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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vyuzitim pSeni¢nych otrub jakozto zdroje kvalitnich proteini.
Kazdoro¢né vyprodukuje mlynaisky prumysl zna¢né mnozstvi odpadniho materidlu, ktery je
tvofen pievazné pseni¢nymi otrubami. V rdmci trendu cirkularni ekonomiky je velka snaha
0 vyuziti takovych materidlii. PSeni¢né otruby obsahuji asi 14-18 % proteint, tudiz se
pti valorizaci nabizi pravé tato slozka. Proteiny lze z otrub vyextrahovat na zaklad¢ jejich
chovani v rtiznych hodnotach pH. V alkalickém pH dochéazi k jejich rozpousténi a postupnym
okyselovani do urovn¢ isoelektrického bodu k jejich vysrazeni. Finalni upravou vysrazenych
proteinli je lyofilizace. Takto pfipraveny proteinovy lyofilizit mulze byt nalezité
charakterizovan (Cistota, profil aminokyselin, prvkové slozeni, obsah vody atd.). Jelikoz
V dneSni dobé roste zajem o proteinové dopliky stravy nejen ze strany profesiondlnich
sportovcl, mohl by praveé tento produkt byt vhodnym kandidatem pro toto odvétvi.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with usage of wheat bran as a source of high-quality proteins. Every
year mill industry produces large amounts of by-products. These by-products are constituted
by wheat bran. There is a big effort to use these type of materials within a circular economy.
Wheat bran contains about 14-18 % proteins which appears to be a good component
for valorisation. It is possible to extract proteins from bran according to their behaviour in the
range of pH. Proteins are soluble in alkaline pH and can be precipitated around their isoelectric
point. The final treatment of precipitated proteins is lyophilisation. The next step is
characterisation of the product. There are a few parameters to analyse: purity of the isolate,
amino acid profile, composition of minerals, water contain etc. Interest in nutrition is on the rise
not only by professional sportsman. This isolated product could serve as a potential protein
supplement.
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1 UVOD

Velmi aktudlni se stava trend cirkularni ekonomiky, ktery klade diiraz na opétovné vyuziti
vSech produktii primyslové vyroby a lepsi recyklaci. Jelikoz v priimyslu vznikd mnoho odpadu,
roste zajem o jejich zuzitkovani. Napiiklad v mlynafstvi vznikd velké mnozstvi vedlejsich
produktii. Mezi tyto produkty patii otruby. Velké mlyny vyprodukuji az desitky tun pSeni¢nych
otrub denn¢. Mlyny se potykaji s kolisavou poptavkou po tomto materidlu. Standardné jsou
otruby spalovany, ptipadné vyuzivany jako soucast krmnych smési. PSeni¢né otruby obsahuji
mnoho nutriéné vyznamnych latek, z nichz velkou ¢ast (14—18 %) tvoii proteiny. Ty lze z otrub
extrahovat riznymi postupy. Mezi metody izolace proteint z lignocelul6zovych materiala patii
napf. izolace alkalickou extrakci, izolace degradaci Skrobu, izolace kombinaci fermentace
a alkalické extrakce, izolace dle Osborna a dalsi. V alkalickém pH se proteiny vyznacuji dobrou
rozpustnosti a s klesajicim pH k jejich isoelektrickému bodu se postupné srazi az denaturuyji.
Takto je mozné extrahovat produkt relativné vysoké Cistoty. Na zaklad¢ Cistoty ziskaného
materialu se pak dle terminologie rozliSuje proteinovy koncentrat (Cistota min. 65 %)
a proteinovy izolat (Cistota min. 90 %). Jednd se zpravidla o proteiny ve formé prasku,
které nachazi vyuziti napft. ve sportovni vyzivé. Proteinové dopliky stravy a celkové zdrava
nutri¢n¢ vyvazena strava se stava velmi populérni nejen mezi profesionalnimi sportovci.

Existuje fada zdroji proteinovych dopliki stravy. Mohou byt jak zivoci$né, tak rostlinné.
Z 7ivociSnych se nejCastéji vyuziva syrovatky, z rostlinnych hlavné s6ja a v mensi mife také
ryze, hrach, pSenice aj. Kazda z téchto surovin poskytuje proteiny s jinym aminokyselinovym
profilem. V nékterych piipadech tak vznikaji i smési proteind ziskanych z rznych surovin,
aby bylo docileno co nejkvalitnéjsiho produktu. Naroky na potraviny a potravinové dopliky
vV dnesni dob¢ naristaji. Zvysuje se pocet lidi s intolerancemi a alergiemi na urcité skupiny
potravin (laktéza, mlécna bilkovina) ¢i vyhranénym stylem stravovani (vegetaridni, vegani).
Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim pSeni¢nych otrub jakozto zdroje proteind,
optimalizaci extrakéniho procesu a naslednou charakterizaci produktu. Proteinovy izolat
Z pSenice je vhodny pro osoby s intoleranci na laktozu, alergii na mlécnou bilkovinu,
vegetariany 1 vegany. Na pozoru by vSak méli byt lidé trpici celiakii, jelikoz je pSenice zndma
svym obsahem lepku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Valorizace lignocelulézovych odpadi

V posledni dob¢ se za nejvyznamnéjsi zdroj energie povazuji fosilni paliva, avsak s jejich
postupnym vycerpavanim se k tomuto palivu zacinaji hledat rGzné alternativy. Hlavnim
smérem vyvoje je vyuziti obnovitelnych zdroji energie [1].

V dnesni dobé je vramci takzvané cirkuldrni ekonomiky kladen diraz na lepsi recyklaci
a opakované vyuziti vS§ech produkt primyslové vyroby. Jednim z nejvétSich zamért je zvyseni
hodnoty nékterych témét bezcennych vedlejsich produkti [2]. Obrovskym zdrojem obnovitelné
energie jsou pravé zemeédelska a lesnicka sféra, které poskytuji nepozivatelné a uhlikove
neutralni produkty [1]. Takovéto lignocelulozové biologické materialy se nasledné pouzivaji
jako suroviny pro vyrobu biopaliv a dalSich chemikalii, cozje vyhodné jak
z pohledu technologie, tak i z pohledu ekonomiky a zivotniho prostiedi [2]. Sv&tova produkce
lignocelul6zové biomasy saha az na 170 miliard metrickych tun za rok [3].

Biomasa nam poskytuje vyznamnou zasobu uhliku a jeho organickych sloucenin. Mtze byt
puvodu rostlinného (piliny, kukufi¢éna sldma, otruby aj.) nebo zvifeciho (hntij, mocivka,
kejda aj.). Rostlinnda biomasa se sklada hlavné ze tfi lignoceluléozovych komponent,
mezi néz patii celuldoza (40—60 hm%), hemiceluléza (15-30 hm%) a lignin (10-25 hm%).
Konkrétni procentualni slozeni pak zavisi na typu rostliny a pletiva, ze kterého biomasa
pochazi [4].

Biorafinerie mohou byt klasifikovany na zakladé poctu jejich klicovych charakteristik. Mezi
hlavni suroviny patii viceleté rostliny, Skrobové plodiny (pSenice, kukufice), cukerné plodiny
(cukrova fepa, titina), lignoceluléozové plodiny (obhospodafovany les, rozvadéc),
lignocelul6zové rezidua (slama), olejniny (palmy, fepka olejka), vodni biomasa (fasy)
a organicky odpad (primyslovy, komeréni odpad). Tyto suroviny mohou byt zpracovany
na fadu biorafinacnich platforem. Tyto platformy zahrnuji jedno uhlikaté molekuly (bioplyn,
synteticky plyn); péti a Sesti uhlikaté uhlovodiky ze Skrobu; sachar6zu nebo celulozu; smés péti
a Sesti uhlikatych uhlovodiki ziskanych z hemiceluldz, ligninu; oleje, organické roztoky z trav
a pyrolytické kapaliny. Platformy mohou byt dale konvertovany na Siroké spektrum produkti
pomoci tepelnych, biologickych a chemickych procesii. Takovymi vystupnimi materialy
mohou byt naptiklad hnojiva, biomaterialy, biomethan, bio-Hz, organické kyseliny a extrakty,
bioethanol, syntetickd biopaliva, glycerin, biodiesel, elektrickd a tepelna energie, krmiva
pro zvitata, chemikalie, polymery a potraviny (napf. proteiny) [5].

2.2 Valorizace pSeni¢nych otrub jakoZto vedlejSiho produktu mlynarského
priumyslu

V celosvétovém métitku se rocni produkce pSenice pohybuje okolo 650 milioni tun (z nichz je
150 miliont tun otrub). Z vypéstované pSenice se v potravinaistvi vyuzije asi 69 %. Jednim
Z hlavnich mlynatskych vystupti, mimo kli¢ek a endosperm, jsou otruby. Tyto obalové vrstvy
tvoii asi 25 % hmotnosti pSenice. Otruby byvaji z velké ¢asti vyuZivany jako krmivo
pro hospodaiska zvirata. I kdyz byly jiz mnohokrat prokazany zdravi prospésné ucinky otrub
na lidsky organismus, jejich zakomponovani do potravin je pouze minoritni. Pfedstavuji totiz
problém z hlediska zpracovani a vzhledu vyrobku [6; 7].



PSenicné otruby jsou ¢asti pSeni¢ného zrna, které jsou tvoreny nékolika odliSnymi vrstvami
abunécnymi typy s odliSnym chemickym sloZzenim. Oproti jinym lignocelulézovym
materialim se vyznacuji pomérné vysokym obsahem proteini a nizSim obsahem ligninu.
Pti klasické biorafinerii mohou byt otruby do velké miry dezintegrovany a rozdéleny do frakci
o vysoké cistoté. V takovém stavu se z nich pak ziskdvaji nové chemikalie, které slouzi jako
prekurzory pro vice polymerizované slouc¢eniny. Mimo vyse zminéné, otruby obsahuji dalsi
velmi cenné latky, které vSak musi byt dale separovany a purifikovany [8].

Jsou mozné dva zakladni piistupy valorizace pSeni¢nych otrub a to s ohledem na zisk produktu
ze sacharidické nebo nesacharidické slozky. Realizovatelnd a ekonomicky vyhodnd maze byt
produkce glukdzy a jeji fermentace na kyselinu mlécnou, jantarovou ¢i ethanol, extrakce
proteind a produkce esencialnich aminokyselin (véetné GABA = a-aminomdselna kyselina),
extrakce kyseliny ferulové a jeji konverze na vanilin, pfipadné extrakce arabinoxylant [8].

2.3 Obilniny a jejich ¢asti

Obilniny jsou v potravinafstvi povazovany za nejvyznamnéjsi plodiny. Tento titul ziskaly diky
svému bohatému slozeni, vysoké piizptisobivosti klimatickym podminkédm, malé pracnosti
péstovani, vysokym vynosim konzumnich ¢asti a dlouhodobému skladovani. Jako obilninu
oznacujeme kompletni péstovanou rostlinu. Ceredlii nebo také obilovinou nazyvame
vymlacené obilné zrno. Obiloviny patii mezi zékladni slozky lidské stravy, ve vyspélych
zemich tvoii 3040 % celkového piijmu energie v potravé, v rozvojovych zemich az 90 %.
Obilniny jsou bohaté na bilkoviny, 20-60 % z celkového piijmu bilkovin zkonzumovanych
Clovékem pochazi pravé znich. 1 kdyZ je obsah bilkovin vysoky, nelze spoléhat pouze
na obiloviny. V porovnani s zivo¢isnymi bilkovinami jsou nutriéni hodnoty obilovin
lyzinu. Jedna se totiz o esencidlni aminokyselinu (¢lovek si ji nedokaze sam syntetizovat, musi
ji pfijimat ve strav€), ktera se tak v rostlinné stravé stava limitujici. Obiloviny ndm poskytuji
také mineralni latky a cenné vitaminy, napf. vitamin B-1 (thiamin) a B-6 (pyridoxin). Jak
z pohledu struktury, tak i z pohledu chemického slozeni jsou si rtizna obilnd zrna velmi
podobna. Pfesto jsou pro nas drobné rozdily v jejich vlastnostech velmi zdsadni zejména
pii zpracovavani a také ve vyzivé [9; 6].

2.3.1 Slozky zrna a jejich vyznam

Semena obilovin se nazyvaji obilky, po vyzrani je jejich pfirozenou funkci uchovani
zivotaschopnosti zarodku nové rostliny. Tato funkce je umoznéna diky slozkdm, jez jsou
obsaZeny v anatomickych castech obilky s vyrazné rozliSnym chemickym sloZenim. Povrch
obilky je tvotfen otrubami skladajicimi se z n¢kolika vrstev. Nejveétsi ¢asti zrna je vnitini bilek
(endosperm). Konkrétné¢ obilku pSenice tvoii: 80-83 % endosperm, 14-16 % otruby
a1,6-3,6 % klicek [9; 6]. Graficky znazornéné slozeni lze vidét na obrazku 1.
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Endosperm

Klicek

Obrazek 1: Schéma psenicného zrna [10].

2.3.1.1 Otruby

Otruby neboli obalové vrstvy maji za ukol chranit obilku pied vnéjSimi vlivy. Jsou tvotfeny
nékolikavrstevnym oplodim (perikarp), pod nim se nachazi jednovrstevné osemeni (testa)
a jedna tenka vrstva vnéjsiho bilku (perisperm). Co se jejich chemického slozeni tyka, hlavni
slozku wvné&j$i vrstvy, nazyvanou téZ oplodi, tvofi nerozpustné polysacharidy s velkou
mechanickou pevnosti (napf. celul6za). Podpovrchové obalové vrstvy, zvané osemeni, se
skladaji z polysacharidi, které velmi pevné vazou vodu a bobtnaji v ni nebo Se v ni ¢astecné
rozpouSti. Vné&js$i obalové vrstvy obsahuji vys$§i mnozstvi vlakniny, ¢ehoz se vyuziva
pro upravu vyzivovych hodnot vyrobkd, avSak za cenu nizsi kvality, zpracovatelnosti a ¢asto
I vzhledu tésta ¢i vyrobku [9; 6].

2.3.1.2 Aleuronova vrstva

Aleuronova vrstva se ve struktuie obilky nachdzi mezi otrubami a endospermem. Tvofi ji velké
aleuronové buniky krychlovitého nebo kvadrovitého tvaru v jedné vrstvé (pSenice) nebo ve vice
vrstvach (je¢men). Nalezneme zde drobné krystaloidy bilkovin, jeZ plni funkci enzymi. Tyto
enzymy $tépi zasobni polysacharidy a tim zajist'uji vyzivu zarodku. Pfi vyrobé¢ bilé mouky byva
aleuronova vrstva zpravidla oddélovana spole¢né s otrubami, ve tmavé mouce je vSak soucasti
[6].

2.3.1.3 Endosperm

Endospermem nazyvame vnitini obsah zrna. Tvofi nejvetsi podil zrna a z technologického
hlediska je jeho nejvyznamnéjsi slozkou, napt. drceny psSeni¢ny endosperm piedstavuje bilou
pSeni¢nou mouku. Mezi jeho hlavni slozky patii polysacharidy, zejména Skrob tvotici 60—75 %
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endospermu, a bilkoviny (cca 10 %). Déle zde najdeme lipidy, mineralni latky a ve stopovych
mnozstvich také vitaminy, barviva a vyznamné zastoupeni latek, které maji rizné ristove,
regulacni a genetické funkce [9].

2.3.1.4 Klicek (embryo)

Kli¢ek je vlastni zarodek nove vzniklé rostliny, ktery nese jeji genetickou informaci. Obsahuje
nékteré vyznamné slozky lidské vyzivy, ale vzhledem k jeho Spatné stabilité na vzduchu se

Mrwe

[9].

