysrazel po Upravé pH na 4,5 a byl
podroben centrifugaci pii 8670 G po dobu 20 minut pii 20 °C. Srazenina byla neutralizovana
vodou a 1 M NaOH a nésledné¢ lyofilizovana [60].

2.6.5 Lyofilizace

Jedna se o metodu ur¢enou k vysuseni (odvodnéni) preparatu, ziskaného extrakei, za vakua
v zamrznutém stavu. Probiha ve tfech krocich: zmrazeni, primarni suseni a sekundéarni suseni.
Po zmrazeni vzorku pouZitim nizkych teplot v mrazaku (alespoii - 60 °C) se led obsazeny uvnitf
kapilar a pord sublimuje do parni faze pouze pii teploté¢ a tlaku nizSim, nez odpovidaji
podminkam trojnému bodu vody (teplota 0,01 °C a tlak 62,28 Pa), tomuto procesu se fika
primarni suSeni. Pfi sekundarnim suSeni by mélo dochézet k desorpci vdzané vody nebo
rozpoustédla, které bylo zmrazeno. Teplota se pohybuje nad bodem tuhnuti vody nebo
rozpoustédla, ale zaroven pod teplotou skelného prechodu matrice. Jedna se o metodu finanéné
naro¢nou s pomalou rychlosti suSeni a nizkou energetickou U€innosti ve srovnani s jinymi
suSicimi metodami, jako je naptiklad sprejové suSeni. Z tohoto ditvodu se vyuziva vyjimecné
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k dehydrataci naptiklad farmaceutickych produktii a bioproduktt. U potravinaiskych vyrobkt
se proces lyofilizace pouziva jako métitko pro srovnani kvality [61,62].

2.7 Hydrolyza proteint

2.7.1 Kysela hydrolyza

Kysel4 hydrolyza je nejvice pouzivanou metodou pro hydrolyzu vzorku proteinu. Nejcastéji
se pro kyselou hydrolyzu pouzivda 6 M HCI. Ta je vhodné pro méfeni malych objemi vzorkd,
miZze byt pouzita jak v kapalné, tak plynné fazi a nasledné mize byt odpatena. To jsou vyhody
hlavné pro zisk hydrolyzatu v malém objemu pufru. Hydrolyza probiha pfi teplot¢ 110 °C
po dobu 24 hodin. Problémem u této metody je, Ze nckteré aminokyseliny se hydrolyzuji
na své kyselé formy, a tak se z glutaminu a asparaginu preméiuji na kyselinu glutamovou
a kyselinu asparagovou. Tryptofan je béhem kyselé hydrolyzy Upln¢ degradovan, methionin
a cystein jsou Casteén¢ degradovany. Pro presnou kvantifikaci téchto aminokyselin je tfeba
vzorek pied kyselou hydrolyzou oxidovat nebo pouzit ochranné ¢inidlo NaOH se Skrobem.
Diky pouzité HCI mohou mit aminokyseliny tyrosin, serin a threonin niz8i vytéznost [66,67,68].

2.7.2 Kysely mikrovinny rozklad

Kysely mikrovinny rozklad je jednou zmetod hydrolyzy proteini na zdkladni
aminokyseliny. Aplikace mikrovlnného zafeni na vzorek miize oproti jinym metodam zvysit
rychlost hydrolyzy proteind. Je mozné zkratit dobu hydrolyzy z 24 hodin az na par minut. Tato
metoda se vyuziva zejména v potravinaiském priimyslu nebo chemii bilkovin. Mikrovlny jsou
elektromagnetické viny o vinové délce od 1 mm do 1 m a nachazi se v oblasti mezi rddiovymi
a infracervenymi oblastmi elektromagnetického spektra. Ve vodném médiu mohou vyvolat
polarizaci nebo rotaci citlivé molekuly. Pfi hydrolyze proteinti pomoci mikrovin mohou citlivé
aminokyseliny jako je serin, threonin nebo tyrosin degradovat, coz muze byt zplsobeno
plisobenim teploty nad 172 °C. DalSim problémem muze byt degradace aminokyselin
nestabilnich v kyselindch. Napftiklad tryptofan je degradovan upln€, postranni fetézce
asparaginu a glutaminu jsou hydrolyzovény, cystein a methionin jsou ¢astecné degradovany
a oxidovany [63,64,65].

2.7.3 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza se pouziva jen zfidka. Jeji velkou vyhodou je, Ze na rozdil od kyselé
hydrolyzy a kyselého mikrovinného rozkladu umoznuje kvantifikaci asparaginu, glutaminu
a dalSich citlivych aminokyselin, které jinak podléhaji castecné nebo uplné degradaci. Pro tiplné
simulované traveni je nutna inkubace s né€kolika enzymy a reakce tak probiha dlouhou dobu.
Proto tato metoda neni vhodna pro sériové analyzy. Pro enzymatickou hydrolyzu se nejéastéji
pouzivaji enzymy pepsin a pankreatin [68,69].

2.8 Derivatizace aminokyselin

Derivatizace je metoda, ktera méni fyzikalni a chemické vlastnosti analytd. To miZze slouzit
napiiklad ke zvySeni citlivosti detekce, snizeni meze detekce dané latky, transformaci
hydrofilni latky na hydrofobni, zjiStovani poctu funkénich skupin s aktivnimi vodikovymi
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atomy, zlepSeni detegovatelnosti, zlepSeni stability analyt, umoZznéni chirdlni separace nebo
zmény matrice pro lepsi separaci. Derivatizaci vzorku je mozné pouzit pfed chromatografickou
separaci (piedkolonova), na vystupu z chromatografické kolony (pokolonova), nebo pfimo
pfi separaci v chromatografické kolon¢. Ptredkolonova derivatizace se pouziva, kdyz
je pro analyzu dulezita volba reakéniho prostiedi a reakéniho ¢asu. Jeji nevyhodou vsak je, ze
produkt derivatizace musi byt jednoznac¢né definovany a zbytek derivatiza¢niho ¢inidla nesmi
interferovat pfi stanoveni. Pokolonova derivatizace neumoziiuje volbu reakéniho casu
ani reakéniho prostfedi. Derivatiza¢ni Cinidlo v tomhle piipadé¢ musi mit jiné vlastnosti nez
produkt derivatizace. Pfi derivatizaci pfimo v chromatografické kolon¢ dochdzi k okamzité
tvorbé produktii derivatizace po styku s derivatizacnim ¢inidlem nachazejicim se v mobilni fazi
v nizkych koncentracich. Nevyhodou je tvorba vedlejSich reakci, jako je eliminace
pfebytecného cinidla po reakci, tvorba dimerti, nebo snaha o udrzeni stability produktt
po rozkladu. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo pro UV detekci se nejcastéji pouziva chromofor. Je také
mozné pouzit fenylisothiokyanat (PITC), kyselinu anthranilovou,
9-fluorenylmethoxykarbonylové soli (FMOC), o-ftalaldehyd (OPA) a mnoho jinych.
Za laboratorni teploty mize dochézet po pouziti PITC ke sniZeni stability derivatl a je nutné
po reakci odpafit prebytecny PITC za pouziti snizené¢ho tlaku. FMOC na rozdil od PITC
vykazuji velmi dobrou stabilitu a reaktivitu, coz prodluzuje reakéni dobu a mize dochazet
k tvorbé dimer. Vhodné pro detekci pomoci UV jsou derivaty OPA, které reaguji pouze
s primarni aminoskupinou [70,71,72].

2.9 Analyza proteinii a aminokyselin

2.9.1 Metody stanoveni proteint

Kjeldahlova metoda

Kjeldahlova metoda stanovuje celkovy obsah dusiku ve vzorcich. VéEtSina proteinti obsahuje
16 % dusiku, proto se procento pfitomného proteinu vypocitd z obsahu dusiku pomoci faktoru
6,25 pro mlécné vyrobky za ptedpokladu, Ze veskery dusik v produktu je pfitomen jako protein.
Vzorek se za vysokych teplot po digesci v koncentrované kyselin€ sirové za ptitomnosti siranu
draselného a katalyzatoru pfevede na siran amonny. Po ochlazeni a zfedéni roztoku se siran
amonny premeéiuje na tékavy plynny amoniak zahiivanim s hydroxidem sodnym. Amoniak
se destiluje parou do piebytku roztoku kyseliny borité. Tvofi se boritan amonny, jehoz mnozstvi
se stanovi titraci kyselinou chlorovodikovou. Diky tomu se d4 vypocitat obsah dusiku
predstavujiciho mnozstvi Cistého proteinu ve vzorku [73,74].

Biuretova metoda

Peptidové vazby reaguji za alkalickych podminek s méd’natymi ionty za vzniku ¢erveného
komplexu, pojmenovaného podle slouceniny biuretu (NH>-CO-NH-CO-NH>), ktery
je modelem dvou peptidovych vazeb a je schopen vazat méd’naté ionty timto zptisobem, jehoz
intenzita pifi 540 nm  koreluje sobsahem bilkovin ve vzorku [20,74].
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Lowryho metoda
Metoda odvozend od biuretové metody. Proteiny reaguji s fenolovym ¢inidlem za vzniku
modrého komplexu pfi 750 nm. Intenzita barvy je umérnd obsahu bilkovin ve vzorku [74].

Metoda podle Bradforda

Pii této metod€ je vyuzivano nekovaletni vazby barviva Comassie Brilliant blue G250
na proteinové molekuly v kyselém prostfedi. Barevna zména této reakce je imérnd mnozstvi
proteinu ve vzorku [74].

Kromé vySe uvedenych metod je mozné pouzit napiiklad ultrafialovou absorpéni metodu
pfi 280 nm, Dumas metodu, IR spektroskopii nebo imunologické metody. Volba vhodné
metody zavisi na vlastnostech proteinli obsazenych ve vzorcich nebo na vlastnostech
analytickych metod [74].

