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Abstrakt:

V této diplomové praci byl zkouman vliv pH na rozpustnost a srazeni proteini
z mouky konopi setého (Cannabis sativa L.). Zkoumané rozmezi pH bylo od 3 do 11.
Jako material byly vybrany jednodomé odridy konopi USO 31 a Fedora 17. Po
extrakci proteini byl laboratornimi technikami stanoven obsah dusikatych latek, ktery
predevsim v zasaditém prostiedi prevazovala globulinova frakce nad albuminovou.
Dalsim krokem bylo isoelektrické srazeni extrahovanych proteinti u variant s vysokym
zastoupenim dusikatych latek. Obsah dusikatych latek u ziskaného proteinového
izolatu se pohyboval od 56,3 do 92,9 %. Z vysledk prace vyplyva, Ze nejvice proteint
obsahovala odriida Fedora 17, extrahovana pfi zdsaditém pH 11 a isoelektricky

srazend na hodnotu pH 5 a 6.

Klic¢ova slova: konopny protein, dusikaté latky, pH, extrakce, srazeni

Abstract:

In this thesis was examined the influence of pH on solubility and precipitation
of proteins extracted from the flour of the Cannabis sativa L plant. For this experiment
was chosen the pH in the range of 3 to 11. Monoecious breeds of canabis USO 31 and
Fedora 17 were chosen for this purpose. Laboratory methods were applied after the
protein extraction, in order to define the content of nitrate substances which was the
highest at pH 11. Protein spectrums were detected by the SDS-PAGE analysis where
especially in an alkaline environment, globuline fraction was present at a greater
amount than was the albuminium one. The next step was the isoelectric precipitation
of extracted proteins within the variances containing high values of nitrate substances.
The content of the nitrate substances in the protein extract was spanning between
56,3 % t0 92,9 %. Based on the results of the experiment, is is feasible to conclude that
Fedora 17, which was extracted at the alkaline pH 11 and isoelectrically precipitate to

pH value 5 and 6, contained the highest amount of protein.

Key words: Hemp protein, nitrogenous substances, pH, extraction, precipitation
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1. UVOD

Konopi (Cannabis) se fadi mezi nejstar$i rostliny, péstované od pocatku
zemé&délstvi, pochézejici ze sttedni Asie. Do Evropy na uzemi jizniho Ruska ji pfinesli
Vv 7. stoleti pt. n. 1. z Asie Skytové (Amaducci et al., 2015). Na nasem uzemi doséhlo
pestovani konopi nejvétsiho rozmachu v 18. stoleti (Gabrielova, 2007). Od pocatku
20. stoleti se plochy postupné snizovaly z ditvodu nahrazeni levnéjSim bavinénym
vlaknem. Ve svéte se konopi péstovalo a vyuzivalo bez omezeni do 30. let 19. stoleti.
V roce 1937 v USA prosadila primyslova lobby zékon, ve kterém se stalo konopi
plodinou zakazanou (Stradil, 2006). Na uzemi dnesni Ceské republiky se konopi
péstovalo do roku 1956 (Snobl, 2004). V 90. letech 20. stoleti zaznamenava konopi
obdobi ,renesance”. Mnoho statlii zacalo rostlinu péstovat za ucelem vyzkumu
a k ovéfeni vyuziti konopi v primyslu (Klvanova and Ruman, 2008). Po ustanoveni
nafizeni komise ¢. 1592/2000 vydané Evropskou unii se snizil limit obsahu

tetrahydrocannabinolu v rostlin¢ technického konopi na 0,2 % z ptavodnich 0,3 %
(Kotyza, 2012).

V minulosti byla tato ,,multifunk&ni‘ rostlina hojné péstovéana jako ptadna, pro
1écivé ucinky a pro olej. V soucasnosti nachazi uplatnéni pfedevsim jako potravina
a prumyslovy material. Konopné semeno obsahuje vice nez 30 % oleje a 25 %
proteind, se znaénym mnozstvim vlakniny, vitamind a mineralnich latek. V oleji
prevladaji z 80 % polynenasycené mastné kyseliny, zahrnujici zejména linolovou
a alfa-linolenovou kyselinu. Konopny olej patii mezi funkéni potraviny (Callaway,
2004).

V konopném semeni se nachazi kvalitni proteiny (globuliny a albuminy), které
obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny v ptiznivém poméru, a jsou snadno

stravitelné (Geiwitz, 2001).

Kvalitni vldkno je vyuzitelné v textilnim, papirenském a automobilovém
primyslu a rovnéZz ve stavebnictvi. Dal§im produktem je pazdefi, které vznika jako
vedlejsi produkt pii zpracovani vlakna a své uplatnéni nachazi ptredevSim

V energetickém prumyslu nebo jako stelivo pro zvitata (Gabrielova, 2007).