2.3.2 Chemické sloZeni pSeni¢nych otrub

Obiloviny se nejcastéji vyuzivaji v mlyndiském primyslu. VySe zminéné Ctyfi hlavni slozky
zrna se nejprve oddéluji a poté se s kazdou z nich pracuje jinak. Na klasickou bilou mouku se
pouziva pouze endosperm. Na celozrnné mouky vsak endosperm nestaci, tudiz zde nalezneme
vyrazny podil otrub, pfipadné klicku. Jejich nutri¢ni hodnota je mnohem vys$si, protoze obsahuji
vldkninu, tuky, bilkoviny, Skrob, antioxidanty, minerdly, vitaminy, lignany a fenolické
slouceniny pozitivné ptisobici na zdravi ¢loveéka. Z tohoto divodu se v posledni dobé klade
diraz na konzumaci celozrnnych potravin. V pekdrenském primyslu se vyskytuje problém,
protoze zakomponovani otrub do tésta snizuje viskoelastické vlastnosti a objem vyrobku. Chut
je ofechova, zrnita az hotka. Latky v otrubach narusuji sitovitou strukturu lepku, coz negativné
ovliviluje tvorbu textury pii fermentaci a peceni. VIdknina konkuruje ostatnim polymerim
pti vazani vody, v disledku toho se snizuje viskoelasticita vyrobku [11].

Pseni¢né otruby maji velmi nizké zastoupeni nasycenych tukt a sodiku. Naopak na proteiny,
thiamin (vitamin B1), riboflavin (vitamin B2) a draslik jsou velmi bohaté. Je tézZ vybornym
zdrojem vlakniny, niacinu (vitamin B3), pyridoxinu (vitamin B6), Zeleza, hot¢iku, fosforu,
zinku, mé&di, manganu a selenu. Pomérné vysoky obsah proteinli neni jejich jedinou kvalitou.
V porovnani s endospermem se pysni totiz pestrym profilem aminokyselin [12]. Zastoupeni
jednotlivych latek lze vy¢ist z tabulky 1.

Tabulka 1: Slozeni pSeni¢nych otrub na 100 g [12]

Sacharidy 64,59 Voda 99¢
Vléknina 42,89

Cukry 044¢g Popeloviny 58¢g
Tuk 43¢ Mineraly

Nasycené tuky 0,69 Ca 73 mg
Mononenasycené 0,649 Fe 10,6 mg
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Polynenasycené 2,29 Mg 611 mg
P 1013 mg
Proteiny 1559 K 1182 mg
Na 2mg
Aminokyseliny Zn 7,3 mg
Tryp 282 mg Cu 1mg
Thre 500 mg Mn 11,5mg
Ile 486 mg Se 77,6 mg
Leu 928 mg
Lys 600 mg Vitaminy
Met 234 mg A 9,01U
Cys 371 mg E 1,5mg
Phe 595 mg K 1,9 ug
Tyr 436 mg Thiamin 0,5 mg
Val 726 mg Riboflavin 0,6 mg
Arg 1087 mg Niacin 13,6 mg
His 430 mg B6 1,3mg
Ala 765 mg Folat 79 ng
Asp 1130 mg Kys. panthotenova 2,2mg
Glu 2874 mg Cholin 74,4 mg
Gly 898 mg
Pro 882 mg
Ser 684 mg
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V otrubach je pfitomna jak rozpustnd, tak i nerozpustnd vldknina, jeZ je tvofena zejména
arabinoxylany a celulosou. Tyto sloZené polysacharidy se skladaji z cukrt, mezi néZ patii
xylosa, arabinosa, glukosa, kyselina uronova, dale maly obsah rhamnosy a galaktosy, a stopové
mnozstvi fukosy a mannosy [12].

2.3.2.1 Polysacharidy a lignin

Obilna slama je slozena pievazné ze tii skupin organickych slouc¢enin, mezi néz patii celuldza,
hemiceluldzy a lignin. Tyto latky tvoii v pfipad¢ pSenice, ovsa a je€mene vice nez 80 % suché
hmoty. Kromé¢ téchto vySe vyjmenovanych sloucenin obilna sldma obsahuje i jiné organické
latky véetné malého mnozstvi proteinii, vosktli, cukri a soli. Slozeni obilovin je také zavislé
na stupni zralosti obiloviny, typu ptidy a pouzivanych hnojivech [13].

V piirodé¢ se vyskytuje zhruba 100 riznych druhG monosacharidi. Pouze 10 znich
kvantitativné dominuje ve skladb&é bunécnych stén vyssich rostlin. Z fad pentéz to jsou:
arabindza a xyldza, z hexdz: glukoza, galaktdza a manoza, z 6-deoxyhexdz: rhamnéza a fukoza,
Z hexuronovych kyselin: galakturonova, glukuronova a 4-O-methylglukuronova kyselina. Tyto
monosacharidy mohou vytvofit obrovské mnozstvi riiznych polysacharidii, coz mé za nasledek
déleni polysacharidi do skupin podle jejich fyzikéalnich, chemickych a biologickych vlastnosti
[13].

Celuloza

Celuléza jako nejrozsifencjSi pfirodni polysacharid na svété je pfitomna ve vSech
suchozemskych rostlinach a také v nekterych vodnich druzich, napt. v fasach. Vyskytuje se
ve vSech fadech rostlin i primitivnich organismech, tfeba v bakteriich. Dokonce ji miiZeme najit
I v fi8i zvitat [13].

Celuloza je linearni homopolymer obsahujici D-glukosové jednotky propojené -1,4 vazbami.
Vyskytuje se prevazné v krystalické formée organizované do vlaken. Tyto celulozové vlaknité
struktury tvofi kostru bunéénych stén. Pocet glukoézovych jednotek na jednu molekulu se
pohybuje od 15 az do 15 000. Tyto molekuly jsou v antiparalelnim uspofadani, shlukuji se
v uzké svazky zvané mikrofibrily. Uvnitt mikrofibril jsou linedrni molekuly bo¢né vazany
vodikovymi mustky. Takovéto vodikové vazby jsou velmi pevné. Lze je prerusit pouze silnym
aprotickym rozpoustédlem a téZ silnymi kyselinami nebo zasadami. Na molekularni Grovni je
jadro krystalické celulézy mikrofibril vysoce resistentni vii¢i chemické a biologické hydrolyze
diky své precizné uspotrddané struktufe bunécnych dextrind. Celul6zové molekuly se
mezi sebou vazou hydrofobnimi vazbami, coz ma za nasledek resistenci ke kyselé hydrolyze.
Ta totiz ptispiva k tvorbé husté vrstvy vody v blizkosti hydratovaného povrchu celuldzy.
Aby se zvysila nachylnost celulozy k hydrolyze, je nutné ji rozemlit, rozmélnit. Tim dojde
ke zvétseni jejiho povrchu. Néaslednym ptisobenim pary nebo alkalického Cinidla se ziska méné
krystalickd celuléza a pfistupnost k ostatnim pfidruzenym latkam, napft. k ligninu. Zadnou
izola¢ni metodou nelze dostat celuldozu v Cistém stavu [13]. Na obrazku 2 je znazornéna
celul6za v bunééné sténé rostlin.
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Obrazek 2: Celuloza v bunécné sténé rostlin [14].

Hemicelulozy

Hemiceluldzy patii hned po celul6ze mezi nejhojnéji zastoupené latky v obilninach. Tvoii asi
Ctvrtinu az tfetinu vétSiny rostlinnych materialti. Toto mnozstvi je rtizné podle druhu rostliny.
Na rozdil od celulézy, coz je unikatni molekula liSici se pouze stupném polymerace
a krystalizace, hemiceluldzy jsou nekrystalické heteropolysacharidy, které jsou charakteristické
svou rozpustnosti v alkalickych roztocich po odstranéni pektind. Hemiceluldézy jsou
nejkomplexngj$imi latkami bunécné stény obilnin a trav. Vodikovymi mistky se vaZou
k celuloze, kovalentnimi vazbami k ligninu a esterovymi vazbami k acetylovym skupinam
a hydroxyskoficovym kyselindm [13].

Hemiceluldzy se skladaji z nékolika riznych jednotek cukrt, které jsou pfitomny v rozlicném
pomeéru a s odliSnymi substituenty. Mezi nejvice zastoupené cukry patii D-xyloza, L-arabin6za,
D-glukéza, D-galaktéza, D-mandza, D-glukuronova kyselina, 4-O-methyl-D-glukuronova
kyselina, D-galakturonova kyselina a v mensim mnozstvi také L-rhamnoza a L-fukéza [13].

Nejcastéjsim typem hemiceluléz byvaji fetézce zalozené na (1-4)-p-D-xylopyranosylovych
jednotkéch. Jejich fetézec muze byt linearni, ale vétSinou se jednd o rozvétvené struktury
zejména diky glykosidicky pfipojenym jednotkdm cukrii. Tyto xylopyranosové jednotky tvoii
xylanovou kostru s navazanymi bocnimi fetézci, nejcastéji arabindézou a glukuronovou
kyselinou. Takové latky jsou pak nazyvany glukuronoarabinoxylany a nebo jen arabinoxylany,
pokud obsahuji vyrazné vys$si mnozstvi zbytkl arabindzy nez kyseliny glukuronové [15]. Jejich
strukturu 1ze vidét na obrazku 3.
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oH
Obrazek 3: Struktura arabinoxylami: A = xylanova kostra; B = arabinosylova skupina, C = ferulova
skupina; D = xylosylova skupina; E = galaktosylova skupina [15].

Lignin

Lignin je velmi vétvena amorfni biomakromolekula, jejiz molekulovd hmotnost se pohybuje
v rozmezi od 1 000 az do 20 000 g/mol. Nejc€asteji se vyskytuje spolecné s hemicelul6zou
okolo celulézovych vlaken v primarni a sekundarni bunééné sténé. Kovalentni vazbou se pouta
K celulézovym strukturam. Primarné je dulezita jeho strukturni funkce v bunécné sténé, kde ji

dodava pevnost a tuhost. Chrani rostlinu pted utokem fytopatogeni a jinych environmentalnich
faktori [16].

Lignin se dé¢li do tfi skupin podle chemické struktury jeho monomernich jednotek na: lignin
mékkych diev, lignin tvrdych dfev a lignin travnatych rostlin. Za tyto monomerni jednotky jsou
povazovany tfi fenylpropanové monomery zvané téZ monolignoly, mezi néZz patfi
koniferylalkohol, p-kumarylalkohol a sinapylalkohol. V ptipadé¢, ze jsou tyto jednotky zapojeny
do polymerni struktury ligninu, nazyvaji se guaiacyl (G), p-hydroxyfenyl (H) a syringyl (S).
Lignin cerealii je slozen ze vsech tii slozek a je oznacovan jako GSH-lignin. V mekkém dreve
je pritomny G-lignin a ve tvrdém dievé GS-lignin. Lignin je dale spojen s polysacharidy
ptes hydroxyskoficové kyseliny, konkrétné pies kyselinu p-kumarovou a ferulovou [13; 16;
17]. Struktura pSeni¢ného ligninu je znazornéna na obrazku 4.

Vyznamnymi vlastnostmi a pozitivy ligninu jsou antioxidacni, antifungélni a antimikrobidlni
aktivity. Je schopen absorbovat UV-zafeni a zmirfiovat oheii. Ve srovnani s celulézou
a hemicelulézami je odolné&jsi vic¢i chemickym i biologickym zdsahim. Jedna se pievazné
0 bezbarvou latku, ktera po aplikaci kyseliny nebo zasady ziskdva hnédé¢ az tmavé hnédé
zbarveni [16].
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Obrazek 4: Struktura pSenic¢ného ligninu [13].
2.3.2.2 Proteiny

PSeni¢né otruby jsou zajimavym zdrojem ruznych typd proteint. Proteiny jsou zdrojem
organického dusiku a esencidlnich aminokyselin, které jsou dtlezité pro riist a regeneraci tkani
[18]. Pti posuzovani doporu¢eného piijmu proteint se nestaci zaméfovat pouze na kvantitativni
stranku, ale i na kvalitativni. Kwvalitativni strdnkou se rozumi skladba esencialnich
aminokyselin. Tzv. dietarni protein by mél poskytovat vSechny esencialni aminokyseliny
v odpovidajicim mnozstvi [19]. Tvofi v zivo¢isnych i rostlinnych produktech zpravidla
10-20 % energetického piijmu. Strava zamétfena at’ uz na zivoc¢isné nebo rostlinné produkty
dodava proteiny razné kvality i kvantity. Nutri¢ni hodnota proteinu neni pouze 0 slozeni
aminokyselin, ale také 0 jeho biologické dostupnosti [20].

Dietarni proteiny jsou nezbytné v kazdé fazi zivota jak pro zvéf, tak pro ¢lovéka. Vyznacuji se
mnoha strukturnimi a biochemickymi funkcemi. Maji zasadni vliv na zdravi a dobry psychicky
stav. V poslednich dvou desetiletich jejich konzumace ve vyspélych zemich stoupla zejména
diky vétsimu zasobovani a dostupnosti. Jeho spotieba a dostupné mnozstvi naristd také
v zemich rozvojovych [21]. Dietarni proteiny hraji dtlezitou roli v energetické bilanci
a kardiometabolickém zdravi. Bylo dokazano, ze strava bohatd na proteiny ve srovnani se
stravou bohatou na sacharidy nebo tuky navozuje pocit sytosti a vyvolava termogenni efekt.
SloZeni dietarniho proteinu ma vliv na regulaci metabolismu glukoézy a lipidi pies fyziologické
a buné¢né mechanismy [22].
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Esencidlni aminokyseliny

Esencialni aminokyseliny jsou takové latky, které si organismus nedokaze sam Syntetizovat
de novo v dostate¢ném mnozstvi ani za béznych Zivotnich podminek. Radi se sem celkem osm
aminokyselin: aminokyseliny s rozvétvenymi fetézci (valin, leucin, izoleucin, methionin),
aminokyseliny s aromatickym cyklem (tryptofan, fenylalanin), lysin a threonin. Tyto
aminokyseliny byly definovany v roce 1951. Rose studoval zmény dusikové bilance pii pfijmu
ruznych typu diet, jez byly vzdy ochuzeny o konkrétni aminokyselinu. Vyjma lysin a threonin
je clovék schopen tyto esencialni aminokyseliny syntetizovat Vv pfipade, ze je k dispozici
uhlikaty skelet. Jedna se o transaminaci dané ketokyseliny za vzniku pfisluSné aminokyseliny.
Mezi vyznamné zivocisné zdroje esencialnich aminokyselin patii maso, moiské ryby, vejce,
mléko a mezi rostlinné zdroje soja [23; 24; 25; 26].