2.9.2 Stanoveni aminokyselinového profilu pomoci HPLC

HPLC neboli vysokouc¢inna kapalinovda chromatografie (high-perfomance liquid
chromatography) je separacni metoda, ktera je vhodna pro analyzu slozek vzorku unaSenych
chromatografickou kolonou kapalnou mobilni fazi. Kapalinovy chromatograf je sloZen
ze zasobniku mobilni faze, davkovaciho zafizeni, ptedkolony, kolony se stacionarni fazi,
detektoru a pocitace, ktery zpracovava signal. Blokové schéma chromatografu je zndzornéno
na Obrazku 27 [71,72,75].

Zasobnik . , Kolona se Zpracovani
. Davkovaci . L N
mobilni e Ptedkolona stacionarni Detektor signalu -
. zatizeni o vy
faze fazi pocitac

Obrazek 27: Blokové schema kapalinového chromatografu [71].

Zdsobnik mobilni faze

Mobilni faze tvofena ¢istym rozpoustédlem, nebo smési nemisitelnych rozpoustédel. Casto
schopnost rozpoustédla podilet se na polarnich interakcich, ovliviiovat rovnovdahu mezi
analytem a staciondrni fazi a tim i reten¢ni vlastnosti analytu. Mobilni faze neni inertni, jeji
slozeni je ovlivnitelné zménou sloZzeni rozpoustédel, pH nebo napiiklad iontovou silou.
Pii méfeni se pouziva gradient slozeni mobilni faze, kdy se zméni pomér smési davkované
mobilni faze. Davkovani mobilni faze umoziuji vysokotlakd cerpadla, ktera zajistuji
konstantni, reprodukovatelny a bezpulsni pritok [71,75].

Davkovaci zafizeni

Davkovat se musi vzorek, ktery je rozpustny v mobilni fazi a zaroven nesmi nijak reagovat
s fazi staciondrni. Pro néstiik vzorku se pouziva davkovaci ventil se smyckou, ktery nepterusi
tok mobilni fize mezi pumpou a kolonou. Davkovace jsou dvoupolohové. V prvni poloze
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se naplni vnitini objem smycky davkovace vzorkem, po rychlém otoceni smycky do polohy
dva se zacne zpumpy vytlaovat vzorek uvnitt smycky do kolony diky mobilni fazi
[71,72,75,77].

Piedkolona a kolona se staciondrni fazi

Pti kapalinové chromatografii se vyuZzivaji napliiové kolony tvotfené ze skla nebo oceli. Jsou
plnéné adsorbentem nebo nosi¢em inertniho materialu, nejcastéji kiemelinou. Délka kolon
se pohybuje mezi 5 az 25 cm, pramér 4 az § mm a jsou vyplnény Césticemi o primeéru
3 az 10 um. K ochrané kolon se vyuzivaji kratké kolony plnéné stejnou stacionarni fazi,
ptedkolony, které se nachazeji mezi davkovacim zatfizenim a chromatografickou kolonou. Jsou
dlouhé 1 az 3 cm. PouZivaji se pfevazné pfi separaci slozitych smési latek, které se mohou
sorbovat ireverzibilng a tim ponicit kolonu [71,72,75].

Sbhérac frakci

Pii méfeni vzorkl na kapalinovém chromatografu je mozné ptfidat sbéra¢ frakei. Zachytava
eludt z chromatografické kolony do sbérnych naddobek. Je mozné sbirat frakce v pravidelnych
Casovych intervalech nebo odebirat frakce latek podle polohy jejich pikd na chromatografu.
Timto procesem se ziskaji vétsi objemy konkrétnich Cistych latek [72].

2.9.3 Iontové-vyménna chromatografie

Iontové-vyménnd chromatografie je metoda urcena k separaci latek, zalozend na principu
vratné vymeény iontll mezi roztokem a tuhou fazi (ionexem). Afinita iontl k ionexu se zvySuje
s rostouci velikosti ndboje, zavisi na objemu iontli a je ovlivnitelnd slozenim mobilni faze.
Metoda je vhodna pro latky iontové povahy, silné elektrolyty (silné kyseliny, baze, soli), slabé
elektrolyty (slabé kyseliny, baze, soli), které je tteba upravit disociaci ¢i protonizaci. Dé se také
vyuzit pro separaci 1éCiv, k analyze aminokyselin, nukleovych kyselin, iontl ptechodnych
kovovych prvki, lanthanoidt a aktinoidii [71,72,80].

Staciondrni faze

Stacionarni fazi tvoti ¢astice o priméru 10 um, které maji na povrchu ionizované funk¢ni
skupiny (SOs3-, COO", NH3"). Tyto skupiny elektrostaticky interaguji s ionty v mobilni fazi
1 s ionty separované¢ho vzorku. Nej€astéji se pouzivaji organické polymery, které maji velkou
kapacitu pro davkované vzorky nebo materidly na bazi silikagelu, které jsou ucinnéjsi. Jsou
vhodné i pro gradientovou eluci. Stacionarni fazi je mozné délit na katexy a anexy [71,75].

Katex

Stacionarni faze pouzivana pro analyzu kationtl. Jejich funkéni skupiny jsou kyselé,
obsahuji SO3'H" nebo COO'H' skupiny. Katex se nazyva iontoméni¢, pokud nese aktivni
skupina zaporny naboj a mohou byt vyménovany kationty z mobilni faze. Pfi separaci na katexu
elu¢ni sila mobilni faze roste, pokud pH mobilni faze klesa [71,72,75,78,79].
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Anex

Stacionarni faze pouzivand pro analyzu aniontl. Jejich funkéni skupiny jsou zasadité,
obsahuji NH3"* skupinu. Anex se nazyva iontoméni¢, pokud nese kladné nabité funkéni skupiny
a mohou byt vyménovany anionty z mobilni faze. Pi separaci na anexu elu¢ni sila mobilni faze
roste, pokud pH mobilni faze také roste [71,72,75,78,79].

Mobilni faze

Pouzivaji se tlumivé roztoky, jejichz ionty jsou v rovnovaze s ionty ménice. To zpisobuje,
ze s rostouci koncentraci téchto iontll, jsou vice zadrzovany ionty ménice a tim rychleji probiha
eluce analytli z kolony. Jedna se o zfedéné roztoky kyselin, zdsad nebo pufri. Elu¢ni silu
mobilni faze ovliviiuje hodnota pH a hodnota iontové sily [71].

2.9.4 Detekce aminokyselin

Fluorescencni detektor

ME¢ti intenzitu fluorescencniho zateni v priatokové kyveté, emitovaného molekulami slozek
po jejich excitaci primarnim zatfenim. Detekce je velice citlivd, neni ovlivnéna teplotnimi
zménami a je vhodné pro gradientovou eluci. Pouzivaji se dva druhy zéfeni s riznou vilnovou
délkou, excitacni a emisni, coz napomahd k sniZzeni detekce nezddoucich interferujicich latek.
Analyt je ozafovan zafenim o dané vinové délce (excitujici zatfeni) a produkuje zafeni o vinové
délce vEtsi nez plivodni (emisni zafeni). Je vhodny prevazné pro detekci latek obsahujicich
aromatickd jadra, pfi sledovani metaboliti 1éCiv, pfi analyze aminokyselin nebo slozek
nukleovych kyselin [71,72,75].

UV-VIS detektor

UV-VIS detektor méii absorbanci v oblasti 190 az 780 nm. VInovou délku je mozné ménit
pomoci monochromatoru, ktery se nachazi mezi zdrojem polychromatického zareni
a pritokovou kyvetou. Prito¢na cela méfi 10 mm a jeji objem je 5 az 10 pl. Detekuje latky
absorbujici UV-VIS zéfeni, proto musi byt pouzita vhodna mobilni faze, kterd v této oblasti
nebude absorbovat zateni. Je vhodny pro méteni s gradientovou eluci a pro méfeni, kde je nutné
ménit teploty. Pouzivaji se dvoupaprskové spektrofotometry s pritokovou detekeni celou, ktera
musi mit dostate¢né dlouhou optickou drahu k ziskani pottebné citlivosti detekce [71,72,75].

2.9.5 Piehled vybranych metod stanoveni aminokyselin pomoci HPLC

V minulosti bylo vyzkouSeno velké mnozstvi metod ke stanoveni aminokyselin z proteinti.
Pribéh jednotlivych metod se casto li§i v pouZzitém materialu, vybraném zptisobu hydrolyzy
nebo moznostech stanoveni. Zde je ptiklad n€kolika z nich.

Dle c¢lanku Jajic et al. [76] s nazvem Validace metody vysoce u€inné kapalinové
chromatografie pro analyzu aminokyselin v krmivu, byly obsahy aminokyselin stanovovéany
v kukufici, s6ji, s§jové mouce a v jejich smésich obohacenych o methionin, threonin a lysin.
Nejprve byla aplikovéana kysela hydrolyza vzorku, poté nasledovala derivatizace aminokyselin
pomoci o-ftalldialdehydu a  9-fluorenylmethylchlorformiatu, separace na koloné
ZORBAX Eclipse-AAA a detekce pomoci detektoru s diodovym polem. Metoda se prokazala
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vysokou specifitou, vysokou piesnosti a opakovatelnosti. Postup se osveédcil pro stanoveni
slozeni primarnich aminokyselin obsazenych v proteinech krmnych smési [76].

Podle ¢lanku dle Liyanaarachchi et al. [81] s nazvem Analyza celkovych aminokyselin
v ryzi pomoci ovéiené vysoce u¢inné kapalinové chromatografie s reverzni fazi s detekci
diodového pole (RP-HPLC-DAD), se ziskaly vysoké vytézky, az 17 aminokyselin zryze.
Nejprve byla aplikovana kyseld hydrolyza vzorku, poté nasledovala derivatizace aminokyselin
pomoci OPA, separace na kolon¢ ZORBAX Eclipse-AAA za pouziti gradientové eluce
a detekce pomoci detektoru s diodovym polem [81].