Tryptofan
O
g |
NHA 7N
o
N NH,

/
H

Obrazek 5: Strukturni vzorec tryptofanu [27]

OH

Tryptofan je esencialni aminokyselinou dilezitou nejen pro syntézu proteind, ale slouzi také
jako substrat pro tvorbu mnoha bioaktivnich sloucenin s vyznamnymi fyziologickymi
funkcemi. Jeho hladina v krvi ovliviiuje psychicky stav clovéka (deprese nebo naopak
vyrovnanost). Snizuje vnimani bolesti a pfi lécbé alkoholismu poméhéd snizovat ptiznaky
chemickych poruch organismu. Tryptofan je prekurzorem neurotransmiteru serotoninu
(5-hydroxytryptamin), ktery je klicovym pfi kontrole mnoha odezev centralniho nervového
systému (CNS). Déle mé vliv na zmény nalad, uzkost a kognici. Je zndmy jako hormon Stésti.
Serotonin miize byt pak konvertovan na N-acetylserotonin (NAS) a melatonin majici vliv
na cirkadianni rytmus (jeden z biorytmi s periodou o délce 20-28 hodin). Melatonin puisobi
pozitivné pii poruchach spanku tim, ze prodluzuje délku REM faze (hlubokého odpocinku). Je
to tzv. hormon dobré noci, podporuje tedy zdravy a kvalitni spanek. Tryptofan u savci
degraduje tzv. kynureninovou drahou za vzniku nékolika metabolitti plsobici pii zanétech,
imunitni odpovédi a excitaéni neurotransmise [26; 28; 29].
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Valin, leucin, isoleucin

Leucin Isoleucin Valin

Obrdazek 6: Strukturni vzorce BCAA [30]

Valin, leucin a isoleucin patii do skupiny aminokyselin s rozvétvenym fetézcem zndmych také
pod zkratkou BCAA (the branched chain amino acids) [31]. Tvofti asi 20 az 25 % dietarniho
proteinu. Jsou soucasti regulace syntézy proteint, sekrece inzulinu, sytosti a homeostazy
glukozy [22]. Tyto aminokyseliny jsou pfednostné metabolizovany v kosternim svalstvu,
coz vede K jejich uvoliiovani do jater. Pfijem BCAA stravou zpusobuje rapidni zvySeni hladiny
plazmy. Volné suplementdrni formy BCAA jsou Siroce pouzivany pied a po cviceni,
jelikoZ rychle zvySuji dodavky krve a ovliviluji cirkulaci hladin BCAA. Jsou aktivné
metabolizovany ve svalech ve formé energie a hraji dtlezitou roli pfi syntéze proteint [31].

Leucin a jeho metabolit a-kapronova kyselina zastavaji dtlezitou roli pfi akutni sekreci insulinu
Vv pankreatickych bunikach. Jsou tfi moZnosti, jakymi leucin podporuje sekreci insulinu. Prvnim
efektem je alostericka aktivace glutamat dehydrogenazy (GDH) s naslednym zvySenim
glutaminolyzy. Druhym efektem je pfima inhibice bunéénych proudi draselného kandlu
regulovanych pomoci ATP. Regulace transkripce gentll a syntézy proteintl je poslednim efektem
leucinu. Tyto funkce leucinu pfi sekreci insulinu jsou zvySovany ptitomnosti glukozy [32].

V posledni dobé se na studium leucinu a jeho metabolitu a-ketoisokaproatu zaméiuje ¢im dal
vice. Bylo zjiSténo, Ze tyto latky i jejich vedlej$i produkty metabolismu mohou inhibovat
proteolyzu, podporovat svalovou hypertrofii u mysi vedouci k redukci ztrat dusiku moci
a ke katabolismu proteint. In vitro o-ketoisokaproat nebo jiny metabolit leucinu inhibuje
degradaci proteinti. K tomuto efektu dochdzi diky plsobeni inhibitori transaminace leucinu
na a-ketoisokaproat. Stoji pfi nejmenSim za povSimnuti, Ze ostatni aminokyseliny ze skupiny
rozvétvenych aminokyselin (BCAA = branched-chain amino acids) jako isoleucin a valin se
témito ucinky nevyznacuji, coz podporuje hypotézu, Ze néktery z metabolitli leucinu je
klicovym elementem pii spousténi antikatabolického procesu [33; 34].
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Obrdzek T: Strukturni vzorec lysinu [35]

Lysin je prvni limitujici aminokyselinou v potravinach s vysokym obsahem proteint.
Ke ztratdm dochazi béhem skladovani a to v dusledku podlehnuti Maillardové reakci
nebo tvorbé isopeptidovych vazeb. Nahrazenim fruktdozy sorbitolem 1lze dosahnout
vyznamného zpomaleni procesu degradace lysinu. Zavisi to totiz na reaktivité
a-hydroxykarbonylu molekuly cukru [36; 37].

Methionin
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)

Obrazek 8: Strukturni vzorec methioninu [38]

Methionin je jako vSechny esencidlni aminokyseliny nezbytné piijimat ve stravé. Vyznacuje se
nékolika funkcemi. Je dulezity pro rast jak ¢lovéka, ostatnich saven, tak i ptakd. Dale slouzi
jako substrat proteosyntézy. In vivo je vyznamnym donorem methylové skupiny ziskané diky
vlastnimu metabolitu adenosylmethioninu. Tuto methylovou skupinu poskytuje pii syntéze
polyaminti, methylace fosfolipidii a meziproduktim DNA a RNA. V jeho remethylacni draze
za Ucasti katalyzatoru homocystein-methyltransferazy (methioninsyntazy) pfijima homocystein
methylovou  skupinu od  5-methyltetrahydrofolatu  nebo za ucasti  katalyzatoru
betain-homocysteinmethyltransferazy piijima methylovou skupinu od cholinu ¢i betainu.
V tomto jediném ptipad¢é dochazi k recyklaci folatu a k in vivo katabolismu cholinu a betainu.
Svou funkci zastava také jako prekurzor cysteinu, kde pomoci procesu transsulfurace dodava
cysteinu atom siry [39].
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Obrazek 9: Strukturni vzorec fenylalaninu [40]

Fenylalanin je esencidlni aminokyselinou, jez degraduje drahou pies tyrosin. Pro zapoceti
degradace musi byt Vprvnim kroku konvertovin na tyrosin za pomoci enzymu
fenylalaninhydroxyldzy, jehoz kofaktorem je tetrahydrobiopterin. Nedostatek enzymu
nebo jeho kofaktoru zptisobuje akumulaci fenylalaninu v télnich tekutinach a tkanich. Jedna se
o onemocnéni hyperfenylalaninemii, kterou lze detekovat z krevni plazmy [41].

Arginin
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Obrazek 10: Strukturni vzorec argininu [42]

Arginin hraje vyznamnou roli ve vyZivé a metabolismu. Je hlavni stavebni jednotkou protein,
tvoii asi 14 % celkového obsahu dusiku. Katabolismus argininu pro vyrobu ornithinu,
polyamind, prolinu, glutamatu, agmatinu, kreatinu a oxidu dusnatého ma nékolik rtiznych cest.
Kazda z téchto latek ma obrovsky biologicky vyznam. Jak lidé, tak i1 zvef potfebuji znacné
mnozstvi argininu. Arginin je nutny pfi regulaci syntézy jaterni mocoviny v aktivni form¢&. Déle
arginin stimuluje sekreci ristového hormonu a insulinu a také aktivuje sav¢i bunéénou protein
kinazu MTOR (mammalian target of rapamycin), kterd reguluje syntézu proteinti a bunéény
rust na zakladé promeénlivosti ristovych faktorii, Zivin, energetickych hladin a stresu. Dalsi
funkci argininu je zvySovani proliferace a migrace enterocytu tim, Ze aktivuje MTOR a fokalni
adhezivni kindzu. Arginin pifi zvySovani exprese genll souvisejicich s mitochondrialni
biogenezi, vyvojem hnédé tukové tkdné, odezev antioxidantl a oxidaci energetickych substratl
(mastnych kyselin a glukosy) zplisobem bunécné specifickym inhibuje expresi prooxidativnich
a lipogennich gentli. Pfesvédc¢ivé dikazy ukazuji, Ze zvySovani argininu ve stravé piizniveé
ovlivituje kardiovaskuldrni funkci, imunitu, neurologickou funkci, hojeni ran, plodnost jak
muzu, tak Zen, vstiebani zivin, mitochondrialni biogenezi, citlivost na inzulin a naopak snizuje
hyperglykémii, dyslipidémii, obezitu, vysoky krevni tlak, aterosklerdzu, infekce, zarodecnou
¢i plodovou smrt a prijmy. L-arginin je mezi v§emi aminokyselinami svymi pozitivnimi G¢inky
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na mnoho Castych zdravotnich problému unikétni a tim je velmi slibnou latkou pro zlepSovani
a dobry zdravotni stav u lidi i u zvitat [12].

Glutamin
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Obrazek 11: Strukturni vzorec glutaminu [43]

Mezi fyziologické funkce glutaminu se fadi modulace sekreci hormonii (napf. zvySuje
uvolnovani inzulinu a rtstového hormonu, ale snizuje produkci glukokortikoidl), ucast
pfi mnoha metabolickych drah (jako syntéza nukleotidi a argininu), regulace genové exprese
a transdukce signdlu v bunkach. Pfi vlastni oxidaci je glutamin hlavnim zdrojem energie
pro rychle se dé€lici buiiky véetné enterocytii, imunologicky stimulovanych lymfocyti a dalSich
bunck (ledviny pti nedostatku potravy aj.), poskytuje ATP pro intracelularni obnovu proteint,
transport nutrientd pfes plazmatickou membranu, bunéény riist, migraci a také udrzovani
integrity bunék. U zvifat je vznik amoniaku z glutaminu v ledvinach zivotné dulezity
pfi regulaci balance kyselin a zasad, zv1asté za kyselych podminek [12].

Glycin

O
OH

Obrazek 12: Strukturni vzorec glycinu [44]

Glycin hraje velmi vyznamnou roli ve vyzivé a metabolismu. Proteiny lidského téla jsou asi
z11, 5 % tvofeny praveé glycinem. Je spousta moznosti jeho vyuziti jako tvorba glutationu,
kreatinu, purinli (RNA, DNA), hemu (hemoglobinil) a serinu. VSechny vySe zminéné latky maji
dualezité fyziologické funkce. Napftiklad proteiny obsahujici hemovou skupinu jsou nezbytné
pro transport kysliku a mitochondrialni biogenezi. Glycin, spole¢né s taurinem, je u zvirat
hlavni aminokyselinou pii konjugaci zlucovych kyselin, coz je kli¢ové pii traveni a absorpci
tuk®i a vitamin® rozpustnych v tucich. Dale pomoci glycinem fizenych chloridovych kanalkt
Vv leukocytech a makrofazich glycin moduluje intracelularni hladiny Ca?*, ¢imz reguluje
produkci cytokinti, superoxidu a také fungovani imunitniho systému. Glycin je
neurotransmiterem centralni nervové soustavy. Ridi tak pohyb, pifjem potravy i homeostazu
celého téla [12].
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Prolin
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Obrdzek 13: Strukturni vzorec prolinu [45]

Prolin je z chemické i biochemické stranky unikatni aminokyselinou. Lidské télo jej pii syntéze
proteinli vyzaduje v nejvyS§im mnozstvi ze vSech aminokyselin. Prolin je kliCovym
regulatorem v mnoha biochemickych a fyziologickych procest v bunkéach. Je napiiklad
hlavnim zdrojem dusiku pfi syntéze polyamini v tenkém stfeveé novorozencii a placenté savc.
Ob¢ tkan¢ se vyznacuji vysokou mirou proteosyntézy a bunétné proliferace. Drahy
proteosyntézy z prolinu vedou pfes prolin oxidazu a ornithin dekarboxyldzu. Je znamo,
ze prolin a jeho metabolit P5C (pyrrolin-5-karboxylat) reguluji genovou expresi a signalni
drahy bunék, jez jsou dulezité¢ pii zdravi a nemoci. Prolin dokaze vyhledat a znicit volné
radikaly. Tato antioxida¢ni funkce vysvétluje, pro¢ pti reakci na oxidativni stres bunék dochazi
K vyraznému naristu koncentrace prolinu. Vysledky nedavnych vyzkumi poukazuji
I na schopnost prolinu regulovat MTOR aktiva¢ni drahy, coz zahrnuje signaly nutrientd
(jakozto glukozy a aminokyselin), stav bunécné energie, riistové faktory, rizné stresové faktory
za tcelem ovliviiovani ristu a funkce bunék. Spole¢né s argininem, glutaminem a leucinem
zvySuji proteosyntézu v buitkach a tkénich. Prolin se fadi mezi podminéné esencialni
aminokyseliny. Pfi zranéni ¢i popaleninach podporuje tkanovou regeneraci a udrzuje spravnou
hladinu dusiku v lidském téle [12].

Asparagova kyselina
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Obrazek 14: Strukturni vzorec asparagové kyseliny [46]

Kyselina asparagova se fadi mezi neesencialni aminokyseliny, tudiz kromé pifijmu z potravin ji
organismus je schopen ziskat rozpadem endogennich bilkovin ¢i syntézou z oxalacetétu.
Aspartat vznika transaminacni reakci z oxalacetatu, kde glutamat je zdrojem aminoskupiny,
za pritomnosti pyridoxalfosfatu jako kofaktoru. Tato transaminacni reakce je hlavni
katabolickou cestou kyseliny asparagové. Dal$i moZznosti je vstup pomoci argininsukcinatu
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do ornithinového cyklu. Jedna se o fyziologicky vyznamnou reakci, pfi niz dochazi ke stépeni
na arginin a fumarat. Fumarat pak dale vstupuje do citratového cyklu [24].

Jedna se o kyselou aminokyselinu, ktera ve fyziologickych hodnotach pH obsahuje disociovany
karboxyl. Diky tomu muze vézat kationty a podilet se na tvorb¢ prostorové strukturu proteinti.
Hraje dulezitou roli pfi syntéze purini a pyrimidind. Spole¢né s glutamatem je znama jako
excitaéni aminokyselina v mozku [24].

Pouziva se na vyrobu umélého sladidla zvaném aspartam, ktery se sloZzen pravé z aspartatu
a fenylalaninu. Avsak vzhledem k ¢astym projeviim mnoha nezadoucich uc¢inkl, jako jsou
bolest hlavy, inava, ztrata sluchu, nespavost a slabost, a také rozkladu pfi teplotach okolo 40 °C
za vzniku jedovatého formaldehydu se od jeho pouZiti upousti [24].

Jeji nejvysS$i mnozstvi je obsaZeno v zelenin€. Najdeme ji 1 ve vyzivovych doplicich
pro sportovce, jelikoz zvySuje jejich vytrvalost a fyzickou vydrz. Dale chrani centralni
nervovou soustavu, zvysuje odolnost proti Uinavé a odstraiovanim amoniaku detoxikuje
organismus [26].

2.4 Proteinové dopliiky stravy

Proteinové potravinové dopliiky jsou jednim z nejpopularnéjsich dopliki stravy vitbec. UZivaji
je atleti, rekreacni sportovci i vojaci usilujici o nabrani svalové hmoty, zlepSeni zotaveni
po cviceni a zvysSeni vykonnosti. NejCastéji se vyskytuji ve formé prasku. Jejich piiprava
spoc¢ivd ve smichdni daného mnozstvi prasku s danym objemem vody, ¢imZ zaruci
konzumentovi dany piijem Zivin. Dostupné jsou také ve formé tycCinek, koktejlu, cerealii aj.
Vétsina téchto produktli je vyrobena ze so6jovych nebo araSidovych bilkovin, piipadné
ze syrovatky (mlééné bilkoviny). Zivoéigné proteiny jsou zpravidla mnohem kvalitngjsi
nez proteiny rostlinného piivodu. Jedna se o lukrativni sektor s rapidné rostouci poptavkou
po produktech [47; 48; 49].

2.5 Extrakéni metody pro izolaci proteint

V ramci jiz diive zminované valorizace pSeni¢nych otrub si nelze nepovSimnout zna¢ného
zastoupeni proteint (14-18 %) v nich. Jelikoz se konzumace proteinti, konkrétné proteinovych
doplnkt stravy, stdva ¢im dal vice aktualni nejen mezi profesionalnimi sportovcei, nabizi se
pravé extrakce proteinti z pSeni¢nych otrub. Existuje mnoho pfistupti jejich izolace (extrakce).
Cilem je zpravidla ziskat preparat o vysoké Cistoté. Z tohoto hlediska se rozlisuji dva terminy,
proteinovy koncentrat a proteinovy izolat. Proteinovy koncentrat byl mél obsahovat minimalné
65 % proteint v susing a proteinovy izolat 90 % proteinti v susing [50].

2.5.1 Izolace proteinii alkalickou extrakei

Metoda je zaloZena na rozpustnosti proteinli otrub v alkalickém prostfedi a jejich vysraZzeni
Vv isoelektrickém bodé. Aplikovana byla na ryZzové otruby a ryzovou mouku napiiklad
Vv publikacich [51; 52], u nichz se nachazi rozdily v dobach extrakce a srazeni. Princip vSak
zustava shodny. Otruby se nejprve smichaji s NaOH za pokojové teploty, aby doslo
K rozpusténi proteind, a zcentrifuguji. Supernatant je nasledné vysrazen pouzitim HCIL
V publikaci od Salas-Mellady byla extrakce jednostupnova, oproti tomu v publikaci
od Kumagaie byla dvoustupiiova (precipitat otrub po centrifugaci byl znovu pouzit
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pro extrakci). Po izolaci byl protein v obou ptipadech zlyofilizovan [51; 52]. V ¢lanku od Salas-
Mellady byl ziskan produkt o Cistoté (obsahu proteini) v priméru 59,9 %. V cClanku
od Kumagaie izolovali produkt o Cistoté 84,7 %.

2.5.2 Izolace proteinii degradaci Skrobu

Metoda izolace proteini pomoci degradace skrobu byla popsana v ¢lanku od Kumagaie [52],
kde byla aplikovana na ryzovou mouku. Smés ryzové mouky a tepeln¢ odolnych a-amylaz byla
po dobu 30 minut vystavena teplot¢ 80 °C a pak zahfivana 10 minut pfi teploté 90 °C.
Po poklesu teploty pod 50 °C byla smés zcentrifugovana. Precipitat byl znovu smichan
s tepelné odolnymi o-amylazami, promyt a zlyofilizovan. Cistota lyofilizatu se pohybovala
okolo 78,2 % [52].

2.5.3 Izolace proteini kombinaci fermentace a alkalické extrakce

V publikaci dle Arte [53] byla pouzita extrakce proteint na zakladé fermentace kyseliny mlécné
a alkalické extrakce za snizené teploty. Byla studovéana kombinace bakterii mlééného kvaseni,
enzymu degradujicich bunéfnou sténu a fytazy. Bioproces s fermentaci kyseliny mlécné
a enzymy je efektivnim nastrojem pro zménu slozeni vlakniny a proteinti z obilnych otrub a tim
k celkovému zvySeni nutriéni hodnoty otrub. Vybrana metoda byla nasledné pouzita
i v publikaci od Yilmaz-Turana [54] a spo¢iva v inokulaci pSeni¢nych otrub ve smési s vodou
startovaci kulturou (Florapan 4K). Fermentace probihd po dobu 8 hodin pii 35 °C.
Zfermentovany kal je nasledné pfes noc extrahovan pomoci NaOH pii 4 °C. Po centrifugaci se
Supernatant vysrazi kyselinou chlorovodikovou. Vysledny protein se centrifugaci oddéli,
podrobi dialyze pro odstranéni solnych piimeési a zlyofilizuje. Lze tak ziskat proteinovy izolat
s modifikovanymi chemickymi vlastnostmi o Cistoté okolo 81 % [53; 54].

2.5.4 Izolace proteinii metodou dle Osborna

Dalsi moZnou metodou izolace proteintl je extrakce vyvinutd Osbornem popsana v publikacich
[55; 56]. Metoda byla studovana na ryzové mouce. Ryzova mouka je nejprve odtucnéna
pomoci hexanu a usuSena. Odtuénéna mouka byla extrahovana vodou pti 20 °C po dobu
4 hodin a zcentrifugovdna. Nasledné probihala extrakce pomoci 5% NaCl za stejnych
podminek (20 °C, 4 hod). DalSim krokem extrakce bylo srazeni hydroxidem sodnym na pH 11
(20 °C, 30 min) a 70% ethanolem (20 °C, 4 hod). Kazda z extrakci byla provedena dvakrat,
aby byl vyextrahovan veskery pfitomny protein. Izolovany protein byl nakonec zlyofilizovan.
Cistota izolovaného materialu se pohybovala kolem 78 % [55; 56].

2.6 Lyofilizace

Lyofilizace nebo téZ mrazova sublimace je nejSetrnéj$i susici metodou biologicky vyznamnych
latek. Vysousi se tak latky termolabilni, ve vodném roztoku nestalé ¢i obtizné stabilizovatelné.
Principem je odstranéni vody (nebo jin¢ho rozpoustédla) ze zmrazeného roztoku sublimaci, tj.
fazovym prechodem tuhé latky pifimo ve skupenstvi plynné. Rozpoustédlo sublimuje
za vysokého vakua a nizkych teplot. Proces probihd ve tfech fazich. Prvné dochézi
k namrazovani roztoku na co nejvétsi povrch barnky rotaci v chladici smési pfi teploté asi
-70 °C. Poté zacne evakuovani dokud nevytéka hlavni mnozstvi rozpoustédla. Posledni fazi je
dosusovani pii ponékud vyssi teploté. Pii lyofilizaci nedochazi k pfesouseni a tim k denaturaci
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materialu, jelikoz si produkt ponechédva sviij nezbytny obsah vody. Lyofilizaty jsou velmi kypré
a nerozkladaji se samovolné, protoze nizka teplota zastavuje enzymatické pochody. Mrazova
sublimace se v laboratofich pouZziva nejcastéji na roztoky bilkovin, sér, antigend, bakterialni
kultury, histologické preparaty i celé organy [57; 58].

2.7 Instrumentalni metody vyuZivané pri analyze proteinovych dopliki stravy

Instrumentalni metody Ize rozdélovat do nékolika kategorii podle riznych hledisek. Jednou
Z moznosti je podle toho, zda analyzujeme organicky nebo anorganicky materidl. V ptipade,
7e se jedna o anorganickou slou¢eninu, zpravidla tyto latky analyzujeme ve formé iontd. Cast
z nich se v iontové formé vyskytuje, zbylou ¢ast je mozné snadno na ionty pievést. V daném
materialu mohou byt pfitomny kterékoliv prvky periodické soustavy. Jestlize pouhd analyza
iontll neni dostacujici, pristupuje se dale k analyze prostorového uspotadani (hlavne u vzorkt
tuhého charakteru) [59].

V organickych materidlech se zpravidla vyskytuji hlavné prvky jako uhlik, vodik, kyslik
a dusik, mén¢ Castéji pak sira, fosfor, kiemik a halogeny. Pro charakterizaci takového materialu
nestac¢i pouhd elementarni analyza (zjisténi druhu a obsahu ptitomnych prvki), ale je potieba
se zabyvat téz strukturni analyzu a pifipadné stanovenim fyzikalnich konstant. Bude tak
zajisténa presngjsi charakterizace a identifikace slouc¢eniny. Organické latky se mohou lisit jen
ve své molekulové struktute, zatimco chemické slozeni zlstava stejné. Nastava to z divodu
riznych vazebnych schopnosti uhliku a nékterych jinych prvka [59].

Déle pak d€lime instrumentélni techniky dle principl, na kterych jsou jednotlivé metody
zaloZeny. Nejedna se tedy o homogenni obor. Prvni skupinou jsou metody elektrochemicke,
pfinichz dochdzi k pfenosu elektrického ndboje pies fazové rozhrani a transportu nabitych
gastic v roztoku. Radi se sem potenciometrie, konduktometrie, dielektrimetrie, polarografie,
coulometrie a elektrogravimetrie. Druhou skupinou jsou optické metody, které jsou zalozeny
na interakci elektromagnetického zafeni s hmotou. Hmota je zde zdrojem zafeni. Patfi sem
metody emisni, absorpéni, refraktometrie, interferometrie, polarimetrie, radiometrie,
rentgenova spektralni analyza, nuklearni magneticka rezonance a hmotova spektroskopie. Treti
jsou metody termické analyzy, kde se studuji pochody pti zahtivani nebo ochlazovani tuhych
a kapalnych vzorkii. Jsou to naptiklad diferenc¢ni termicka analyza, termogravimetricka
analyza, termické dilatometrie a enthalpiometrie. Posledni skupinou jsou separacni metody,
jez krom¢ analytické funkce plni i funkci preparace na Cisté latky. Jedna se zejména
0 chromatografii, elektroforézu a hmotnostni spektrometrii [60].

2.7.1 Infracervena spektroskopie

Jedna se o rychlou a citlivou nedestruktivni metodu (analyzovany material zlstava
V neposkozeném stavu), pti niZ dochazi k interakci mezi elektromagnetickym zarenim a danym
vzorkem. Touto metodou lze ziskat informace jak o sloZeni vzorku, tak i 0 jeho molekulové
struktufe. Rozsah vlnovych délek infra¢erveného elektromagnetického zareni je roven 800 nm
az 0,5 mm, ¢imz zapada do oblasti mezi zafeni viditelné (380—780 nm) a zafeni mikrovinné
(0,4 mm-15 cm). Podle vinovych délek zafeni se d€li na dalekou (FIR = far infrared), stiedni
(MIR = middle infrared) a blizkou (NIR = near infrared) infraervenou spektroskopii. V praxi
se nejvice vyuziva oblast stiedni, kde absorpci energie pro ni charakteristické zpisobi zmény
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rotaénich i vibra¢nich stavii molekul. Tyto rota¢ni a vibra¢ni ptfechody tvoifi podstatu
infraCervené spektroskopie. Mohou byt vibracni, rotacni ¢i kombinované vibracné-rotacni.
Pro praktické vyuziti hraji dilezitou roli hlavné c¢isté vibra¢ni a kombinované piechody,
protoze Cisté rotacni jsou typické pro vzdalenou infracervenou a piipadné mikrovinnou oblast
[61].

Zmeény vibracnich a vibra¢né-rotacnich stavii molekul se projevuji ve spektrech jako absorpéni
pasy. VInoctem (pfevracena hodnota vinové délky zareni) a intenzitou absorpce (vyjadfovana
absorbanci nebo transmitanci) jsou definovany absorp¢ni pasy. Vibracemi se rozumi zmény
délek a uhlt vazeb mezi atomy v molekulach. Vazby jsou tedy pruzné a jejich viditelnost
Vv infracerveném spektru je podminéna zménou dipdlového momentu. RozliSujeme dva druhy
vibraci podle toho, zda se méni délka vazeb mezi atomy — vibrace valen¢ni nebo valen¢ni
uhly — vibrace deformacni. Molekuly mohou vibrovat vice zptisoby. Pro kazdy zptisob maji pak
svij charakteristicky absorp¢ni pas. Kazda latka ma své specifické spektrum, pomoci jehoz lze
tuto latku urcit. Spektrum neznamé latky je mozné porovnat se spektry z atlasi ¢i knihoven,
avsak zde je nutné analyzu provést stejnou technikou za stejnych podminek jako v pripadé
porovnavanych spekter. Druhou moznosti je zjisténi pfitomnosti funkénich skupin, které se
ve spektrech riznych latek projevuji velmi podobné. K tomu postacuji tabulky, v nichz je
zminéna poloha a intenzita absorp¢nich past danych funkénich skupin v infracerveném spektru
[61].

2.7.2 ICP-OES

Opticka emisni spektrometrie se fadi mezi nejcitlivéjsi a nejselektivnéjsi metody pro stanoveni
elementéarniho sloZeni vzorku. Je velmi univerzalni a jednoducha, dosahuje velmi nizkych mezi
detekce aje schopna spolehlivé identifikovat a kvantifikovat az 45 prvki. Opticka
spektrometrie s indukéné vazanym plazmovym vybojem (ICP-OES) jakoZzto budicim zdrojem
méti optickou emisi vzorkid. Tyto vzorky jsou do plazmatu pfivadény jemné rozptylené
ve formé aerosolu. Teplota plazmatu, jez je tvotfeno proudem argonu za atmosférického tlaku,
se obvykle pohybuje v rozmezi 5 000 az 10 000 K. Zde dochazi k vypaieni, G¢inné atomizaci
aexcitaci vetSiny prvkl. Potiebnd energie je doddvdna indukéné radiofrekvenénim
elektromagnetickym polem [62]. Schematické znazornéni je vyobrazeno na obrazku 15.
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Obrazek 15: Schéma ICP-OES [63]

ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry) je komeréné
pouzivand jiz od roku 1974. Diky své spolehlivosti, mozné analyzy mnoha prvki a vysokému
vykonu se stala také Siroce vyuzivanou metodou jak pro rutinni vyzkumy, tak 1 pro vysoce
specifické analyzy [64].

2.8 Metody slouzici k charakterizaci proteinovych dopliika stravy
2.8.1 Kjeldahlova metoda

Kjeldahlova metoda je rozsifenou technikou pro méfeni obsahu dusiku v potravinach, napojich
(plivodné byla vyvinuta na pouziti v pivovarnictvi), masu, zemédelskych produktech,
krmivech, odpadu, pfirodnich pramenech, pldé¢, biologickych materidlech, mlé¢nych
vyrobcich, octu, farmaceutickych produktech a mnohych dalSich. Sklada se ze tii krokli. Prvnim
je mineralizace vzorku obsahujici dusik, kterd se provadi digesci kyselinou sirovou
za ptitomnosti katalyzatoru a zpisobuje konverzi dusiku na kation amonny. K urychleni trvani
reakce je vétSinou pouzivana smeés siranu sodného, siranu rtutného, siranu méd’natého, selenu.
Siran sodny zvySuje bod varu kyseliny sirové a ostatni slozky piisobi jako katalyzétor.
Mineralizace se provadi v rozmezi teplot 360—410 °C a povazuje se za ukoncenou, jakmile se
roztok vyjasni za uvolnéni par. V druhém kroku pfidanim hydroxidu sodného (zvySeni pH)
dochdzi k transformaci kationtli amonnych na samotny amoniak, destilaci amoniaku vodni
parou a jimani amoniaku do kyselé pifedlohy. Jako ptedloha se pouziva kyselina
chlorovodikova, kyselina sirova nebo kyselina trihydrogenborita. Tretim, a zaroven poslednim,
krokem je titrace ziskané¢ho destilatu v ptedloze silnou bdzi. Vyhodou jiméani amoniaku
do predlohy s kyselinou trihydrogenboritou je potieba jen jednoho standardizovaného roztoku
(HCI nebo H2SOg jako titra¢ni ¢inidlo) a pfimé ziskani vysledki. Pokud piedloha obsahuje
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silnou kyselinu, jsou nutné dva standardizované roztoky, coz je titra¢ni ¢inidlo (NaOH) a silna
kyselina do piedlohy. V tomto druhém ptipadé vysledky obdrzime nepiimo. Pii titraci se
vyuziva vizualniho indikatoru. Ovéfenym indikatorem je Tashirtv indikator, coz je smes
methylové Cervené a methylové modie v poméru 2:1. K barevnému piechodu mezi zelenou
a fialovou dochazi pti pH hodnoté 5,2 [65].

2.8.2 Hartree-Lowryho metoda stanoveni proteini

Hartree-Lowryho metoda je jednim ze zplsobii stanoveni celkového obsahu proteini
ve vzorcich. Jedna se o standardni casto volenou metodu, protoze Se pii jejim pouziti specificka
absorbance proteinit vyznamné neméni a Beeriv zakon je dodrzovan v Sirokém rozsahu.
Citlivost metody se pohybuje okolo 0,9 pg/ml [66]. Principem tohoto modifikovaného
stanoveni je reakce peptidovych vazeb proteinii sionty médi a reakce mezi Folin-
Ciocalteautovym c¢inidlem a aromatickym kruhem pfitomnych aromatickych aminokyselin.

Celd reakce vytvoii na konci tmavé modry stabilni komplex, ktery lze zanalyzovat
pii 650-750 nm [67].