Dal8i moznosti stanoveni proteint je podle ¢lanku Vanvi et al. [82] s ndzvem Proteiny
z ovesnych otrub trdvené pepsinem: separace, antioxidacni aktivita a identifikace novych
peptidi enzymaticka hydrolyza. Izolované proteiny byly $tépeny rlznymi koncentracemi
pepsinu ruznou inkubaéni dobou. Pro analyzu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
a hmotnostnim detektorem byla pouZita kolona Waters Prep XBridge BEH C18, k separaci byl
pouzit linearni gradient. Obsah proteinu v hydrolyzatu byl stanoven pomoci modifikované
Lowryho metody. Ve vzorcich byly identifikovany aminokyseliny tyrosin, cystein, methionin
a arginin [82].

Podle ¢lanku Hsia et al. [83] B 17 Analyzy aminokyselin-HPLC (pifedkolonova derivatizace
pomoci OPA) se stanovovaly primarni aminokyseliny z proteinu izolované¢ho z rybiho masa.
Pro analyzu vysokou¢innou kapalinovou chromatografii s fluorescenénim detektorem byla
pouzita kolona Zorbax ODS Eclipse-AAA, separace probihala s gradientovou eluci
po derivatizaci c¢inidlem OPA. Stanoveny byly aminokyseliny: kyselina aspartamova,
glutamova, serin, histidin, glycin, threonin, arginin, alanin, tyrosin, cystein, valin, methionin,
fenylalanin, isoleucin, leucin a lysin [83].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a zaFizeni

3.1.1 Pomiicky

Bézné laboratorni sklo (Simax), automatické pipety (Thermo Scientific), plastové $picky,
Biichnerova nalevka, filtracni papir (150 mm, Whatmann Schlackech a Schnele), plastové
zkumavky se zavitovym uzavérem 50 ml, plastové centrifugacni zkumavky 250 ml, sklenéna
ty¢inka, 1zic¢ka, injekéni stiikacky Braun 10 ml, mikrostfikacka (Hamilton 100 pl), stiikackové
filtry (Fisherbrand 0, 2 pm, 25 mm), Erlenmeyerovy batiky, vialky, universalni indikatorové
papirky pro pH 0-12 (Lachema Brno).

3.1.2 Chemikalie

Demineralizovana voda, destilovana voda, hexan pro HPLC HiPerSolv CHROMANORM
(Avantor Performance Materials Poland S. A.), NaOH perly p.a. (Lach-Ner, s. r. 0., CR),
H2SO04 96% (Analytika, spol. s r.0., CR), HCI 36% Analpure (Analytika, spol. s r.0., CR),
L-Arginin Bio Ultra > 99,5% (SIGMA-ALDRICH, Co.), L-Glutamin Bio Ultra > 99,5%
(SIGMA-ALDRICH, Co.), L-Leucin Bio Ultra > 99,5% (SIGMA-ALDRICH, Co.),
Phthaldialdehyde ReagentSolution Complete (OPA) (SIGMA-ALDRICH, Co.), Amino Acid
Standard (SIGMA-ALDRICH, Co.), Pancreatin from porcine pankreas (SIGMA-ALDRICH,
Co.), Pepsin from porcine gastric mucosa (SIGMA-ALDRICH, Co.), dihydrat citranu sodného
(Spolek pro chemickou a hutni vyrobu), kyselina citronova (SIGMA-ALDRICH, Co.),
acetonitril > 99,9 (CHROMASOLYV, gradient grade pro HPLC- SIGMA-ALDRICH, Co.),
Amberchrom 50WX8 (SIGMA-ALDRICH, Co.), acetat sodny (SIGMA-ALDRICH, Co.),
methanol > 99,5 (CHROMASOLYV, gradient grade pro HPLC- SIGMA-ALDRICH, Co.).

3.1.3 PouZité pristroje

Trepacky (GFL 3006), automatické vyhtivané tiepacky IKA KS 4000 i control, analytické
vahy (KERN ABJ), ptedvazky (KERN 440-47 N), centrifuga vysokorychlostni chlazena
(HERMLE), HPLC SCHIMADZU LCI10A, mikrovlnny rozkladny syst¢m MILESTONE 1200
mega EM-45/A, pH metr 3210 SET 2, vyhiivana michacka PHOENIX instrument RSM-05H,
KJELDATHERM Gerhardt KT-L, lyofilizator (LABNOCO, Freeze Dry systém/Freezone 4.5)
s vakuovou pumpou (BIOTECH, RZ 6), termoblok, kolona ZORBAX Eclipse AAA Rapid
Resolution 4, 6 x 150 mm-3, 5 Micron (Agilent BloHPLC column), automaticky mlynek.

3.1.4 Zikladni charakterizace pSeni¢nych otrub

Byly pouzity pSeni¢né otruby od spolecnosti Mlyny J. Vozenilek, spol. s r. 0. z Pfedméfic
nad Labem, Ceska republika. Byly prodavany jako krmna surovina s deklarovanym jakostnim
znakem: hrubd vlaknina 10 %. Otruby jsou uréeny k pfimému zkrmovani, nebo pro vyrobu
krmnych smési. [77].
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Tabulka 6: Zakladni charakterizace pouzitych psSenicnych otrub [87 ]

Parametr Jednotky Vysledek
Susina % ve vzorku 86,00
Spalitelné latky % v suSiné 94,10
Skrob % ve vzorku 11,90
Redukujici sacharidy % ve vzorku 4,73
Tuk celkovy % ve vzorku 4,94
Polynenasyce.:né mastne % zastoupeni v tuku 60,40
kyseliny
Mononenasyc.ené mastne % zastoupeni v tuku 22,60
kyseliny
Nasycené mastné kyseliny % zastoupeni v tuku 17,10
Proteiny % ve vzorku 16,00
Dusik celkovy % ve vzorku 2,63
Na % ve vzorku 0,009
Ca % ve vzorku 0,075
K % ve vzorku 1,27
Mg % ve vzorku 0,45
P % ve vzorku 1,37

Zakladni slozeni pSeni¢nych otrub z Mlynu VoZenilek, jakozto vstupniho materiélu,
je uvedeno v Tabulce 6. Jedna se o data z pribézné vyzkumné zpravy Q1/2021 TACR TREND,
kterd je shrnutim podstatnych vysledkli vyzkumu a vyvoje technologii pro chemické
a biotechnologické zpracovani pSeni¢nych otrub. Na vzorku bylo provedeno stanoveni susiny
metodou suseni v susarné pti 105 °C, stanoveni spalitelnych latek v muflové peci pii 450 °C,
stanoveni celkového tuku pomoci metody dle Soxhleta, stanoveni profilu mastnych kyselin,
stanoveni celkového dusiku metodou dle Kjeldahla a néslednou destilaci za snizeného tlaku.
Dale bylo provedeno stanoveni hrubé vldkniny, stanoveni Skrobu, stanoveni pfimo redukujicich
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sacharidli a komplexni prvkova analyza. Vysledky ukazuji, Ze pSeni¢né otruby obsahuji velké
procento skrobu, dalSich polysacharidii a redukujicich sacharidii. To potvrzuje, Ze jsou
vhodnym materidlem k dal§imu zpracovani. Obsahuji také vysoké procento proteint, coz bylo
podstatné pro tuto diplomovou praci [87].

3.2 Izolace a charakterizace proteini z pSeni¢nych otrub

Pii izolaci a charakterizaci proteinii z pSeni¢nych otrub se vychédzelo z odbornych ¢lankt
zabyvajicich se podobnou problematikou. Metody a podminky stanoveni byly upraveny tak,
aby vyhovovaly podminkam laboratote, zptisoblim stanoveni a cilim méteni.

3.2.1 Prediprava pSeni¢nych otrub

Odtu¢néni otrub bylo realizovano dle postupu publikovaného Piotrowicz et al. [60].
Do varné bainky byly navazeny pSenicné otruby a byl pfidan hexan v poméru 211 g pSeni¢nych
otrub: 900 ml hexanu. Celd smés byla po dobu 30 minut zahfivana na 45 °C za soucasné¢ho
michani na automatické michacce. Filtraci za snizeného tlaku pomoci Biichnerovy nalevky byly
otruby zfiltrovany. Na Petriho misce byly suSeny dva dny za laboratorni teploty. Poté byly
odtu¢néné otruby namlety na automatickém mlynku na jemny prasek.

3.2.2 Extrakce proteinu

Do plastovych centrifugac¢nich zkumavek (12 kusil) byly navazeny odtu¢néné a namleté
otruby, byla pfidana demineralizovana voda v pomé&ru 10 g otrub: 150 ml demineralizové vody.
Hodnota pH smési byla upravena na pH 11 pomoci 1 M NaOH. Smés byla tfepana 10 minut
na tiepackach. Poté byla znovu upravena hodnota pH na pH 11. Zkumavky byly dany
na vyhiivané ttepacky po dobu 2 hodin (100 rpm; 60 °C). Po uplynulé dobé se suspenze
centrifugovala (20 minut, 8670 G, laboratorni teplota). Byl odebran supernatant, jehoz pH bylo
upraveno na pH 5 pomoci 1 M H>SOs4. Vzorek byl tfepan 30 minut a umistén pies noc
do lednice. Supernatant byl rozlit do centrifugacnich zkumavek a centrifugovan (20 minut,
8670 G, laboratorni teplota). Nasledné byl supernatant slit a sediment odebran do zkumavky
se zavitovym uzavérem.