2.8.3 Analyza profilu aminokyselin

Pro analyzu a separaci aminokyselin bylo vyvinuto jiz nékolik chromatografickych
a elektroforetickych metod. Vzorek musi projit nejprve hydrolyzou, poté derivatizaci a teprve
pak jde k detekci. Nejvice pouzivané chromatografické metody 1ze rozdélit do dvou skupin a to
zpodle toho, zda dochazi k derivatizaci volnych aminokyselin  pfed kolonou
nebo az za kolonou. Z historického hlediska derivatizace za kolonou byla vyvinuta jako prvni.
Zahrnuje separaci rezidui na katexové kolong, po niz nasleduje reakce eluatu s chromoforem
nebo fluoroforem. V pted-kolonovém uspofadani dochazi prvné k derivatizaci aminokyselin
hydrolyzatu a az potom k jejich separaci na HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography) kolon¢ s obracenymi fazemi [68].

Po-kolonové uspofadani ma vyhodu chromatografické separace interferujicich latek
pfed uskutecnénim reakce. Toho se vyuzivd hlavné pfi analyze nezndmého komplexniho
materidlu. Iontoménicové kolony obecné vydrzi déle a umoZznuji separaci vét§iho mnozstvi
homologi aminokyselin. Na druhou stranu toto uspofadani vyzaduje on-line reaktor, ktery sice
dodava systému komplexnost, ale zplsobuje rozSifovani pikli a Sum baseliny. Separace
na iontoménicich je vhodnou volbou pro separaci velkého mnozstvi aminokyselin najednou
(okolo 40 aminokyselin a homologli). Tato metoda je hojn¢ vyuzivana pro separaci
aminokyselin a jejich derivatl ve fyziologickych tekutinach [68].

Rozliseni kolon s obracenymi fazemi je velmi vysoké a doba separace mnohem Kkrat$i
ve srovnani s iontoméni¢ovou chromatografii. Vykon kolon s obracenymi fazemi muize byt
vSak rozliSny, ztraci rozliSeni a vytvaii protitlak rychleji nez iontoménic¢ové kolony. Tato
metoda je vhodnd pro separaci menSiho mnozstvi aminokyselin najednou (okolo 20
aminokyselin) [68].
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2.8.4 Karl-Fischerova titrace pro stanoveni obsahu vody

Tuto titracni metodu pro stanoveni obsahu vody vynalezl v roce 1935 némecky védec Karl
Fischer a pozdéji byla modifikovana Smithem, Bryantem, Mitchellem a Scholzem [69]. Reakce
probiha ve dvou krocich podle nasledujiciho schématu [70]:

(1) CH3OH + SO, + RN -> (RNH)SOsCHs
(2) H20 + Iz + (RNH)SOsCHs + 2RN -> (RNH)SO4CHs + 2(RNH)I (kde R = baze)

Existuji dvé techniky stanoveni vody podle Karl Fischera: volumetrické a coulometricka titrace.
Volumetricka titrace je vhodna zejména pro vzorky obsahujici minimalné 1 % vody. VVzorek se
rozpousti Karl Fischerové rozpoustédle (obvykle na bazi methanolu). Jod je pfidavéan jako
soucast Karl Fischerova reagentu, jez se skldda z oxidu sifi¢itého a jodu rozpusténého ve smési
pyridinu a methanolu. Konec titrace je méfen potenciometricky. Coulometricka titrace
vyzaduje pouze jeden roztok, jehozZ soucésti je anion jodu. Jod je produkovéan pomoci anodické
oxidace jodidu z roztoku. Konec titrace je méfen elektrochemicky. Je vhodna pro vzorky
s obsahem vody do 1 % [69].

Karl Fischerova titrace se pouziva v Sirokém rozmezi riznych primyslovych odvétvi. Jedna se
o piimé stanoveni obsahu vody se spolehlivymi vysledky. V potravinaistvi se pomoci ni
detekuje mnozstvi vody v ovocnych dzusech, medu, mouce, téstovin, bramburek, kakau,
Vv petrolejovém pramyslu ve vSech druzich olejl, benzinu, petroleji, v kosmetickém pramyslu
v Samponech, krémech, zubnich pastach, ve farmaceutickém primyslu v surovych materialech,
tabletach, lyofilizatech aj [69].

285 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) je analytickou metodou, pomoci niz Ize
kvantitativné stanovit rizné antigeny, napiiklad lepek. Existuje nékolik variant této metody.
Princip vsSak zlistava stejny. Antigen nebo protilatka je zakotvena (adsorpci nebo kovalentni
vazbou) nanerozpustném nosi¢i, kterym byva zpravidla povrch reakéni nadobky
¢i mikrotritracni desticky. Dochéazi zde ke specifické interakci antigenu a protilatky,
kdy na jednoho z téchto partnert je kovalentné navazan enzym (nejCastéji peroxidasa
nebo alkalicka fosfatasa). Do reakéni smési je ptidan substrat, ktery je ptisobenim katalyzatoru
pfeveden na barevny produkt. Tento produkt je poté zméfen spektrofotometricky. Zméfena
koncentrace produktu je pak pfimo tmérna koncentraci antigenu nebo protilatky ve vzorku
[71].
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Obrazek 16. Priklad primého stanoveni — metoda ELISA [72]
2.8.6 Biologické testovani proteinii

Metody testovani potravinovych proteint se rozdéluji do dvou kategorii na in vivo a in vitro
zkousky. Nejlep$im zplsobem zkouméni kvality proteinli by bylo samoziejmé testovani
na ¢loveéku, avsak cena i €as to zakazuji. Velmi rozsifeny jsou metody in vivo vyuzivajici krysy.
Metody in vitro jsou preciznéj$i a z ¢asového hlediska vyhodnéjsi, tedy rychlejsi, ve srovnani
s metodami in vivo. Vztahu in vitro metod k metodam in vivo musi byt podrobné porozuméno
a musi byt pouzitelné pro Siroké spektrum proteinti ptitomnych potravinach a potravinovych
produktech [73].

Testovani u lidi

Kvalitu proteini je velmi obtizné definovat pfesné, jelikoz to zavisi jak na aminokyselinovém
profilu, stravitelnosti tak na sloZzeni a adekvatnosti stravy jako takové a navyzive,
fyziologickém a zdravotnim stavu konkrétniho jedince. VétSina testovani proteinti u lidi sleduje
balanci dusiku. Tato data se pak dale pfevadi na standardizaci testd na krysach. Stravitelnost
proteinli je ovliviiovana strukturou a schopnosti asociace s jinymi sloZzkami potraviny

(napt. s lipidy) [73].

Stanoveni stravitelnosti in vitro

Ve srovnani s testovanim na krysach jsou metody in vitro méné naro¢né na ¢as 1 mnozstvi
vzorku. MlzZe byt tak testovdno vice vzorkii soubéZzné. Vyhodou metod in vitro je, Ze neni
potieba specidlnich povoleni ¢i licenci. VeSkeré in vitro metody pro stanoveni stravitelnosti
potravin jsou zaloZeny na pouziti enzymd, které jsou pfirozené piitomné v gastrointestinalnim
traktu. Dulezita je simulace fyziologickych podminek [73].

Publikovano bylo n€kolik metod stanoveni stravitelnosti proteind. Jednou z nich bylo testovani
proteinovych koncentrati pfitomnych v listech rostlin. Tato in vitro stravitelnost pomoci
inkubacnich technik enzymu pepsin/trypsin byla srovnatelna se stravitelnosti s vyuzitim krys.
Celkova inkubace trvala asi 40 hodin a naro¢nost metody byla vyssi. Slibnou technikou pak je
vyuziti pisobeni komeréné dostupnych pankreatickych enzyml na smés proteinii ve vodé
pfi pH 8. Byla monitorovana zména pH zhruba po kazdych 10 minutich. Tato metoda dostala
rovnocenné vysledky pro 23 z vétsi ¢asti rostlinnych proteint s vysledky testovani na krysach
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[73]. Citlivost proteinil k proteolyze Ize testovat také procedurou, ktera spociva ve dvoufazové
digesci proteinli enzymy pepsin a pankreatin, jez imituji traveni v zaludku a tenkém strevu.
Obsah zbylych nestravenych proteind 1ze poté analyzovat napt. metodou dle Kjeldahla [74].

2.9 Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyza rozptylu, zkracen¢ ANOVA (Analysis of Variance), se pouziva k separaci ziskanych
dat do skupin souvisejicich s riznymi faktory dat a jejich vzajemnych interakci. Metoda je
zaloZena na zjist'ovani vlivii riznych faktort (nezavislych proménnych) na sledovanou veli¢inu
(z&vislou proménnou), jejiz hodnoty kolisaji s variabilitou téchto faktorii. Celkovy rozptyl dat
je nutno rozd¢lit na skupiny, které maji znamé zdroje variability, a na skupinu neobjasnénou.
Je ptedpokladana hypotéza Ho, jejiz pravdivost je posuzovana oproti alternativni hypotéze Hi.
Zakladem této statistické metody je pocitani testovaciho kritéria F, které porovnava pramerné
hodnoty jednotlivych skupin a testuje, jestli se lisi diky piisobeni pfirozené variability nebo
vlivem studovaného faktoru. Vypoctend F hodnota se srovnavéd s tabelovanou kritickou
hodnotou F. V ptipadé, ze je vypoctena F hodnota vétsi nez kritickd hodnota F, nulova hypotéza
je zamitnuta. Zda hypotéza Ho plati je hodnoceno také pomoci tzv. p-hodnoty, kterou lze
definovat jako nejmensi hladinu vyznamnosti testu, pfi niz se hypotéza Ho jesté zamita. Tato
hodnota byva zpravidla pfirovnavana ke stanovené hladiné vyznamnosti a. Pokud je p-hodnota
mensi nez a, hypotéza Ho se zamita. Na zaklad¢ pravdivosti jedné z téchto hypotéz 1ze zhodnotit
vyznamnost jednotlivych zdrojii variability v datech. Podle poc¢tu nezavislych proménnych
ovlivitujicich zavislou proménnou se jednd bud’ o metodu jednorozmérnou (ANOVA) majici
jednu nezavislou proménnou a nebo vicerozmérnou (MANOVA) [75; 76; 77; 78].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a zatizeni
3.1.1 Pomicky

Bézné laboratorni sklo (Simax), Biichnerova nalevka, filtra¢ni papir (150 mm, Whatmann
Schlackech a Schnele), plastové zkumavky se zavitovym uzévérem 50 ml, pH papirky,
automatické pipety (Thermo Scientific), plastové $picky, plastové centrifugaéni zkumavky 50
a 250 ml

3.1.2 Chemikalie

Demineralizovana voda, hexane pure (Lach-Ner, s. r. o., CR), hydrogenfosfore¢nan sodny p. a.
(LACHEMA a. s., CR), dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Lach-Ner s.r.o., CR),
ethanol absolutni 99,8% HPLC ¢istota (Fisher Scientific, UK), pepsin from porcine gastric
mucosa (Sigma, SRN), pankreatine from porcine pancreas (Sigma, SRN), NaOH perly p.a.
(Lach-Ner, s. 1. 0., CR), H2S04 96% (analytika, spol. s r.0., CR), HCI 36% Analpure (analytika,
spol. s r.0., CR), substrat, konjugat, stop solution, promyvaci roztok (RIDASCREEN® Gliadin
competitive, R7021), Folin & Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-Aldrich, SRN), Hydranal™
Solvent (Honeywell), methyl alcohol 99,93% A.C.S. HPLC grade (Sigma-Aldrich, SRN)

3.1.3 PSeni¢né otruby

PSeni¢né otruby byly poskytnuty spolecnosti Mlyny J. Vozenilek, spol. s r. 0. z Pfedméfic
nad Labem, Ceské republika. Byly ziskany z piettidénych obilnych zrn. Material se skladal
zejména z vnéjSich vrstev zrna a dalSich ¢asti zrna s vyjimkou endospermu. Maximalni vlhkost
otrub je 15 % a obsah surové vlakniny je asi 8 %. Otruby byly skladovany pii pokojové teploté.

3.1.4 Pristroje

Ttepacky (GFL 3006), analytické vahy (KERN ABJ), piedvazky (KERN 440-47 N), centrifuga
vysokorychlostni chlazena (HERMLE), ICP-OES (Horiba Jobin Yvon, typ Ultima 2), pH metr
(HANNA instruments, HI 221 Calibration Check Microprocessor pH Meter), lyofilizator
(LABNOCO, Freeze Dry system/Freezone 4.5) s vakuovou pumpou (BIOTECH, RZ 6),
magneticka michacka s vyhtivanim (Heidolph, MR Hei-Standard), HPLC (Agilent Infinity
s DAD detektorem)

3.2 Optimalizace procesu izolace proteinu

Izolacni proces byl inspirovan metodou izolace proteinti Z ryzovych otrub popsanou v publikaci
Piotrowitze a Salas-Mellady [51]. Bylo testovano nékolik faktorti potencialné ovliviiujicich
vytéznost a Cistotu extrahovaného proteinu. Mezi tyto faktory patii vicestupniova extrakce,
mnozstvi pouzitého extrak¢niho Ccinidla, teplota ahodnota pH pfisrazeni ¢i precisténi
vysrazenych proteint. Mimo samotny postup extrakce proteini byl studovan i vliv ptedupravy
pSeni¢nych otrub (jakozto vychoziho materialu), konkrétné jejich mleti a odtucnéni. Vysledny
proteinovy lyofilizat, izolovany za optimalnich podminek, byl nakonec charakterizovan
z fyzikélniho 1 chemického hlediska.
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3.2.1 Vychozi postup extrakce proteini

Navazka 60 g odtuénénych otrub v centrifugac¢nich zkumavkach smichana s 480 ml vody, 18 ml
IM NaOH a promichana (10 min, 250 rpm). pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na 11
az 11,5. Obsah promichan (20 min, 250 rpm) a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C, 20 min).
Supernatant 1 byl dekantaci odd€len od sedimentu 1 a uchovan. Sediment 1 byl smichan
s 480 ml vody a 1M NaOH upraven na pH 11 az 11,5. Smé&s byla promichana (15 min, 250 rpm)
a zcentrifugovana (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Supernatant 2 byl oddélen dekantaci
od sedimentu 2 a uchovan. Sediment 2 byl smichan s 480 ml vody a pH upravenona 11 az 11,5
pomoci 1M NaOH. Smés byla promichana (15 min, 250 rpm) a zcentrifugovana (6870 rcf,
20 °C, 20 min). Supernatant 3 byl dekantaci oddélen od sedimentu 4. Supernatanty 1, 2 i 3 byly
srazeny pii pH 4 pouzitim 1M H2SO4 a zcentrifugovany (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Dekantaci
supernatantu byl ziskan sediment proteint. Izolované proteiny byly podrobeny lyofilizaci
(viz kapitola 3.2.8). Mnozstvi proteini bylo méteno Hartree-Lowryho metodou (viz kapitola
3.4.1) a vyjadieno v mg proteinu/g otrub.

3.2.2 Vliv mleti otrub na vytéZnost proteinti

V ramci experimentli byl studovan vliv mleti otrub na vytéznost proteinti. Nativni pSeni¢né
otruby byly namlety pomoci elektrického mlynku na zrnkovou kavu. Paralelné s namletymi
otrubami se pii extrakénim procesu pracovalo téZ s otrubami nativnimi (bez jakychkoliv prav).
Navazka 2,5 g pSeniénych otrub byla v centrifuga¢nich zkumavkach smichana s 20 ml
vody, 0,4 ml 1M NaOH a promichana (10 min, 250 rpm). Nasledné bylo upraveno pH na 11
az 11,5 pomoci 1M NaOH a obsah promichdn (20 min, 250 rpm). Poté byla provedena
centrifugace (6870 rcf, 20 °C, 20 minut). Supernatant 1 byl oddélen od sedimentu 1 dekantaci.
Supernatant 1 byl uchovan pro dals§i méfeni. Sediment 1 byl smichan s 20 ml vody a pH
upraveno na 11 az 11,5 pomoci IM NaOH. Obsah byl promichan (15 min, 250 rpm)
a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Supernatant 2 byl od sedimentu 2 oddélen dekantaci
a uchovan pro dalsi méfeni. Sediment 2 byl smichan s 20 ml vody a 1M NaOH bylo upraveno
pHna 11 az 11,5. Smés byla promichana (15 min, 250 rpm) a zcentrifugovana (6870 rcf, 20 °C,
20 min). MnozZstvi proteini bylo ve vSech tfech frakcich supernatanti determinovéano
spektrofotometricky Hartree-Lowryho metodou (viz kapitola 3.4.1) a je vyjadieno
Vv mg proteinu/g otrub. Veskeré experimenty byly provedeny v duplikatu.

3.2.3 Vicestupiova extrakce proteint

V ramci experiment byl studovan vliv vicestupniové extrakce na vytéznost proteint.
Vicestupniové extrakce proteint byla testovana jak na nativnich, tak na namletych otrubéach.
Navazka 2,5 g otrub byla smichana s 20 ml vody, 0,4 ml 1M NaOH a promichana (10 min,
250 rpm). Nasledné bylo upraveno pH na 11 az 11,5. Obsah byl michan (20 min, 250 rpm)
a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Dekantaci byl supernatant 1 oddélen
od sedimentu 1 a uchovan. Sediment 1 byl smichan s 20 ml vody a pomoci 1M NaOH pH
upravenona 11 az 11,5. Smés byla promichédna (15 min, 250 rpm) a zcentrifugovéana (6870 rcf,
20 °C, 20 min). Supernatant 2 byl dekantaci oddélen od sedimentu 2 a uchovan. Sediment 2 byl
smichan s 20 ml vody a pH upraveno na 11 az 11,5. Smés byla promichana (15 min, 250 rpm)
a zcentrifugovana (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Supernatant 3 byl dekantaci oddélen
od sedimentu 3 a uchovan. Mnozstvi proteintt bylo v supernatantech 1, 2 i 3 zméfeno
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spektrofotometricky Hartree-Lowryho metodou pii 650 nm (viz kapitola 3.4.1). Experimenty
byly provedeny v duplikatu.

3.2.4 Vliv odtu¢néni na vytéZnost proteinii a Cistotu lyofilizatu

Déle byl studovan vliv odtu¢néni otrub na vytéznost proteint a Cistotu lyofilizatu. Postup
odtu¢néni vychazel z publikace Piotrowitze a Salas-Mellady [51]. Testovany byly tii rizné
teploty odtucnovani a to 30, 45 a 60 °C. Navazka 100 g pSenicnych otrub byla smichana
S 458 ml hexanu. Smés byla michana po dobu 30 minut pfi teploté 30 °C a poté zfiltrovana
ptes Bilichnerovu nalevku za normalniho tlaku. Filtraéni kola¢ odtu¢nénych otrub byl ususen
volné za laboratornich podminek. Shodnym postupem byly experimenty provedeny pro teploty
odtucnéni 45 a 60 °C. Takto pfipraveny materidl byl extrahovan dle postupu popsané¢ho
v kapitole 3.2.1.

3.2.5 Optimalizace poméru otrub a extrak¢niho ¢inidla

V ramci optimalizace extrakéniho procesu byl studovan vliv poméru otrub a extrak¢éniho ¢inidla
na vytéznost proteinl. Zvoleny byly 4 poméry ato 1:8, 1:15, 1:20 a 1:25 (otruby:¢inidlo).
Navazka 2,5 g byla smichana svodou v daném poméru, s 1M NaOH (0,4az15 ml)
a promichana (10 min, 250 rpm). Nésledné bylo upravena hodnota pH na 11 az 11,5 a smés
michéana (20 min, 250 rpm). Centrifugaci (6870 rcf, 20 °C, 20 min) byly ziskdny supernatant 1
a sediment 1, jez byly od sebe separovany dekantaci. Supernatant 1 byl uchovan. Sediment 1
byl smichan s vodou v daném poméru a 1M NaOH na pH 11 az 11,5 a promichan (15 min,
250 rpm). Smés byla zcentrifugovéana (6870 rcf, 20 °C, 20 min) a supernatant 2 byl uchovan.
Sediment 2 byl smichan s vodou v daném poméru a pH upraveno pomoci 1M NaOH na 11
az 11,5. Smés byla promichana (15 min, 250 rpm) a centrifugovana (6870 rcf, 20 °C, 20 min).
Supernatant 3 a sediment 3 byly separovany dekantaci. Supernatanty 1, 2 1 3 byly nasledné
zmé&feny spektrofotometricky metodou dle Hartree-Lowryho (viz kapitola 3.4.1). Experimenty
byly provedeny v duplikatu.

3.2.6 Optimalizace teploty pri srdZeni proteint

Pro studium vlivu teploty pfi srdZeni proteinu na vytéZnost produktu byly zvoleny teploty
-20 °C, 4 °C a laboratorni teplota. Pro tyto pokusy byl pouzit supernatant 1 (pomér 1:15)
ziskany z experimenti popsanych v kapitole 3.2.5. V 10 ml supernatantu bylo upraveno pH
pomoci 1M H2SO4 na hodnotu 4 (£0,05) a vzorek byl uchovan pti -20 °C, 4 °C nebo laboratorni
teploté¢ po dobu 1 hodiny. Vzorky v kapalné formé byly poté zcentrifugovany (6870 rcf,
20 min). Po dekantaci supernatantu byly sedimentované proteiny zlyofilizovany (viz 3.2.8)
a zméteny spektrofotometricky Hartree-Lowryho metodou (viz 3.4.1). Experimenty byly
provedeny v duplikatu.

3.2.7 Optimalizace pH p¥i sraZeni proteini

Pro studium vlivu pH pfi sraZeni proteini na vytéznost byl pouZit supernatant 1 (pomér 1:20)
ziskany z ptedchozich experimentt (viz 3.2.5). Byly testovany hodnoty pH 3, 4 a 5. 10 ml
supernatantu bylo okyseleno 1M H2SO4 na pH 3, 4 nebo 5 (+0,05). Byla provedena centrifugace
(6870 rcf, 20 °C, 20 min), sedimentované proteiny byly zlyofilizovany (viz 3.2.8) a zméteny
spektrofotometricky metodou dle Hartree-Lowryho (viz 3.4.1). Experimenty byly provedeny
Vv duplikatu.
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3.2.8 Lyofilizace

Finalni upravou vyextrahovaného proteinového izolatu byla lyofilizace. Pfed samotnou
lyofilizaci byly vzorky zmrazeny na -80 °C. Lyofilizace probihala po dobu 72 hodin pii tlaku
133-107 mbar a teploté -50 °C.

3.3 Findlni experimentalni postup extrakce za optimalnich podminek

Na zakladé experimentii byly definovany optimalni podminky pro izolaci proteind a jejich
Cistotu, které jsou popsany nize. PSeni¢né otruby (76 g) byly namlety elektrickym mlynkem
na zrnkovou kavu, smichany s 350 ml hexanu a michany na magnetické zahtivaci michacce
(30 min, 45 °C). Otruby byly usuSeny volné na vzduchu pii laboratorni teploté. Navazka 40 g
takto odtu¢nénych otrub byla smichana s 600 ml vody (v poméru 1:15),16 ml 1M NaOH
a promichana (10 min, 250 rpm). Pomoci 1M NaOH bylo upraveno pH na 11 az 11,5. Smés
byla promichana (20 min, 250 rpm) a zcentrifugovana (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Supernatant 1
byl dekantaci oddélen od sedimentu 1 a uchovan. Sediment 1 byl smichan s 600 ml vody a pH
upraveno na 11 az 11,5 pomoci 1M NaOH. Obsah byl promichan (15 min, 250 rpm)
a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C, 20 min). Supernatant 2 byl dekantaci oddélen od sedimentu 2
a uchovan. Sediment 2 byl smichan s 600 ml vody a pH upraveno na 11 az 11,5 pomoci
1M NaOH. Obsah byl promichan (15 min, 250 rpm) a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C, 20 min).
Supernatant 3 a sediment 3 byly od sebe odd€leny dekantaci. Supernatanty 1, 2 i 3 byly
vysrazeny pii pH 3 a laboratorni teploty pomoci 1M H2SO4. Byla provedena centrifugace
(6870 rcf, 20 °C, 20 min). Izolovany proteinovy sediment byl zlyofilizovan (viz 3.2.8)
a charakterizovan (viz kapitola 3.4).

36



nativni

otruby — mleti — | odtu¢néni (45 °C) | — suSeni
namleté
— —
dtuénéné supernatant 1 rotein
© Orrzrt‘)‘;ne pH11-115 | P pH3| P
!
sediment 1 - supernatant 2 - rotein Iyofilizace,
_)
pH11-115 P pH 3 P charakterizace
!
— —
iment 2 rnatan rotein
sediment oH 11115 supernatant 3 oH 3 protei
!
sediment 3

Obrdzek 17: Schéma experimentu

3.4 Chemicka a fyzikalni charakterizace vzorku
3.4.1 Spektrofotometrické stanoveni proteinii Hartree-Lowryho metodou

Proteiny byly analyzovany jak v kapalnych extraktech, tak v lyofilizatech. V ptipadé¢ méteni
zlyofilizovaného vzorku, byla navazka 0,0256 g prevedena do odmérné baiiky o objemu 25 ml
a doplnéna vodou po rysku. Bylo upraveno pH na 11 az 11,5 pomoci 1M NaOH. Jednalo-li se
o méfeni piimo supernatantu z extrakéniho postupu, byl supernatant ziedén desetkrat. Déle byl
postup shodny pro obé& skupiny vzorku. Byl odebran 1 ml roztoku do zkumavky, smichan
s 0,9 ml ¢inidla A a inkubovan ve vodni 1azni (10 min, 50 °C). Vzorky byly nésledné ochlazeny
na laboratorni teplotu. Poté bylo pfidano 0,1 ml ¢inidla B, promichano a inkubovéano (10 min,
laboratorni teplota). Po inkubaci byly do zkumavky pfidany 3 ml ¢inidla C, obsah promichan
a inkubovén ve vodni ladzni (10 min, 50 °C). Nakonec byly vzorky ochlazeny na laboratorni
teplotu a jejich absorbance zméfena pti 650 nm.

3.4.2 Prvkova analyza lyofilizatu

Prvkové slozeni proteinového izolatu vyextrahovaného optimalizovanym postupem bylo
analyzovéano pomoci ICP-OES (emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem). Byly
stanovovany vybrané makroprvky (Ca, K, Mg, Na) a mikroprvky (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
P, Pb, Zn). Navazka 100 mg lyofilizatu byla smichana s 0,9 ml 1M NaOH a v odmérné barice

37



(25 ml) doplnéna vodou. Mnozstvi sodiku ve vzorku bylo stanoveno v prostiedi deionizované
vody. Takto pfipravené roztoky byly prefiltrovany do vialek a proméfeny na pfistroji Horiba

Jobin Yvon, typu Ultima 2. Parametry méfeni jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Parametry méteni

Makroprvky Mikroprvky
Vykon 1200 1400 w
Otacky pumpy 15 18 ot/min
Pratok plazmového plynu 14 14 I/min
Prutok stiniciho plynu 0,8 0,5 I/min
Tlak zmlzovace 3 3 bar

3.4.3 Stanoveni profilu aminokyselin v lyofilizatu

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni aminokyselin v lyofilizatu bylo provedeno pomoci HPLC
s DAD detekci pfi 338 nm. Vzorek byl derivatizovan pomoci OPA (o-phthalaldehyde).
Separace byla provedena pomoci gradientové eluce smési mobilni faze A (40 mM NaHPO4
pH 7,8) a mobilni faze B (ACN:MeOH:voda, 45:45:10, v/v). Nastaveni pfistroje je uvedeno
v tabulce 3, vlastnosti kolony v tabulce 4 a nastaveni gradientové eluce v tabulce 5.

Tabulka 3: Nastaveni HPLC pfistroje pro stanoveni aminokyselin

Nazev pfistroje HPLC Agilent
Objem néstiiku 0,5 ul
Pritok mobilni faze 2 ml/min

A: 40 mM Na;HPO4 (pH 7,8)

et mobilni fa
Slozeni mobilni faze B: ACN:MeOH:voda (45:45:10, v/v)

Teplota 40 °C
Vlnova délka detekce 338 nm
Detektor DAD
Doba analyzy 14 min
Tabulka 4: Vlastnosti kolony
Vyrobee Agilent
Velikost LC Column 75 x 4,6 mm
Popis ZORBAX Eclipse AAA 3,5 um
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Tabulka 5: Nastaveni gradientové eluce

¢as [min] A [%] B [%]
0 100 0
1 100 0
9,8 43 57
10 0 100
12 0 100
12,5 100 0
14 100 0

3.4.4 Stanoveni obsahu vody v lyofilizatu

Obsah vody byl stanovovan titraéni metodou podle Karl-Fischera. Do odmérné banky bylo
navazeno 0,5 g vzorku proteinu a pfidano 20 ml bezvodého methanolu. Baiky byly umistény
do ultrazvukové lazn¢ vyhtivané na 50 °C po dobu 15 minut. Po vychladnuti bylo odebrano asi
5 ml roztoku vzorku a ptefiltrovano ptes stiikackovy filtr do vialky. Takto pfipraveny vzorek
byl pouzit pro titraci dle Karl-Fischera. Procentualni zastoupeni vody bylo vypocteno
Z nasledujici rovnice:

_ (WH20ex—WH20b1) (MpyzoH—Mp)

w = 1)
Hz0 Mpyz—Mp

kde w20 obsah vody ve vzorku v hmotnostnich procentech, Whzoex je 0bsah vody v extraktu
vzorku, Whzonl je obsah vody Vv rozpoustédle (methanolu), Mwvzon hmotnost banky se zatkou,
vzorkem a methanolem, my je hmotnost barky se zatkou, My, je hmotnost banky se zatkou
a se vzorkem.

3.4.5 Stanoveni obsahu lepku v lyofilizatu

Obsah lepku byl stanoven oficidlni metodou uvedenou vyrobcem pouZité sady. Byl navazen
1 g vzorku proteinu, ktery byl smichan s 10 ml 60% ethanolu. Takto pfipravena smés byla
30 sekund vortexovana a diikladné promichavana po dobu 10 minut. Po promichani byla smés
centrifugovana pii pokojové teploté, 2500 g po dobu 10 minut. Supernatant byl poté padesatkrat
ziedén pufrem. Do jamek bylo pipetovano 50 pl ziedéného supernatantu a 50 pl ziedéného
konjugétu. Desti¢ka byla promichdna a inkubovédna 30 minut pfi pokojové teploté. Kapalina
byla nasledn¢ vylita a jamky byly tfikrat promyty 250 pl promyvaciho pufru. Do jamek bylo
pipetovano 100 pul substratu. Desticka byla inkubovana po dobu 10 minut ve tmé pii pokojové
teploté. Po skonceni inkubace bylo pfiddno 100 pl ukoncovaciho roztoku a byla zméfena
absorbance pii 450 nm.

3.4.6 Stravitelnost proteinového lyofilizatu a nativnich otrub
Postup pro stanoveni obsahu stravitelnych a nestravitelnych proteinti byl zalozen na metod¢
popsané v publikaci dle Goni, Gudiel-Urbana a Saura-Calixta [79]. Stravitelnost proteini byla

provedena jak na vzorku zlyofilizovaného proteinu, tak na nativnich otrubach. Do kadinky bylo
navazeno 0,5 g vzorku a piidano 15 ml 0,03M HCI. Obsah byl promichan (5 min, 37 °C,
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140 rpm). Pomoci 0,5M HCI bylo upraveno pH na 1,9 a pfidan 1 ml roztoku pepsinu. Obsah
byl promichan (30 min, 37 °C, 140 rpm). Roztokem 1M NaOH bylo pH upraveno na 7,5.
Do kadinky byly napipetovany 3 ml fosfatového pufru a 1 ml roztoku pankreatinu. Za stalého
michani byl vzorek inkubovén (24 hod, 37 °C, 140 rpm) a zcentrifugovan (6870 rcf, 20 °C,
20 min). Sediment byl kvantitativné pieveden do odmérné baiiky (25 ml), doplnén vodou a pH
upraveno na 11 az 11,5 pomoci 1M NaOH. Vzorek byl spektrofotometricky promeéten
(viz 3.4.1).