3.2.3 Lyofilizace proteinového extraktu

Vznikly sediment po extrakci proteinu byl zmraZen pifes noc na - 80 °C v mrazicim boxu.
Nasledna lyofilizace probihala po dobu 72 hodin pii teploté - 50 °C a tlaku 133:10-3 mbar.

3.3 Ovéreni stability aminokyselin béhem hydrolyzy

V ramci stabilitnich testl byly testovany tfi postupy: kysely mikrovinny rozklad, kysela
hydrolyza za pouziti termobloku a kysel4 hydrolyza pomoci mineraliza¢niho pfistroje.

3.3.1 Ovéreni stability aminokyselin béhem mikrovinného rozkladu

Postup kyselého mikrovinného rozkladu byl inspirovan dle ¢lanku Kabaha et al. [64],
kde byly nastaveny podminky hydrolyzy 1200 W; 2,45 GHz, 150 °C, 30 minut. Do rozkladnych
nadob byly navazeny vzorky argininu a leucinu, vzdy po 0,1 g. Ke vzorkiim bylo pfidano
S5ml6 M HCIL Kvili moznostem rozkladného mikrovinného syst¢ému MILESTONE
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1200 mega EM-45/A byly nastaveny podminky rozkladu ve tfech krocich po 10 minutach:
1.250 W, 2. 400 W, 3. 500 W. Jako posledni byl nastaven krok chlazeni na 5 minut.

3.3.2 Ovéreni stability aminokyselin béhem kyselé hydrolyzy

Kyseld hydrolyza byla paraleln¢ provedena pomoci dvou pfistroji — termobloku
a mineraliza¢niho pfistroje KJELDATHERM Gerhardt KT-L. Vychdzelo se z c¢lanku
Pascaud et al. [67], kde byla podobna metoda aplikovana na stanoveni aminokyselin, ptevazné
tryptofanu v proteinech. Vzorek byl zakoncentrovan p-merkaptoethanolem, ktery chranil
protein pfed degradaci. V ¢lanku autofi ziskali aminokyselinovy profil z proteinu a porovnali
ho se standardy aminokyselin.

Do zkumavek se zavitovym uzav€rem byly navdZeny vzorky argininu a leucinu, vzdy
po 0,0012 g. Ke vzorkiim byly pfidany 4 ml 6 M HCI. Na termobloku byly nastaveny podminky
hydrolyzy (110 °C, 24 hodin). Byla provedena analyza podle podminek nastavenych v kapitole
3.6.

Kysel4 hydrolyza pomoci mineralizacniho pfistroje byla provadéna ve sklenénych trubicich,
do kterych byly navazeny vzorky leucinu a argininu, vzdy po 0,2 g. Ke vzorkiim bylo pfidano
10 ml 6 M HCI. Na mineraliza¢nim pfistroji byly nastaveny podminky hydrolyzy (110 °C,
24 hodin, 30 minut chlazeni). Po hydrolyze byly vzorky neutralizovany (6M NaOH), zfedény
na vstupni koncentraci 200 mg/l a byla provedena analyza podle podminek nastavenych
v kapitole 3.6.

3.4 Hydrolyza proteinového izolatu

3.4.1 Kysela hydrolyza proteinu

Kysel4 hydrolyza pomoci mineralizacniho pfistroje byla provadéna ve sklenénych trubicich,
do kterych byly navaZeny tfi vzorky proteinového izolatu, vzdy po 0,2 g. Ke vzorklim bylo
pfidano 10 ml 6 M HCI. Na mineralizatnim pfistroji byly nastaveny podminky hydrolyzy
(110 °C, 24 hodin, 30 minut chlazeni). Po hydrolyze byly vzorky neutralizovany (6M NaOH),
zfedény na vstupni koncentraci 200 mg/l a byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6.

3.4.2 Enzymaticka hydrolyza proteinu

Enzymatickd hydrolyza proteinu byla provedena dle ¢lanku Kong et al. [69], pficemZ byly
pouzity enzymy pepsin a pankreatin.

0,5 g proteinového izolatu bylo suspendovano v 10 ml destilované vody, pH bylo upraveno
na hodnotu vhodnou pro plisobeni daného enzymu (pepsin pH 2, 6M HCI; pankreatin pH 8,
IM NaOH). Takto pfipravend suspenze byla pomoci vyhiivané magnetick¢é michacky
promichédvana (30 minut; 35 °C). Poté byl k suspenzi pfidan 1 ml roztoku pepsinu
(0,005 g pepsinu v 10 ml demineralizované vody) nebo pankreatinu (0,005 g pankreatinu
v 10 ml demineralizované vody). Roztoky byly michany pifi 35 °C (pepsin 24 hodin,
pankreatin 6 hodin).
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Enzymatickd hydrolyza dané¢ho proteinu byla provedena také plisobenim kombinace pepsinu
a pankreatinu. Po 30 minutach hydrolyzy bylo pomoci roztoku pepsinu pH suspenze upraveno
na 8,5 1M NaOH a byl ptidan roztok pankreatinu. Roztok byl michan 6 hodin pti 35 °C.

Po skonceni reakci bylo upraveno pH ve vSech kadinkach na hodnotu 7 (1M NaOH,
6M HCI). Roztoky byly ptevedeny do centrifuganich zkumavek se zavitovym uzavérem a byly
umistény do vodni lazn¢ (95 °C, 10 minut). Nasledné probéhla centrifugace (20 minut,
8670 G, pokojova teplota). Vzorky byly zfedény na vhodnou koncentraci a byla provedena
analyza podle podminek nastavenych v kapitole 3.6.

3.5 Izolace a separace volnych aminokyselin z hydrolyzatu

Cilem prace bylo izolovat z roztoku aminokyseliny arginin a leucin. V rdmci vyvoje postupu
byla optimalizovana hmotnost pouzitého adsorbentu a doba ptsobeni na adsorbent. Déle bylo
tieba separovat aminokyseliny pomoci zmény pH citratového pufru. Hodnoty pouzitého pH
byly nejprve ovéfeny na roztoku smési standardi danych aminokyselin.

3.5.1 Optimalizace navazKky adsorbentu

Bylo pfipraveno 250 ml citratové pufru (dihydrat citranu sodného 276 mg, kyselina
citronova 1,741 g) o pH 2,8 (IM kyselina citronovd). Do 100 ml baniky bylo navdzeno
0,3 g argininu a objem byl doplnén po rysku pfipravenym citatovym pufrem.

Do Erlenmeyerovo ban€k bylo navazeno rizné mnozstvi adsorbentu (0,1 g; 0,15 g; 0,25 g;
0,5 g a 0,8 g), ke kterému bylo pfidano 25 ml smési citratového pufru s argininem. Vse bylo
michano na michac¢ce (2 hodiny, laboratorni teplota). Vzorky byly zfedény na vychozi
koncentraci 0,075 mg/l a byla provedena analyza podle podminek nastavenych v kapitole 3.6.

3.5.2 Optimalizace ¢asu adsorpce

Bylo pfipraveno 250 ml citratové pufru (dihydrat citranu sodného 276 mg, kyselina
citronova 1,741 g) o pH 2,8 (IM kyselina citronovd). Do 100 ml baniky bylo navdzeno
0,3 g argininu a objem byl doplnén po rysku pfipravenym citatovym pufrem.

Do Erlenmeyerovo ban¢k bylo navazeno 0,1 g adsorbentu, ke kterému bylo ptidano 25 ml
smési citratového pufru s argininem. VSe bylo michano rizné dlouhou dobu na vyhfivané
michacce (15 minut, 30 minut, 60 minut, laboratorni teplota). Vzorky byly zfedény na vychozi
koncentraci 0,075 mg/l a byla provedena analyza podle podminek nastavenych v kapitole 3.6.

3.5.2.1 Optimalizovany postup adsorpce aminokyselin

Bylo pfipraveno 250 ml citratového pufru (dihydrat citranu sodného 276 mg, kyselina
citronova 1,741 g) o pH 2,8 (1M kyselina citronovéd). Do 100 ml baniky byla navaZzena smés
argininu a leucinu (vzdy po 0,02 g). Objem byl doplnén po rysku pfipravenym citdtovym
pufrem.

Do Erlenmeyerovo ban¢k bylo navazeno 0,1 g adsorbentu, ke kterému bylo ptidano 25 ml
smési citratového pufru s aminokyselinami. VSe bylo michano rizné dlouhou dobu
na vyhfivané michacce (15 minut, 30 minut, 60 minut, laboratorni teplota). Byla provedena
analyza podle podminek nastavenych v kapitole 3.6.
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3.5.3 Izolace a frakcionace aminokyselin na zdkladé zmény pH citratového pufru

Izolace a frakcionace aminokyselin 7 modelové smési na zakladé zmény pH citrdatového pufiru

Bylo pfipraveno 250 ml citratového pufru o pH 2,8 (dihydrat citranu sodného 276 mg,
kyselina citronova 1,741 g; 1M kyselina citronovad), o pH 3,4 (dihydréat citranu sodného 0,94 g,
kyselina citronova 2,69 g; 1M kyselina citronova), o pH 4,8 (dihydrat citranu sodné¢ho 3,18 g,
kyselina citronova 1,93 g; 1M kyselina citronova) a o pH 6,6 (dihydrat citranu sodného 21,88
g, kyselina citronova 1,18 g; 1M kyselina citronova). Do 50 ml baniky byly navdzeny standardy
argininu a leucinu (vzdy po 0,01 g) a objem byl doplnén po rysku pfipravenym citdtovym
pufrem o pH 2.,8.

Do Erlenmeyerovy baiiky bylo navéazeno 0,25 g adsorbentu, ke kterému bylo ptidano 25 ml
smési citratového pufru o pH 2,8 se standardy aminokyselin. Desorpce probihala 15 minut.
Po ukonceni byl adsorbent odd€len (po promyti 10 ml daného pufru) z roztoku filtraci. Desorbat
byl poté pteveden do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnén po rysku demineralizovanou
vodou. Nasledné byl filtrovan pies stiikackovy filtr a byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6.