4 DISKUZE A VYSLEDKY
4.1 Vliv mleti pSeni¢nych otrub na vytéZnost proteinu

V ramci optimalizace metody extrakce proteinl z pSeni¢nych otrub bylo studovéano, zda ma
na vytéznost a cistotu proteinu vliv mleti otrub. Navazka 2,5 g namletych otrub byla
extrahovana v roztoku NaOH o pH 11 az 11,5 a zcentrifugovana. V supernatantu byla
stanovovana koncentrace proteini Hartree-Lowryho metodou. Paraleln€ s namletymi otrubami
se pracovalo s otrubami nativnimi. Podrobné¢ je cely proces popsan v kapitole 3.2.2. Vysledky
extrakce lze vidét v nasledujicim grafu (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Srovnani vytéznosti nativnich a mletych otrub

Z obrazku 18 je patrny rozdil ve vytéZnosti proteinu extrahovaného z nativnich a mletych
pSeni¢nych otrub. Vyssich koncentraci bylo dosazeno pii pouziti otrub namletych
(126 + 3 mg proteinu/g otrub) ve srovnani s otrubami nativnimi (112 = 3 mg proteinu/g otrub).
Namletim se pravdépodobné zlepsila difuze rozpoustédla a vice Se zpfistupnily obsazené
proteiny, které se nachazi prevazné uvnit matrixu bunééné stény uzaviené mezi polysacharidy,
coz je d¢la tézce dostupnymi [80]. Extrakce tak byla ucinnéjsi. V ramci optimalizace metody
byly zvoleny pro extrakci otruby mleté.
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4.2 Vytéznost vicestupnové extrakce

V ramci optimalizace metody izolace proteinl z pSenic¢nych otrub byla studovana vicestupiiova
extrakce, konkrétné tfistupiiova. Postup tohoto experimentu je podrobné popsan v kapitole
3.2.3. Koncentrace proteinti v kazdé frakci byla poté zvlast prométena spektrofotometricky.
Vysledky lze vidét na nasledujicim obrazku 19 a tabulce 6.
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Obrazek 19: Koncentrace proteinii ze tristupriove extrakce

Na obrazku 19 Ize vidét koncentrace proteinti v roztoku supernatantu z kazdé frakce tiistupiiové
extrakce. Experiment byl provadén jak na nativnich, tak i na namletych otrubach. V obou
ptipadech lze jasn¢ vidét, ze vicestupniova extrakce vliv na vytéZznost ma. S rostouci dobou
extrakce se zvySovala také viskozita smési. Extrakce ptirodnich latek rozpoustédlem je
charakteristickd né€kolika stadii. Prvni dochazi k penetraci rozpoustédla do matrixu pevného
materialu. Rozpustné latky se nasledné rozpousti v daném rozpoustédle, difunduji z matrice
pry¢ a shlukuji se. Pii vicestupniové extrakci, stejné jako u kontinualni perkolace, dochazi
K vyméné jiz saturovaného rozpoustédla za Cisté a tim k vySSim ziskim vytézka [81].
Pro primyslové méfitko by bylo vhodné zvazit, zda je tieti extrakce dostate¢né vyhodna.
V rdmci optimalizace metody v laboratornich podminkéch byla zvolena tfistupfiova extrakce.

Tabulka 6: Koncentrace jednotlivych frakei téistuptiové extrakce

nativni [mg proteinu/g otrub] mleté [mg proteinu/g otrub]
1. frakce 52+2 52+2
2. frakce 43+ 0 53+0
3. frakce 18+2 21+0
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4.3 Vliv odtucnéni pSeni¢nych otrub na vytéZnost proteinu

V ramci experimenti byl testovan vliv tfi riznych teplot odtuénéni (30, 45 a 60 °C) na vytéznost
a Cistotu proteint. Otruby odtu¢néné pii téchto teplotach byly srovnany také s otrubami
neodtuénénymi. Otruby dale prosly extrakénim procesem. Cistota proteinu byla stanovena
spektrofotometricky. Podrobny postup experimentd je definovan v kapitole 3.2.4. Vysledky Ize
vidét na obrazku 20 a v tabulce 7.
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Obrazek 20: Vliv teploty odtucneéni na vytéznost a Cistotu proteinu

Z vySe uvedeného obrazku 20 lze vycist jak vytéZnost lyofilyzatu, tak i1 obsah bilkovin
vyjadieny jako % Ccistota. Z hlediska vytéznosti produktu bylo dosazeno nejvyssich vytézki
produktu pii pouziti nativnich neodtuénénych otrub. S rostouci teplotou odtu¢néni klesala
vytéznost. Co se tyCe Cistoty (obsahu proteinli v materidlu) pfi pouziti neodtucnénych otrub
a teploty odtu¢néni 30 °C byla Cistota materidlu relativné nizka. Podil proteinu v lyofilizatu
45260 °C. Je evidentni, Ze otruby obsahovaly nezanedbatelné mnozstvi lipofilnich latek.
Takovymi latkami mohou byt konkrétné fytosteroly (rostlinné steroly), jejichz obsah se
pohybuje okolo 0,16 az 0,17 %, a vitamin E, ktery tvoii asi 0,15 % celkového sloZeni. [82; 83,;
84]. Efektivni extrakci se zasadné zvysila ¢istota produktu z hlediska obsahu protein.
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Tabulka 7: Vytéznost a Cistota materialu

mg lyofilizatu/g otrub Cistota [%]
Neodtu¢néné otruby 1279 72+0
Odtucnéné pii 30 °C 115,8 74+ 2
Odtucnéné pii 45 °C 98,5 83+1
Odtuénéné pii 60 °C 93,4 84 +3

Podle tabulky 7 a obrazku 20 lze vysledky rozdé€lit do dvou skupin, coz bylo potvrzeno
i analyzou rozptylu (p = 0,0118). Prvni skupinu tvofi neodtuénéné otruby a otruby odtuénéné
pii 30 °C. Druhou skupinu tvoii otruby odtu¢néné pii 45 °C a 60 °C. Prvni skupina je

vvvvvv

vvvvv

odtucnéni pfi teplot¢ 45°C. DalSim zahievem, ktery piedstavuje zvySené ndklady celé
technologie jiz nedochazi k markantnimu nardstu vytéznosti ani Cistoty.

4.4 Vliv poméru otrub a extrakéniho ¢inidla na vytéZnost proteint

DalS§im optimalizacnim krokem bylo studium vlivu poméru navazky otrub a objemu
extrakéniho ¢inidla na vytéznost produktu. Byly pouzity Ctyfi rizné poméry otrub a extrakéniho
¢inidla (1:8, 1:15, 1:20 a 1:25). Podrobny postup experimentu je popsan v kapitole 3.2.5. Byl
posuzovan vliv ¢inidla na vytéZnost a ¢istotu produktu z hlediska obsahu proteinti. Koncentrace
proteinti byla stanovena spektrofotometricky. Vysledky lze vidét na nasledujicim obrazku 21
a tabulce 8.
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Obrazek 21: Viiv poméru otrub a extrakcniho cinidla na koncentraci proteinii

Z obrazku 21 lze zhodnotit vliv pomé&ru otrub a extrakéniho ¢inidla. V piipadé pouziti poméru
1:8 je vytéznost nizka v porovnani s ostatnimi tfemi poméry, coZ bylo potvrzeno i analyzou
rozptylu. Na zdklad¢ analyzy rozptylu (a0 = 0,05) bylo stanoveno, Ze rozdily ve vytéznosti
proteint se statisticky vyznamn¢ neli$i mezi poméry 1:15, 1:20 a 1:25 (p = 0,0068). Pomér
extrakéniho €inidla a matrice ma vliv na difuzivitu a rozpustnost. Pfi pouZiti v&tSiho mnozZstvi
rozpoustédla rostla extrakéni t¢innost. S pouzitim vét§iho objemu extrak¢niho Cinidla se v§ak
navySuji naklady [81]. Z hlediska zacileni technologie na velkoobjemovou vyrobu se da
povazovat pomér 1:15 za optimalni, kdy je pfi zachovani vysokého vytézku pouZito mensiho
objemu technologické vody. Cim méné extrakéniho Cinidla, tim jsou i mensi ndklady
na dehydrataci produktu.

Tabulka 8: Koncentrace proteinti v supernatantech ziskanych riznym mnozstvim ¢inidla

1:8 1:15 1:20 1:25

mg proteinu/g otrub 126 + 3 155+ 5 158 +9 175+ 7

4.5 Vliv teploty p¥i srazeni na vytéznost produktu a €istotu izolatu

Pti optimalizaci metody extrakce proteinu z pSeni¢nych otrub byl sledovan vliv teploty srazeni
na vytéznost a Cistotu proteinu. Pozorovano bylo srazeni pii teplotach -20 °C, 4 °C a teploté
laboratorni. VytéZznost a Cistota proteinu byla stanovena spektrofotometricky. Vysledky lze
vidét na obrazku 22 a tabulce 9.
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Obrazek 22: Vliv teploty srazeni na vyteznost a Cistotu proteinu

Na obrazku 22 je znazornéna jak vytéznost, tak i ¢istota materialu ziskaného riiznymi teplotami
sraZzeni. NejvysSich vytézkii bylo dosazeno pii teploté srazeni -20°C a nejniZSich
pfi laboratorni teploté (p = 0,0019). Pii pohledu na ¢istotu materialti bylo dosazeno srovnatelné
vysoké Cistoty pii -20 °C a laboratorni teploté (p =0,0066). | kdyZ vytéznost materialu
dvou ptipadech. V laboratornim méfitku bylo nejlepSich vysledkii dosaZzeno pomoci srazeni
pii-20 °C. Tento nardst vSak pravdépodobné nebude ekonomicky viabilni v métitku
provoznim, kdy chladit velky objem extraktu na teplotu -20 °C by bylo velice nakladné.
Vzhledem ktomuto zjisténi byla zvolena laboratorni teplota jako optimum pro dalsi
experimenty.

Tabulka 9: Vliv teploty srazeni na vytéznost a Cistotu proteinu

mg lyofilizatu/g otrub Cistota [%]
-20 °C 64,2 89+0
4°C 60,8 80+2
laboratorni teplota 55,3 85+0

4.6 Vliv pH pri sraZeni na vytéznost produktu a Cistotu izolatu

Pro studium vlivu pH srézeni na vytéznost a ¢istotu proteinu byly testovany celkem tfi hodnoty
pH (3, 4 a 5). Vytéznost a Cistota proteinu byla poté stanovena spektrofotometricky. Vysledky
1ze vidét na nasledujicim obrazku 23 a tabulce 10.
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Obrazek 23: Vliv pH srazeni na vytéznost a Cistotu proteinu

Na obrazku 23 jsou znazornény vysledky studia vlivu pH srdZeni na vytéZnost a Cistotu
materialu. Pti pohledu na vytéznost bylo ziskano nejvice materialu pii pH 4, avSak Cistota
materidlu byla nedostacujici. Nejuspokojivéjsich vysledkli bylo dosaZeno pii pH sraZeni 3,
kde Cistota ziskaného materialu byla vysoka. Vysledky byly podrobeny analyze rozptylu, diky
niz bylo vyhodnoceni rozdila v ¢istoté (p =0,0010) i ve vytéznosti (p = 0,0007) potvrzeno.
Tato skutecnost souvisi s amfoterni povahou aminokyselin, které tvoii strukturu proteind.
Chovani proteinl (i aminokyselin) zavisi na pH daného prostiedi. V tzv. isoelektrickém bodé
se molekula proteinu jevi na venek neutralng, nachazi se ve formé zwitteriontu. V tomto stavu
jsou proteiny nejméné rozpustné a dochazi k nému napt. pii fyziologickém pH (pH = 7-7,4)
[12; 85]. Naslednym snizovanim pH se postupné proteiny srazi a denaturuji [86]. V publikaci
od Theerakulkaita [87] byla podrobné studovana rozpustnost proteini pii pH 4, 7 a 9
extrahovanych z ryzovych otrub, kdy pomoci pH 4 bylo srazeni nejucinngjsi (rozpustnost
nejnizsi). V ramci optimalizace extrakéni metody bylo pro dalsi experimenty zvoleno pH 3.
Konkrétni hodnoty jsou zaznamenany v tabulce 10.

Tabulka 10: Vliv pH srazeni na vytéznost a Cistotu materialu

mg lyofilizatu/g otrub cistota [%]
pH 3 42,7 84+3
pH 4 44,0 61+0
pH5 39,5 54+1
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4.7 Chemicka a fyzikalni charakterizace finalniho proteinového izolatu

Protein izolovany za optimalizovanych podminek byl nasledné charakterizovan. Byla testovana

jeho stravitelnost a porovndvana se stravitelnosti nativnich otrub. Dal$imi studovanymi
parametry izolatu byly obsah vody, lepku, mineralnich latek a profil aminokyselin.

4.7.1 Prvkova analyza lyofilizatu

V ramci charakterizace izolovaného proteinu bylo stanoveni obsahu makroprvkii a mikroprvkd.

Zastoupeni prvku a jejich doporuc¢ena denni davka (DDD [88]) je zaznamenano V nasledujicich
tabulkach (Tabulka 11, Tabulka 12).

Tabulka 11: Zastoupeni makroprvku v lyofilizatu a DDD

Makroprvky mg/100 g lyofilizatu DDD [mg]
Ca 11,74+ 1,88 800
K 66,45+ 4,47 2 000
Mg 4,90 + 0,43 375
Na 30,89 + 0,00 -
Tabulka 12: Zastoupeni mikroprvki v lyofilizatu a DDD
Mikroprvky 1g/100 g lyofilizatu DDD [ug]
Al - -
Cd 0,60 +£0,50 -
Co 7,88 +£ 0,02 -
Cr 1,09+0,49 40
Cu 37,92 £ 0,63 1000
Fe 93,21 +£1,72 14 000
Mn 8,83+1,33 2 000
Ni - -
P 13 131,01 +£29,42 700 000
Pb - -
Zn 18,55 + 9,15 10 000
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Z tabulky 11 lIze vycist zastoupeni makroprvkii a ztabulky 12 zastoupeni mikroprvki
V proteinovém izolatu. Mnozstvi jednotlivych detekovanych prvki je porovnano s jejich denni
doporucenou davkou (DDD). V nejvyssim mnozstvi z makroprvki je obsazen draslik, ktery je
bunék (reguluje tekutin
a transmembranovy elektrochemicky gradient) [89]. Z mikroprvkd je pak v nejvysSSim

dalezity pro normalni funkci objem intracelularnich
mnozstvi zastoupen fosfor, ktery je soucasti kosti, nukleovych kyselin, bunéénych membran
(fosfolipidy) a dulezitym zdrojem energie (ATP) [90]. Jelikoz ani jeden z prvkil netvofi

vyraznou ¢ast DDD, nelze izolat povazovat za vyznamny zdroj mineralnich latek.
4.7.2 Obsah proteina a profil aminokyselin v izolatu
V réamci charakterizace produktu bylo studovdno zastoupeni jednotlivych aminokyselin.

V tabulce 13 je uveden obsah bilkovin a profil aminokyselin v ziskaném lyofilizatu a porovnan
s dalS§imi komer¢nimi produkty.