K adsorbentu bylo pfidano 25 ml citratového pufru o pH 3,4. Desorpce probihala 15 minut.
Po ukonceni byl adsorbent oddélen (po promyti 10 ml daného pufru) z roztoku filtraci. Desorbat
byl pfeveden do odmérné baiiky o objemu 50 ml a doplnén po rysku demineralizovanou vodou.
Nasledné byl filtrovan pies stiikackovy filtr a byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6.

Nasledné byl stejny postup, ktery byl proveden s roztokem citratového pufru o pH 2,8 a 3,4
opakovan i s pufrem o pH 4,8 a 6,6. Podrobny popis postupu je znazornén na Obrazku 28.

25 g adsorbent Desorbét doplnén

. 3 do 50 ml, filtrace HPLC
+ Filtrace + promyti
25 ml citratovy [ 15 min. michani 10 ml citratového
pufr (pH 2,8) pufru (pH 2,8)
Adsorbent 1
Desorbat doplnén
Adsorbent 1 - ; do 50 ml + filtrace HPLC
+ Filtrace + promyti
= 15 min. michani 10 ml citratového
25 ml citratovy pufru (pH 3,4)
pufr (pH 3,4) Adsorbent 2
Desorbat doplnén
Adsorbent 2 - ; do 50 ml + filtrace HPLC
+ Filtrace + promyti
= 15 min. michani 10 ml citratového
25 ml citratovy pufru (pH 4,8)
pufr (4,8) Adsorbent 3
Desorbat doplnén
Adsorbent 3 - ; do 50 ml + filtrace HPLC
. Filtrace + promyti
= 15 min. michani 10 ml citratového
25 ml citratovy pufru (pH 6,6)
pufru (pH 6,6) Adsorbent 4

Obrazek 28: Detailni postup izolace a frakcionace aminokyselin na zdkladé zmeény pH citratového pufru
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Izolace a frakcionace aminokyselin ze vzorku na zdkladé zmény pH citrdatového pufru

Bylo pfipraveno 250 ml citratové pufru o pH 2,8 (dihydrat citranu sodného 276 mg, kyselina
citronova 1,741 g; 1M kyselina citronova), o pH 3,4 (dihydrat citranu sodného 0,94 g, kyselina
citronova 2,69 g; 1M kyselina citronova) a o pH 4,8 (dihydrat citranu sodného 3,18 g, kyselina
citronova 1,93 g; 1M kyselina citronova).

Vzorek proteinového izolatu hydrolyzovany pomoci mineraliza¢niho pfistroje, byl
neutralizovan (6M NaOH), doplnén po rysku v 25 ml bance. Byly odebrany 2 ml do 25 ml
bariky a obsah byl doplnén po rysku citratovym pufrem pH 2,8.

Do Erlenmeyerovy baiiky bylo navéazeno 0,25 g adsorbentu, ke kterému bylo ptidano 25 ml
smesi citratového pufru o pH 2,8 se vzorkem. Desorpce probihala 15 minut. Po ukonceni byl
adsorbent odd€len (po promyti 10 ml dané¢ho pufru) zroztoku filtraci. Desorbat byl poté
pfeveden do odmérné baiiky o objemu 50 ml a doplnén po rysku demineralizovanou vodou.
Nasledné byl filtrovan pies stiikackovy filtr a byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6.

K adsorbentu bylo pfidano 25 ml citratového pufru o pH 3,4. Desorpce probihala 15 minut.
Po ukonceni byl adsorbent oddélen (po promyti 10 ml daného pufru) z roztoku filtraci. Desorbat
byl pfeveden do odmérné barnky o objemu 50 ml a doplnén po rysku demineralizovanou vodou.
Nasledné byl filtrovan pies stiikackovy filtr a byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6.

Nasledné byl stejny postup, ktery byl proveden s roztokem citratového pufru o pH 2,8 a 3,4
opakovan i s pufrem o pH 4,8.

3.6 Analyza aminokyselin pomoci HPLC

Vhodné slozeni mobilni faze a nastaveny gradient vychéazel z ¢lanku dle Hsia et al. [83].
Mobilni faze ze zasobni lahve A byla slozena z40 mM CH3;COONa. Mobilni fdze B byla
slozena z latek ACN: MetOH: H>O (45: 45: 10). Separace probihala pomoci gradientové eluce
mobilni faze dle Tabulky 7. Vzorky byly derivatizovany OPA (1:1). Méfeni probihalo
za laboratorni teploty s pritokem mobilni faze 1 ml/min. Detekce probihala na UV detektoru
pfi vinové délce 338 nm, 60 minut.

Tabulka 7:SloZeni mobilni faze pri méreni s gradientovou eluci.

Cas [min.] Priitok [ml/min.] A% B%
0.00 1.0 80 20
10 1.0 80 20
20 1.0 50 50
30 1.0 40 60
35 1.0 20 80
40 1.0 0 100
45 1.0 80 20
60 1.0 80 20
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3.6.1 Kalibraéni kfivka a smési standardi aminokyselin

Pro méfeni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny tfi roztoky smési aminokyselin o riznych
koncentracich (60 mg/l, 80 mg/l a 160 mg/l). Do 25 ml banky byla navdzena smés argininu
a leucinu (vzdy po 0,02 g) a doplnéna po rysku 0, 1 M HCI. Vzorky byly derivatizovany pomoci
OPA (1: 1) po dobu 1 minuty, byla provedena analyza pomoci HPLC. Vysledky byly
vyhodnoceny v programu Excel.

Nasledné byly prométeny standardy jednotlivych aminokyselin. Do 25 ml banky bylo
navazeno 0,02 g vybrané aminokyseliny (arginin nebo leucin), doplnéno po rysku 0,1 M HCI.
Vstupni koncentrace aminokyselin byla 25 mg/l. Byla provedena analyza podle podminek
nastavenych v kapitole 3.6. Stejnym zpisobem byl pfipraven a zméfen smésny
aminokyselinovy standard.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Izolace a charakterizace proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub

Na zéklad¢ postupu popsaného v kapitole 3.2. Izolace a charakterizace proteinti
z pSeni¢nych otrub se podafilo izolovat protein s vytéznosti 7, 6 g proteinového izolatu ze 120 g
odtu¢nénych otrub, coz ¢ini 6,3 %. V Tabulce 8 je uveden obsah bilkovin a profil aminokyselin
v ziskaném lyofilizatu pSeni¢nych otrub. Celkové mnozstvi proteinti bylo 84,65 g ve 100 g
lyofilizétu.
Tabulka 8: Obsah proteinit a profil aminokyselin izolovaného materialu [85 ]

Udaje na 100 g 1yoﬁ1}i’;2ttezil:)(t)rvzb [e] Udaje na 100 g 1yoﬁ1}i’;2ttezil:)(t)rvzb [e]

Bilkoviny 84,65 Ala 4,78
Asp 5,62 Cys 0,11
Thr 0,62 Val 4,67
Ser 0,11 Met 0,56
Glu 17,20 Ile 2,33
Pro 4,31 Leu 6,91
Gly 5,02 Tyr 1,22
Phe 2,90 Arg 22,57
His 1,91 Trp -
Lys 3,82 - -

Vysledky byly porovnany se slozenim syrovatkového (zivoc¢isného piivodu) [98] a s6jového
proteinu (rostlinného ptivodu) [97]. Jedna se o hlavni dietdrni proteiny volné dostupné na trhu.
Celkovy obsah bilkovin v lyofilizatu pSeni¢nych otrub byl 84,65 g ve 100 g lyofilizatu, coz je
srovnatelné s obsahem bilkovin v s6jovém (90,00 g na 100 g lyofilizatu) a syrovatkovém
(78,00 g na 100 g lyofilizatu) proteinu. Dale bylo popsano pét aminokyselin, jejichZ obsah
ptesahoval 5,00 g na 100 g lyofilizatu a byly porovnany s jejich obsahy v syrovatkovém
a sjovém proteinu.

Nejvice zastoupenou semiesencialni aminokyselinou proteinového izolatu otrub byl arginin,
jehoz obsah byl 22,57 g na 100 g lyofilizdtu. Mnozstvi bylo vyznamné vys$i, nez
u syrovatkového (2 g na 100 g lyofilizatu) a s6jového (7,80 g na 100 g lyofilizatu) proteinu.
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Arginin stimuluje vyplaveni ristového hormonu do krevniho ob¢hu. Je zdrojem oxidu dusiku,
ktery slouzi jako pfenase¢ vzruchii neboli neurotransmiter. Arginin napomaha také pii erektilni
dysfunkci, zlepSuje imunitu a kladn€ plisobi i pfi obéhovém onemocnéni a senilni demenci.
Mimo jiné snizuje hladinu krevniho cukru, zlepSuje zasobovani mozku a srdce kyslikem,
napomaha k detoxikaci organismu a odvadéni amoniaku pry¢ z téla. Kvili lep§imu prokrveni
aokysliceni svali, a tim 1 zvySenému pfisunu zivin, je casto uzivan
sportovci [15,19,27,28,92,97,98].

Na druhém misté byla v proteinovém izolatu zastoupena neesencialni kyselina glutamova,
jejiz obsah ¢inil 17,20 g na 100 g lyofilizatu. Jeji obsah byl srovnatelny s obsahem
v syrovatkovém (15,90 g na 100 g lyofilizatu) a s6jovém (19,90 g na 100 g lyofilizatu) proteinu.
Je nejrozsifenéj$im neurotransmiterem v CNS a jednim ze stavebnich kament pii syntéze
bilkovin. Pfirozen¢ se vyskytuje v opticky aktivni L-formé, jako kyselina L-glutamova.
Ta slouzi jako nutraceutikum, mikrozivina nebo metabolit Escherichia
coli [15,19,27,45,97,98].