Tabulka 13: Obsah proteinu a profil aminokyselin izolovaného materialu a srovnani
s komer¢nimi produkty

Caenatoo| PR RS gt s o Syt
| [o]

Bilkoviny 84,65 74,00 90,00 78,00
Asp 5,62 6,80 11,80 7,60
Thr 0,62 3,00 3,50 5,19
Ser 0,11 3,90 5,50 3,67
Glu 17,20 13,20 19,90 15,90
Pro 431 3,20 5,20 4,50
Gly 5,02 3,60 4,10 1,59
Ala 4,78 4,50 4,20 4,01
Cys 0,11 - 1,30 -
Val 4,67 4,40 4,40 4,44
Met 0,56 2,00 1,30 1,45
lle 2,33 3,30 4,20 4,30
Leu 6,91 6,60 7,60 8,18
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Tyr 1,22 4,50 4,00 2,37
Phe 2,90 4,40 5,30 2,71
His 1,91 1,80 2,70 1,39
Lys 3,82 3,30 6,30 7,01
Arg 22,57 6,40 7,80 2,00
Trp - - 1,00 1,45

Z vySe uvedené tabulky 10 Ize vidét profil aminokyselin a jejich celkovou sumu v izolovaném
proteinovém lyofilizatu. Celkova suma aminokyselin je 84,65 g ve 100 g lyofilizatu. Jedna se
0 produkt s vyznamnou ¢istotou.

Komeréni produkty obsahuji zpravidla 70 az 90 % proteinil, z nichZ ty méné koncentrované
tvoti vétSinu vyrobkl dostupnych na trhu. Nejcastéjsi jsou zivocisné (syrovatkove) proteiny,
avSak proteiny rostlinného ptivodu (izolované z hrachu, séji, ryze, bobu, konopi aj.) se
vzhledem k aktualnimu zajmu o veganskou stravu dostavaji na trh ¢im dal vice. V nasledujici
tabulce je pro srovnani uvedeno slozeni dvou komerénich rostlinnych proteint (konkrétné ¢isté
ryzového [91] a cCisté sojového proteinu [92]) a jednoho komeréniho zivocisného proteinu
(izolovaného ze syrovatky) [93].

Kyselina asparagova je zastoupena v mnozstvi 5,62 g na 100 g lyofilizatu, coz je srovnatelné
se zastoupenim kyseliny asparagové v ryZovém 1 syrovatkovém komerénim proteinu. Jedna se
o neesencidlni kyselinu, kterd je pouZivana pii 1écb& chronické Unavy diky své roli
pii generovani bunééné energie. Kyselina asparagova totiz prenaSi molekulu NADH
do mitochondrii, kde slouzi k tvorbé energie (ATP). Dale podporuje tvorbu protilatek v téle
a tim posiluje imunitni systém [94].

Kyselina glutamova tvofi vysoky podil aminokyselinového profilu lyofilizatu. Konkrétné je
ve 100 g lyofilizatu 17,20 g kyseliny glutamové, cozlze srovnat jak se zastoupenim
Vv syrovatkovém, tak v s6jovém komerénim proteinu. Tato neesencialni aminokyselina funguje
jako neurotransmiter v mozku a mise. Dodava mozku energii, ¢imz stimuluje pozornost
a zlepSuje pamét’. Je prekurzorem glutaminu, ktery je velmi Zadouci ve sportovni vyziveé. Hraje
vyznamnou roli pii tvorbé svalové hmoty. Je vyhleddvana vytrvalostnimi a silovymi sportovci

[95].

Mnozstvi prolinu ve 100 g lyofilizatu se pohybuje okolo 4,31 g a je srovnatelné s jeho
mnozstvim v syrovatkovém komerénim proteinu. Je dilezity pro syntézu a strukturu proteind,
metabolismus, vyzivu. Podili se na hojeni ran, antioxida¢nich reakcich a imunitni odpovédi.
Tvofi asi tretinu kolagent lidského téla. V obdobi ristu je nejvice potiebnou aminokyselinou.
Podili se na syntéze proteinli v celém téle. Ma zasadni vliv na vyZivu plodu a novorozenct.
Slouzi jako hlavni aminokyselina pfi syntéze polyamint (reguluji syntézu DNA, proteina
a bunécné déleni) v tenkém stieveé a placenté [96].
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Glycin je v lyofilizatu izolovaném z pSeni¢nych otrub zastoupen V nejvys$§im mnozstvi
(5,02 g/100 g) Vv porovnani s ostatnimi komer¢nimi produkty (syrovatkovy protein obsahuje
pouze 1,59 g ve 100 g produktu). Spole¢né s argininem a methioninem se podili na vzniku
kreatinu a kolagenu v téle [97]. Je jednim z neurotransmitertt michy [98].

Ve 100 g lyofilizatu je pfitomno 4,78 g alaninu, coz je srovnatelné s Ostatnimi uvedenymi
komer¢nimi proteiny. Spole¢né s histidinem (1,91 g/100 g lyofilizatu) tvofi dipeptid zvany
karnosin. Karnosin funguje jako pufr ve svalech (tlumi kyselost) vznikajici pfi vysoce
intenzivnim cviceni, ¢imz umoziuje delsi vytrvalost a oddaluje svalovou inavu. Suplementaci
alaninu (a histidinu) lze dosahnout lepsich vykoni v kratkodobych a vysoce intenzivnich
sportech [99].

Valin je esencialni aminokyselina fadici se do skupiny vétvenych aminokyselin (BCAA).
Ve 100 g izolatu z pSeni¢nych otrub je obsazen v mnozstvi 4,67 g, coz je srovnatelné s ostatnim
uvedenymi komer¢nimi produkty. Je jednou z nejCastéji suplementovanych aminokyselin.
Po vycerpavajicim vykonu slouzi k rychlé regeneraci jaterniho glykogenu [100]. Dalsi
aminokyselinou patfici do skupiny BCAA je izoleucin. Izoleucin je v porovnani s ostatnimi
zejména kosternim a srde¢nim svalstvem jako zdroj energie, stabilizuje hladinu cukru v Krvi,
chréni jatra a podporuje tvorbu hemoglobinu. Posledni aminokyselinou ze skupiny BCAA je
leucin (6,91 g/100 g lyofilizatu). Leucin snizuje hladinu cukru v krvi, zlepSuje stav kosti, kiize
1 svalové hmoty, zlepSuje regeneraci po chirurgickych zékrocich a stimuluje tvorbu ristového
hormonu. BCAA byvaji suplementovany spolecné, jelikoz jejich nelepsi ucinek je dosazen
pfti spoleéné konzumaci [100]. Pfi uziti pfed a po sportovnim vykonu snizuji poskozeni svalstva
a podnécuji syntézu svalovych proteint [99].

Tyrosin je se svym obsahem 1,22 g ve 100 g lyofilizatu méné zastoupenou aminokyselinou.
V ostatnich uvedenych komer¢nich proteinech je jeji mnozstvi vyssi. Tyrosin pomaha v boji
s depresemi. Jeho niz8i obsah v izolatu vSak neni problémem, jelikoZ nadmérna konzumace
tyrosinu zpusobuje zazivaci potize, zvySuje krevni tlak a vyvolava migrénu [100].

Fenylalanin (2,90 g/100 g lyofilizatu) je esencialni aminokyselinou spojovanou s pozornosti,
optimismem a ambicidznosti. PouZiva se pii redukénich dietach, protoZe snizuje chut k jidlu
[101]. V kombinaci jeho L- a D- formy funguje jako aktivator tvorby a intenzifikator funkce
endorfint, coz jsou latky navozujici pocit pohody a omezujici miru bolesti. Pozitivni vliv ma
na sexualni zadostivost, zvladani depresi a uzkosti [100].

Lysin (3,82 g/100 g lyofilizatu) je v porovnani se sd6jovym a syrovatkovym proteinem
zastoupen v témét polovicnim mnozZstvi. Jedna se o dileZitou aminokyselinu pfedevSim
pro tvorbu kolagenu a pro kvalitu kosti (podporuje vstiebavani vapniku). Pomoci lysinu lze
1é¢it herpes. S nedostatek této aminokyseliny se mohou potykat vegani, jelikoZ je jeji zastoupeni
v cerealnich produktech velmi nizké [100].

Arginin je nejvice zastoupenou aminokyselinou (22,57 g/100 g lyofilizatu) proteinového
1zolatu. V mnozstvi této aminokyseliny spoc¢iva rozdil mezi preparatem ziskanym z pSeni¢nych
otrub a preparatem ziskanym z ostatnich surovin (soja, ryze, syrovatka). Arginin je nutny
pro tvorbu rastového hormonu, stimuluje jeho vyplaveni do krevniho obéhu a podili se
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na tvorbé DNA. Aplikuje se pti 1écbé obéhového onemocnéni, senilni demence, erektilni
dysfunkce a muzské neplodnosti. Je totiz zdrojem oxidu dusiku, ktery slouzi jako
neurotransmiter s dopadem na regulaci tlaku a pritoku krve fadou organd (véetné genitalii
muzii izen). Déle se vyuzivd pro podporu 1é¢by a regenerace po urazech, operacich
a spaleninach [100].

4.7.3 Stanoveni obsahu vody v lyofilizatu

V ramci charakterizace produktu bylo stanovovano mnozstvi vody metodou dle Karl-Fischera.
Protein izolovany za optimalizovanych podminek obsahoval 8,04 + 0,22 % vody. Po absolutni
dehydrataci produktu by se zvysilo zastoupeni proteind v izolatu na cca 95 %.

4.7.4 Stanoveni obsahu lepku v lyofilizatu

V ramci charakterizace izolovaného proteinového materidlu byl stanovovan obsah lepku.
Metodou popsanou Vv kapitole 3.4.5 bylo zjisténo, ze lepek je pfitomen v mnozstvi
2 349 + 26 mg/kg lyofilizatu. Dle natizeni ¢. 828/2014 o pozadavcich na poskytovani informaci
o nepfitomnosti ¢i snizeném obsahu lepku v potravinach spottebiteltim platného od 20. 7. 2016
lze oznaCovat potravinu S maximalnim mnozstvim lepku 20 mg/kg jako bezlepkovou
a s maximalnim mnozstvim lepku 100 mg/kg jako potravinu s velmi nizkym obsahem lepku.
Vzhledem k tomuto faktu neni mozné produkt povazovat za bezpe¢ny pro 0soby s celiakii.

4.7.5 Stravitelnost proteinového lyofilizatu a nativnich otrub
V ramci charakterizace proteinu izolované¢ho za optimalnich podminek byla studovéana jeho

stravitelnost. Paraleln€ byla studovéana tézZ stravitelnost samotnych nativnich otrub. Vysledky
stravitelnosti 1ze vidét v tabulce 14.

Tabulka 14: MnozZstvi nestravenych proteinti na gram otrub

mg nestraveného proteinu/g otrub

izolovany protein 30

nativni otruby 45+0

V tabulce 14 je uvedeno mnozstvi nestravenych proteint lyofilizatu na gram otrub
a pro srovnani také mnozstvi nestravenych proteinli v nativnich pSeni¢nych otrubach na gram
téchto otrub. Z pivodniho obsahu 77,9 +0,9 % proteinu zlstalo v lyofilizatu ziskanym
optimalizovanym postupem extrakce nestravenych 3,7 + 0,1 % proteinii. Stravitelnost proteinid
lze tedy povazovat za velmi tspé$nou. V publikaci od Almeidy [102] byla popsana studie
stravitelnosti proteinii ze syrovatky, kaseinu a soji in vitro téZ pomoci enzyml pepsinu
a pankreatinu. Dva rizné syrovatkové proteiny se vyznacovaly stravitelnosti 91,7 % a 88,4 %,
kaseinovy protein 83,7 % a sojovy 55,2 %. V nasem lyofilizatu bylo v pfepoctu straveno asi
95,3 % pivodné pritomnych proteintl, coZ z n¢j déla nejlépe stravitelnym v porovnani s vyse
zminénymi proteinovymi preparaty.
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva optimalizaci procesu izolace proteinti z pSeni¢nych otrub a jejich
naslednou charakterizaci. Extrakéni metoda byla zalozena na postupu popsaném v publikaci
od Salas-Mellady (2017) [51], kde bylo vyuzivano otrub ryzovych. Vychozi parametry byly
voleny na zaklad¢ tohoto ¢lanku a postupné optimalizovany na naSe laboratorni podminky
a pseni¢né otruby. Byl zjistovan vliv mnoha faktori na vytéznost proteint a Cistotu izolatu,
mezi které patii mleti otrub pfed zapocetim extrakce, vicestupniova extrakce, odtucnéni otrub
pted samotnou extrakci, pomér otrub a extrak¢niho Cinidla, teplota a pH pfi srazeni. Druhou
¢asti prace byla charakterizace proteinového izolatu. Stanovan byl profil aminokyselin, prvkové
slozeni, obsah vody, obsah lepku a stravitelnost proteinti.

Potupnymi kroky bylo zjiSténo, ze na vytéZnost proteinl a Cistotu izolatu ma pozitivni vliv
namleti otrub pfed zapocetim extrakce, vicestupnova extrakce (konkrétné tiistupnova),
odtucnéni otrub pii teploté 45 °C, pomér otrub a extrakéniho cinidla 1:15, srazeni
pii laboratorni teploté a pH 3.

Analyzou prvkového slozeni bylo zjisténo, Ze izolat nelze prezentovat jako bohaty zdroj
minerdlnich  latek. Z makroprvkli byl vnejvétsim mnozZstvi zastoupen draslik
(66,45 + 4,47 mg/100 g izolatu) a z mikroprvka fosfor (13 131,01 + 29,42 ug/100 g izolatu).
Ani v jednom ptipadé netvoii vyznamny podil denni doporuc¢ené davky (DDD). Izolat byl
Z hlediska aminokyselinového slozeni porovnavan s dal$imi komer¢nimi proteinovymi
preparaty rostlinného i1 zivoc¢iSného pivodu. Analyza profilu aminokyselin odhalila vyjime¢né
vysoké zastoupeni argininu, ktery ma vyuziti v mediciné jako 1€k neplodnosti muzii, podpora
erektilni dysfunkce ¢i podpora regenerace kozni tkané po turazech. Srovnanim zastoupeni
ostatnich aminokyselin pfitomnych v nasem izolatu a ostatnich komer¢nich preparatech nebyl
pozorovan tak vyrazny rozdil. Dale byl stanovovan obsah lepku v izolatu. PSenice je
povazovana za jeden zhlavnich zdroji lepku, cozbylo potvrzeno. Lepek s obsahem
2 349 + 26 mg/kg izolatu znemozZiuje fadit potencialni proteinovy preparat mezi bezlepkové
nebo s nizkym obsahem lepku. Piicharakterizaci izolatu byla zjisténa jeho velmi dobra
stravitelnost. Z pivodniho obsahu proteinti bylo straveno asi 95,3 %. Poslednim stanovovanym
parametrem izolatu byl obsah vody, kterd tvofila okolo 8 % celkového sloZeni. V ptipadé

vvvvv
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANOVA
BCAA
CNS
DAD
ELISA
FIR
HPLC

ICP-OES

MANOVA
MIR
MTOR
NIR

uv

Analysis of Variance (analyza rozptylu)

Branched Chain Amino Acids (vétvené aminokyseliny)
Centralni nervova soustava

Diode-Array Detector (detektor s diodovym polem)
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Far Infrared (daleka infracervena)

High-Performance Liquid Chromatography
(Vysokoucinna kapalinova chromatografie)

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
(Opticka emisni spektrometrie s indukéné€ vazanou plazmou)

Multiway Analysis of Variance

Middle Infrared (stfedni infracervena)

Mammalian Target Of Rapamycin (sav¢i cil rapamycinu)
Near Infrared (blizka infracervena)

Ultraviolet (ultrafialové)
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