Tteti nejzastoupendjsi tentokrat esencialni aminokyselinou je leucin, jehoz obsah byl 6,91 g
na 100 g lyofilizdtu. Jeho obsah se piiliS neliSil od obsahu v syrovatkovém (8,18 g
na 100 g lyofilizatu) nebo sojovém (7,60 g na 100 g lyofilizatu) proteinu. Leucin napomaha
ke snizeni krevniho cukru, ke zlepSeni stavu kosti, svali a klize. Také urychluje regeneraci
po chirurgickych zakrocich a muize tak pomoci zabrdnit rozpadu svalovych bilkovin,
ke kterému nekdy dochazi po traumatu nebo silném stresu. Spolu s valinem a isoleucinem tvofi
tzv. BCAA. Zminéné aminokyseliny nejsou zachyceny v jatrech, ale postupuji az ke svalim
¢1 mozku, tim zvySuji svalovou hmotu, napomahaji regulovat mnozstvi tuku a glukézy v krvi.
V potravindistvi se  vyuzivd jako pfidatnd latka E641 kzvyraznéni chuti
a vuni [15,19,27,28,31,93,97,98].

Obsah kyseliny asparagové v proteinovém izolatu €inil 5,62 g na 100 g lyofilizatu. Jeho
obsah byl znateln€ nizsi nez u s6jového (11,80 g na 100 g lyofilizatu) i syrovatkového (7,60 g
na 100 g lyofilizatu) proteinu. Jednd se o neesencialni aminokyselinu. Zacastiiuje se syntézy
dalsich aminokyselin, jako je asparagin, arginin, lysin, methionin, isoleucin a nékterych
nukleotidii [15,19,27,43,97,98].

Glycin je v porovnani s ostatnimi proteiny nejvice zastoupen praveé v proteinovém izolatu
pSeni¢nych otrub a to 5,02 g na 100 g lyofilizatu. V sdjovém proteinu je jeho obsah 4,10 g
na 100 g lyofilizatu, kdezto v syrovatkovém proteinu jeho obsah €ini pouze 1,59 g na 100 g
lyofilizatu. Je stalou slozkou globulinti, dilezitou slozkou a prekurzorem mnoha makromolekul
v bunikach. Pisobi jako inhibi¢ni neurotransmiter v CNS, nutraceutikum. Je diilezity pii tvorbé
hormont odpovédnych za silny imunitni systém [15,19,27,39,97,98].

Z hlediska slozeni proteinového izolatu byly dals§i experimenty, v této diplomové praci,
zaméfeny na separaci dvou aminokyselin, argininu a leucinu.

4.2 Ovéreni stability aminokyselin v priabéhu hydrolyzy

Hydrolyza proteini pfedstavuje nezbytny krok pro izolaci C¢istych aminokyselin.
Neenzymatické postupy Sté€peni proteinli jsou ve vétSiné piipadi zaloZeny na proteolyze
pfi zvySené teploté a tlaku v prostiedi silnych mineralnich kyselin. Weiss a kol [86] ve svém
vyzkumu poukazali na teplotni nestabilitu nékterych aminokyselin. Bylo tedy tfeba laboratorné
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ovétit, v jaké mife dochazi k rozkladu aminokyselin béhem testovanych zptisobt hydrolyzy.
Stabilitni experimenty byly provadény pomoci €istého standardu aminokyselin dle postupu
popsaného v kapitole 3.3. Mira dekompozice byla posuzovéna srovnanim s referen¢nim
standardem.

Tabulka 9: Vysledky stabilitnich experimentii na standardy aminokyselin.

Vychozi Koncentrace po
Hydrolyza Aminokyselina koncentrace hydrolyze
[mg/1] [mg/1]
arginin 11,00 <DL
Mikrovlnny rozklad
leucin 15,00 <DL
ini 0,17 0,0078
Kysela hydrolyza za arginin ’ ’
Ziti t blok
pouZziti termobloku leucin 0.23 <DL
Kysela hydroly -
ysela hy r’0 yza arginin 0,40 0,31
pomoci
mineraliza¢nih
Tzt leucin 0,40 0,34
pristroje

Jak je znazornéno v Tabulce 9, po hydrolyze mikrovinnym rozkladem, jehoz postup
je popsany v kapitole 3.3.1, nebylo mozné ziskat vzorek a dale ho analyzovat. Doslo k uplné
karbonizaci materidlu, proto tato metoda hydrolyzy nebyla déale pouzivana pro dalsi
experimenty.

Druhou testovanou variantou byla kyseld hydrolyza na termobloku. Stabilitni test byl
proveden podle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti v kapitole 3.3.2. Béhem hydrolyzy
doslo k poklesu vychozi koncentrace argininu z 0,17 pg/l na koncentraci 0,0078 pg/l. Béhem
hydrolyzy tak bylo rozlozeno vice jak 95 % analytu. Mira degradace leucinu byla jesté vyssi,
kdy v hydrolyzdtu nebylo mozné aminokyselinu detekovat. Podobné jako v ptipadé
mikrovinného rozkladu byla tato metodika vyrazena z dalSiho vyvoje technologie pro izolaci
volnych aminokyselin z proteinového izolatu otrub. Z hlediska vysoké miry degradace argininu
a leucinu nebyl tento postup déle rozvijen.

Stanoveni stability argininu a leucinu béhem kyselé hydrolyzy pomoci mineraliza¢niho
ptistroje, bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2. Tato technika umoznila
hydrolyzovat vzorky ve vétSich objemech a ovéfila vliv teploty a prostfedi na stabilitu
aminokyselin. Metoda se ukazala zhlediska degradace aminokyselin jako nejSetrnéjsi.
Standardy aminokyselin nepodléhaly vyrazné degradaci. U argininu doslo k poklesu oproti
pivodni koncentraci o0 22,5 %. Leucin byl za pouziti této metody jeSté stabilnéjsi, doslo
k poklesu pouze o 15 % oproti pivodni koncentraci. Podobnych vysledka dosahli také v praci
Weiss a kol [86], ktera se zabyvala tepelnym rozkladem vybranych aminokyselin. V této studii
zacinal arginin degradovat az pii 220 °C. Tento postup hydrolyzy byl také aplikovan v ¢lanku
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Tsugita et al. [88], kde zkoumali stabilitu aminokyselin za pouziti smési koncentrované
kyseliny chlorovodikové a kyseliny trifluoroctové pfti teploté 166 °C po dobu 25 minut, aby tak
byl urychlen proces hydrolyzy. Tyto podminky byly povazovany za ekvivalentni k béznym
podminkam kyselé hydrolyzy (6 M HCl pti 110 °C po dobu 24 hodin). V ¢lanku bylo zjisténo,
ze aminokyseliny ziistavaji po pouziti kyselé hydrolyzy stabilni.

Z vysledki této diplomové prace vyplyva, Ze teplota hydrolyzy miiZze negativné ovlivnit
vytéznost volnych aminokyselin.

4.3 Hydrolyza proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub

Proteinovy izoldt zpSeni¢nych otrub byl hydrolyzovany pomoci kyselé hydrolyzy
v mineraliza¢nim zafizeni a tfech riznych enzymatickych postupti. Experiment probihal podle
postupll popsanych v kapitolach 3.4.1 a 3.4.2. Zékladnim ukazatelem ucinnosti hydrolyznich
postupil je vytéznost aminokyselin vztazena na 1 g proteinového izolatu. V hydrolyzatech byly
kvantifikovany dv€ majoritni aminokyseliny: arginin a leucin. Vytéznosti hydrolyznich postupti
jsou prezentované v Tabulce 10.

Tabulka 10: Vytéznost aminokyselin z hydrolyzatu proteinového izolatu.

Teoreticka . Procentualni
vytéZnost Vytéznost vytéZnost
Hydrolyza Enzym Aminokyselina h))']drolyzy h)ﬁllfo/ly]zy hydrolyzy
[mg/g] ve %]
arginin 225,7 0,98 + 0,049 0,43
Pepsin
leucin 69,1 0,01 £0,0005 0,014
Enzymaticka arginin 2257 1,04 £ 0,052 0,46
, Pankreatin
hydrolyza leucin 69,1 0,01 + 0,0005 0,014
Pepsin a arginin 2257 0,32 +0,016 0,14
pankreatin leucin 69,1 0,44 + 0,022 0,64
Kyselz'l hydrolyza pOﬂlOCi arginin 225,7 26,80 + 1,340 11,90
mineraliza¢niho pfistroje leucin 69,1 61,70 +3,085 89,30

Z vysledki vyplyva, Ze enzymatickou hydrolyzou nedochazelo k efektivni proteolyze. Z 1 g
proteinového izolatu bylo ziskdno po plsobeni pankreatinu nejvyS$i mnozstvi argininu
1,04 £ 0,052 mg. Testované enzymatické hydrolyzy vykazovaly velice nizkou efektivitu
uvolnéni volnych aminokyselin do roztoku. Nejedna se tedy o perspektivni feSeni pro dalsi
meéteni.

Vyrazné vyssi vytéznost aminokyselin byla dosazena pii kyselé hydrolyze pomoci
mineraliza¢niho pfistroje. Z 1 g proteinového izolatu bylo ziskano az 26,8 + 1,34 mg argininu
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a 61,7 + 3,085 mg leucinu. Pfi porovnani s teoreticky dosazitelnym mnozstvim byla efektivita
na urovni 11,9 % pro arginin a 89,3 % pro leucin.

Mustatea et al. [91] vypracoval literarni piehled zabyvajici se kyselymi hydrolyzami
proteintl. Zaméfil se prevazné na dlouhodobé plisobeni hydrolyzy, nizké vytézky a nestabilitu
aminokyselin v pribéhu hydrolyzy. Bylo zji§téno, Ze zatim neexistuje zadny konkrétni postup,
pfi kterém by byl protein zhydrolyzovany na 100 %. Studie uvadi, ze naptiklad aminokyseliny
leucin a arginin, mohou byt kvantitativné stanoveny béhem kyselé hydrolyzy, bez jejich zasadni
pfemény nebo degradace. Naopak glutamin mize béhem reakce ¢aste¢né prechazet na kyselinu
glutamovou a tim se snizuje jeho vytéznost.

Wong et al. [94] se ve své praci zabyval stanovenim tryptofanu jako redukovaného derivatu
kyselou hydrolyzou a naslednym stanovenim kapalinovou chromatografii. Vzorky byly nejprve
podrobeny redukci v ledem chlazené koncentrované HCI se dvéma piidavky pyridinboranu.
Po deseti minutach byl roztok ziedén vodou a hydrolyzovan pii teplot¢ 110 °C po dobu
22 hodin. Vzorky byly separovany na adsorbentu Dionex D-500, derivatizovany ¢inidlem OPA
a analyzovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Vysledky byly porovnany
s literaturou a bylo zjiSténo, ze vytézky této metody jsou srovnatelné. Autor uvadi jako mozny
diivod odliSnosti tvorbu derivath a pravdépodobnou dehydrataci aminokyseliny pii nizkém pH.
Z jednoho gramu proteinu podrobenému redukci autor ziskal 60 mg tryptofanu, coz
se da povazovat za nepatrnou ztratu, oproti 65 mg tryptofanu uvadéného v literature.

Marino et al. [95] testoval rychlou metodu hydrolyzy proteinti v mléce s cilem analyzovat
aminokyselinovy profil. Hydrolyza byla provedena dvéma postupy: pouzitim 6 M HCI pfi
160 °C po dobu 60 minut nebo pouzitim 4 M kyseliny methansulfonové pii 160 °C po dobu
45 minut. Nasledovala derivatizace pomoci OPA, separace aminokyselin pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s fluorescenénim detektorem a kolonou Zorbax Eclipse AAA. Podle
statistickych daji tato metoda nevedla ke zvySeni vytéznosti jednotlivych aminokyselin
ve srovnani s referenéni metodou. Z 1 g proteinu bylo ziskano za pouziti kyseliny
chlorovodikové 36,29 mg argininu a 98,20 mg leucinu. Z 1 g proteinu bylo ziskano za pouziti
kyseliny methansulfonové 38,48 mg argininu a 95,02 mg leucinu.

4.4 1Izolace volnych aminokyselin z hydrolyzatu pSeni¢nych otrub

Hydrolyzat proteinového izolatu piedstavuje komplexni smés rtiznych typi latek. Majoritni
cast tvoii volné aminokyseliny. Pfitomné jsou vSak i dal$i slozky, jako jsou oligopeptidy,
polypeptidy, sacharidy, polysacharidy a mineralni latky. Jednou z mozZnosti, jak izolovat volné
aminokyseliny je jejich adsorpce zroztoku na vhodném typu adsorbentu. Pro tucely této
diplomové prace byl zvolen polymerni iontoméni¢ Amberchrom 50WXS8, jehoz matrice
je sloZzena ze styren-divinylbenzenu a polymeru o velikosti ¢astic 50-100 pum. Objem pori
je 0,7 ml/g. Jedna se o siln€ kyselou katexovou pryskyfici pro jemné chemické a farmaceutické
separace. Vymeéna iontl probihd mezi pevnym adsorbentem a sorpénim roztokem pomoci
sulfonové skupiny, kterd je ukotvena na pevném adsorbentu. Stopové prvky z roztoku jsou
adsorbovany na povrch pevného adsorbentu pomoci Van der Waalsovych sil. Analyt
se zachycuje na zaporn€ nabitych funkénich skupindch pevného adsorbentu. Negativné nabity
analyt se zachycuje na kladné nabitych funkcnich skupinach adsorbentu. Cely proces je zaloZen
na vysokoenergetické coulombické interakci adsorbentu s analytem [96].
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Pied aplikaci metody na redlny vzorek (hydrolyzat) byla nejprve provedena optimalizace
podminek adsorpce na standardech aminokyselin. Byla optimalizovana navazka adsorbentu
a kontaktni ¢as adsorbentu a adsorbatu. Optimalizani experimenty probihaly dle postupu
popsaném v kapitolach 3.5.1 a 3.5.2.

4.4.1 Optimalizace navaZzKky adsorbentu a ¢asu adsorpce

Vramci stanoveni adsorpéni kapacity byly porovnany rizné navazky adsorbentu
dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1. Optimalizace byla provedena na standardu argininu
o definované koncentraci. Z Obrazku 29 vyplyva, Ze Uplné eliminace argininu z modelového
roztoku o koncentraci 3 g/l bylo dosazeno pii navazce 0,8 g a ¢ase 120 minut. Efektivni
adsorpce v modelovém roztoku argininu byla dosazena i pti navazce 0,5 g adsorbentu na 25 ml
roztoku o koncentraci 3 g/l argininu (96,3 + 4,815 %).

100
90
80 1
70
60 T

50 -[
40 l

0,1 0,15 0,25 0,5 0,8

Navazka adsorbentu [g]

Adsorbované mnozstvi argininu [%]

Obrazek 29: Zavislost navazky adsorbentu [g]na adsorbovaném mnozstvi argininu [% ]

Hydrolyzét proteinového izolatu z otrub obsahoval vyznamné niz§i koncentrace volnych
aminokyselin nez modelovy roztok. Z hlediska Uspory adsorbentu byla pro dalsi experimenty
zvolena niz$i navazka a to 0,25 g.

V ramci optimalizacnich experimentli byly také testovany rtizné ¢asy kontaktu adsorbentu
s adsorbatem a to 15 min., 30 min. a 60 min. Nejkratsi testovany ¢as 15 minut se z hlediska
adsorpce argininu zdsadné neodliSoval od ¢asti delSich. Adsorpce po dobu 15 minut byla
aplikovéana i na modelovou sm¢s standardd argininu a leucinu. Arginin byl adsorbovan z 92 %
a leucin z 93,8 %. Optimalizace byla provedena i na smési aminokyselin argininu a leucinu,
kde se potvrdila analyza ptedchoziho méteni. Arginin byl adsorbovan z 92 % a leucin z 93,8 %.
Proto byla zvolena jako optimalni doba analyzy 15 minut.
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4.4.2 Desorpce aminokyselin z adsorbentu v modelovém systému

Po adsorpci aminokyselin dle optimalizovan¢ho postupu v kapitole 3.5.2.1 byla testovana
metodika desorpce. Uvolnéni volnych aminokyselin navazanych na adsorbentu z modelového
roztoku argininu a leucinu o vychozi koncentraci 200 mg/l (v 50 ml odpovida 5 mg argininu
a leucinu), byla realizovéana dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.3. Experiment byl inspirovan
¢lankem Blanch et al. [90]. Kuvolnéni aminokyselin argininu a leucinu z polymerniho
iontoménice Amberchrom 50WX8 byly pouzity tfi desorpéni citratové pufry o pH 3,4; 4,8
a 6,6. Byly ziskany tii frakce viz Tabulka 11.

Tabulka 11: Mnozstvi desorbovanych aminokyselin z piivodni koncentrace obsazené ve vzorku.

Frakce Aminokyselina . . . . desorpce

aminokyselin aminokyselin (%]
[mg] [mg]

1-pH arginin 5 0,0365 0,7
3.4 leucin 5 0,9280 18,6
2-pH arginin 5 0,3340 6,7
4,8 leucin 5 0,2450 4,9
3-pH arginin 5 0,1690 3.4
6,6 leucin 5 0,0250 0,5

Prvni frakce byla eludt z adsorbentu pii pH 3,4, obsahujici 18 % leucinu a pouze 0,7 %
argininu. Pfi druhé desorpci aminokyseliny z adsorbentu pii pH 4,8 obsahoval eluat 4,9 %
leucinu a 6,7 % argininu. Nedochazelo k dostatecnému oddé€leni aminokyselin, proto se da tato
frakce povazovat za smésnou. Ve tieti frakei pti pH 6,6 byl zastoupen arginin 3,4 %, leucin byl
v této frakci pouze v minoritnim mnozstvi 0,5 %.

4.4.3 Aplikace postupu izolace na hydrolyzat z pSeni¢nych otrub

Stejny postup desorpce jako v kapitole 4.4.2. byl aplikovan podle postupu uvedeném
v kapitole 3.5.3 na hydrolyzat proteinového izolatu, ktery obsahoval 0,43 mg argininu
a 0,99 mg leucinu. Pomoci adsorpce a nasledné desorpce byly ziskdny dvé frakce.

Tabulka 12: Mnozstvi ziskanych aminokyselin ze vzorku pSenicnych otrub

Vychozi Desorbované .. Vytéznost
.., Efektivita . .
) ) hmotnost mnozstvi aminokyselin
Frakce | Aminokyselina . . . . desorpce
aminokyselin | aminokyselin (%] nalg
[mg] [mg] ° izolatu [mg]
1-pH arginin 0,43 0,055 12,80 3,43
3.4 leucin 0,99 0,176 17,83 11,00
2-pH arginin 0,43 0,216 50,47 13,50
4,8 leucin 0,99 0,057 5,83 3,44
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Analyza probihala pii pH 3,4 a 4,8. Byly ziskdny hmotnosti uvedené v Tabulce 12. V prvni
frakei pfi pH 3,4 bylo z 1 g proteinového hydrolyzatu ziskano 3,43 mg argininu a 11 mg leucinu.
Ve druhé frakci pti pH 4,8 bylo z proteinového hydrolyzatu ziskano 15,5 mg argininu a 4,05 mg
leucinu. Celkové bylo ziskano separaci 1 gramu pSeni¢nych otrub 16,93 mg argininu
a 14,44 mg leucinu.

4.4.4 Hmotnostni bilance navrZené technologie pro izolaci volnych aminokyselin
z pSeni¢nych otrub

Na zéklad¢ vSech provedenych analyz byla provedena hmotnostni bilance znazornéna
na Obrazku 30. Z 1 kilogramu pSeni¢nych otrub byl izolaci ziskan proteinovy izolat o hmotnosti
75 g. V proteinovém izolatu bylo obsazeno 16,9 g argininu a 5,2 g leucinu. Byla provedena
kyseld hydrolyza pomoci mineralizacniho pfistroje, kterym byl ziskan hydrolyzat s obsahem
2 g argininu a 4,6 g leucinu. Po adsorpci a desorpci hydrolyzatu byly ziskany dvé frakce.
Z jednoho kilogramu pSeni¢nych otrub bylo v prvni frakci pfi pH 3,4 ziskdno 0,26 g argininu
a 0,82 g leucinu. Ve druhé frakei pti pH 4,8 bylo ziskano 1,01 g argininu a 0,25 g leucinu.

Arginin
169¢g

. Proteinovy izolat )
1 kg psenicnych otrub lzolace 7 Hydrolyza
g

Leucin
528

Arginin
0,26¢g

Frakce 1

Leucin
082¢ (pH3,4)

Adsorpce a desorpce Hydrolyzét

Arginin
1,01g

Frakce 2

(PH48)
Leucin ’
025g Leucin Arginin

468 2g

Obrazek 30: Schéma hmotnostni bilance navrzené technologie.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo navrhnout a otestovat postup pro izolaci volnych aminokyselin
z proteinového izolatu z pSeni¢nych otrub. V ramci vyvoje byl vyizolovan proteinovy extrakt
z otrub, ktery slouzil jako vychozi materidl. Bilkoviny tohoto extraktu maji specificky
aminokyselinovy profil. Dominantni aminokyselinou je arginin a ve vysoké koncentraci
je pritomen i leucin. Pravé na izolaci téchto dvou latek byl cely proces optimalizovan.

Za ucelem uvolnéni volnych aminokyselin zizolatu byly testovany rdzné zpisoby
hydrolyzy. Jako dostate¢né efektivni a relativné jednoduchy postup byl pro sérii experimentt
zvolen postup kyselé hydrolyzy pomoci mineralizaéniho pfistroje za danych podminek:
6 M HCL, 110 °C, 24 hodin, 30 minut chlazeni, neutralizaci (6 M NaOH). Nasledovala
derivatizace Cinidlem OPA a analyza pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
Zvolenym postupem bylo z 1 g proteinového izolatu ziskano az 26,8 = 1,34 mg argininu
a 61,7 + 3,085 mg leucinu. Pfi porovnani s teoreticky dosazitelnym mnozstvim byla efektivita
na urovni 11,9 % pro arginin a 89,3 % pro leucin. Takto ziskany hydrolyzat byl velmi slozity
roztok, ze kterého bylo potieba vyizolovat dané aminokyseliny. Jako vhodnou metodou
se ukédzala adsorpce aminokyselin na adsorbent Amberchrom S0WXS.

Nejprve byla potieba provést optimalizaci procesu adsorpce a desorpce, ktery byl poté
aplikovan na redlny vzorek. Optimalizaci podminek métfeni bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi
navazkou adsorbentu je 0,25 g a doba plsobeni analytu na vzorek 15 minut.

Byl ziskdny jednotlivé frakce aminokyselin. V prvni frakci pfi pH 3,4 bylo z1 g
proteinového hydrolyzatu ziskano 3,43 mg argininu a 11 mg leucinu. Ve druhé frakei pfi pH 4,8
bylo z proteinového hydrolyzatu ziskano 15,5 mg argininu a 4,05 mg leucinu. Celkové bylo
ziskano separaci 1 gramu pSeni¢nych otrub 16,93 mg argininu a 14,44 mg leucinu.

Z jednoho kilogramu pSeni¢nych otrub bylo v prvni frakci pti pH 3,4 ziskdno 0,26 g argininu
a 0,82 g leucinu. Ve druhé frakci pti pH 4,8 bylo ziskano 1,01 g argininu a 0,25 g leucinu.

V diplomové praci nebylo dosazeno 100% frakcionace, kdy by jedna frakce obsahovala
pouze arginin a druha frakce pouze leucin. Resenim tohoto problému by mohla byt optimalizace
hodnoty pouzitého pH citratového pufru, modifikovani iontové sily nebo optimalizace doby
desorpce.

Do budoucna by bylo potieba se zaméfit na €istotu ziskanych aminokyselin a na podrobnou
charakterizaci jednotlivych frakei, nejen ziskanych aminokyselin. Mohl by byt vyvijen i postup
dehydratace vzniklého roztoku.

Takto vyrobené volné aminokyseliny v praSkové formé, by mohly najit uplatnéni jako Cisté
standardy pro analytickou praxi, pfi pfipraveé dopliki stravy vhodnych i pro lidi s intoleranci
na laktozu, alergii na mlécnou bilkovinu, vegany i vegetariany.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BCAA
CNS
DOPA
DL
FMOC
HPLC

OPA
PITC
Uuv
UV-VIS

Branched Chain Amino Acids (vétvené aminokyseliny)
Centralni nervova soustava

Dihydroxyfenylalanin

Detekéni limit

9-fluorenylmethoxykarbonylové soli
High-Performance Liquid Chromatography
(Vysokoucinna kapalinova chromatografie)
o-ftalaldehyd

Fenylisothiokyanat

Ultraviolet (ultrafialové)

Ultraviolet-visible (ultrafialovo-viditelné)
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9 PRILOHY
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Priloha 1: Kalibracni kifivka zavislosti koncentrace jednotlivych aminokyselin na odezvé detektoru.
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Priloha 2: Chromatogram smésného aminokyselinového standardu zavislosti retencniho casu [min] na
odezve [mAUJ.
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Priloha 3: Chromatogram aminokyselinového standardu leucinu zavislosti retencniho c¢asu [min] na odezve

[mAU]J.
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Priloha 4: Chromatogram aminokyselinového standardu argininu zavislosti retencniho casu [min] na odezve
[mAU]J.
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Priloha 5: Chromatogram kyselé hydrolyzy pomoci termobloku standardu argininu zavislosti retencniho

Casu [min] na odezvé [mAU]J.
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Priloha 6: Chromatogram kyselé hydrolyzy pomoci termobloku standardu leucinu zavislosti retencniho casu
[min] na odezvé [mAU]J.
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Priloha 7: Chromatogram kyselé hydrolyzy standardu argininu zavislosti retencniho casu [min] na odezvé
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Priloha 8: Chromatogram kyselé hydrolyzy standardu leucinu zavislosti retencniho casu [min] na odezvé

[mAU]J.
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Priloha 9: Chromatogram enzymatické hydrolyzy proteinového izolatu pisobenim pepsinu zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 10: Chromatogram enzymaticke hydrolyzy proteinového izolatu piisobenim pankreatinu zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 11: Chromatogram enzymaticke hydrolyzy proteinového izolatu piisobenim pepsinu a pankreatinu

zavislosti retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 12: Chromatogram kyselé hydrolyzy proteinového izolatu pomoci mineralizacniho pristroje

zavislosti retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 13: Chromatogram adsorpcni kapacity 0, 1 g navazky adsorbentu zavislosti retencniho casu [min]

na odezvé [mAU]J.
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Priloha 14: Chromatogram adsorpcni kapacity 0, 15 g navazky adsorbentu zavislosti retencniho casu [min]
na odezvé [mAU]J.
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Priloha 15: Chromatogram adsorpcni kapacity 0, 25 g navazky adsorbentu zavislosti retencniho casu [min]
na odezvé [mAU]J.
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Priloha 16: Chromatogram adsorpcni kapacity 0, 5 g navazky adsorbentu zavislosti retencniho casu [min]
na odezvé [mAU]J.
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Priloha 17: Chromatogram adsorpcni kapacity 0, 8 g navazky adsorbentu zavislosti retencniho casu [min]

na odezvé [mAU]J.
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Priloha 18: Chromatogram casové zavislosti 15 minut piisobeni smési aminokyselin na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 19: Chromatogram casové zavislosti 30 minut pusobeni smési aminokyselin na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 20: Chromatogram casové zavislosti 60 minut piisobeni smési aminokyselin na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 21: Chromatogram casoveé zavislosti 15 minut puisobeni roztoku argininu na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 22: Chromatogram casové zavislosti 30 minut pusobeni roztoku argininu na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 23: Chromatogram casové zavislosti 60 minut pusobeni roztoku argininu na adsorbent zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 24: Chromatogram vlivu pH 3, 4 piisobici na smés aminokyselin se adsorbentem zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 25: Chromatogram vlivu pH 4, 8 piisobici na smés aminokyselin se adsorbentem zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 26: Chromatogram vlivu pH 6, 6 puisobici na smes aminokyselin se adsorbentem zavislosti

retencniho casu [min] na odezve [mAU].
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Priloha 27: Chromatogram izolace volnych aminokyselin z hydrolyzatu pSenicnych otrub pri pouziti pH

citratoveho pufru 3, 4 zavislosti retencniho casu [min] na odezvé [mAU].
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Priloha 28: Chromatogram izolace volnych aminokyselin z hydrolyzatu pSenicnych otrub pri pouziti pH

citratoveho pufru 4, 8 zavislosti retencniho casu [min] na odezvé [mAU].
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