Konopi je mozné péstovat v oblastech s riznou zemépisnou §itkou, nebot’ ma
schopnost se velmi dobie ptizplisobit. Na vytvoreni jednotky susiny potiebuje dvakrat
vice vody nez obilniny. Vys$§i ndroky ma na piidu, pro dosazeni nejvyssich vynosovych
prvkll by méla byt pida urodna s nizkou spodni vodou, dobfe vyhnojend a bohaté
zasobend humusem. Pro ocekévané nizsi vynosy lze konopi taktéz péstovat na horsich
pudach v chladnéjsich oblastech. Na zarazeni do osevniho postupu neni naro¢né.
Nejvhodnéjsi jsou piedplodiny, které zanechdvaji padu dCistou, kyprou, dobie
zasobenou zivinami (okopaniny, kukufice, luskoviny, jetel, vojtéska). Snasi
i péstovani po sob&. Konopi zanechava pidu cistou a v dobrém stavu a je vhodnou

predplodinou pro naro¢né zemédelské plodiny (Honzik, 2012; Strasil, 2006).
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem prace bylo:

e Vyhodnoceni optimélnich hodnot pH pro dosazeni nejvyssi extrakce
(rozpusténého podilu) bilkovin z konopné mouky.

e Vyhodnoceni optimalni hodnoty pH pro nasledné¢ vysraZzeni nejvyssiho
mnozstvi bilkovin, ziskanych pfedchozi extrakci.

e Separace extrahovanych a vyrazenych bilkovin pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a zjiSténi kvalitativnich zmén v bilkovinném profilu konopné

mouky vlivem rozdilnych podminek.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 Botanicka charakteristika

Konopi je jednoleta, ptivodné dvoudoma cizosprasna rostlina (vyslechtény jsou
1 jednodomé samosprasné odridy technického konopi), patfici do ¢eledi konopovité
(Cannabaceae). Charakteristicky je pro ni kulovity kofen doristajici do hloubky
30 — 40 cm (na hlubokych ptidach az do hloubky 2 m) a syté zelené tii az tfinacticetné
listy s pilovitymi okraji. Lodyha je ptima, na spodu kulata a v horni ¢asti ctyrhranna.
Samci kvétenstvi je uspotadano v Gzlabnich latach, vyristajicich z uzlabi listd. Kvetou
20 - 25 dnti a poté odumiraji. Samici kvétenstvi je rozloZeno v horni ¢asti v nékolika
vrstvach, které tvoii husté olisténé kratké hrozny. Kvetou o 3 az 10 dni pozdéji nez
sam¢i (Ruman, 2014). Plodem je jednosemenna vejcita, Sedozelena nazka s jemnym
mramorovanim. HTS (hmotnost tisice semen) se pohybuje mezi 10 — 29 g (Valicek,

2003). Rozlisuji se tii zakladni druhy: konopi seté, indické a rumistni (Obr. 1).
Konopi seté (Cannabis sativa)

Jde o nejrozsitencjsi druh, péstovany pro hospodaiské vyuziti. Je péstovano
pro vlakno a semena bohatd na vitaminy a olej. Z konopi setého jsou vySlechtény
odridy s minimalnim obsahem THC, které se vyuzivaji pro prumyslové technické
ucely (Ruman, 2014). Obsah psychotropniho tetrahydrocanabinnolu (THC) musi
podle nafizeni komise (¢. 1592/2000) vydané Evropskou unii byt pod 0,2 %
(Kotyza,2012). Vyznamny je obsah cannabidiolu (CBD), ktery nema psychoaktivni
ucinky, napt. odrady Carmagnola, Bialobrzieskie maji obsah CBD 2 — 3 % (Bryndova,
2015).

Konopi indické (Cannabis indica Lam)

Péstuje se pro omamné latky obsazené v zelenych &astech rostliny (Snobl,
2004). Pryskytice samic¢iho kvétenstvi ma vysoky obsah THC, ktery se pohybuje od
8 do 12 %. Obsah CBD je na tikor THC nizky v rozmezi 0 — 1,5 % (Bryndova, 2015).
Diky vysokému mnozstvi cannabinoidt je vhodné pro medicinské ucely (Ruman,

2014).
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Konopi rumistni (Cannabis ruderalis)

Roste jako plevelna rostlina v ruskych tundrach a tajgach. Z cannabinoida
prevladd CBD. Vyuziva se pii Slechténi hybridd, které jsou povazovany za

samokvetouci odridy (Ruman, 2014).

Obr. 1: Zakladni druhy konopi odliSujici se svym habitem
sativa

W

indica

ruderalis

https://www.slideshare.net/Marekedi
http://cultivaweed.blogsp v/stavba-z-konopnho-betonu

3.1.1 Konopné semeno

Plod konopi se bézné oznacuje jako semeno, botanicky je definovany jako
achene (jednoduchy suchy plod). Semeno je vejcitého tvaru, jehoz mékké jadro chrani
tvrdsi vlakenna slupka tzv. perikarp viz obr. 2 (Amaducci et al., 2015). Semeno
je dlouhé 2 - 5 mm, Siroké 2 - 4 mm a jeho tloustka je 2,3 - 2,8 mm. Barva semene je

Sedozelena s jemnym mramorovanim (Snobl, 2004).

Sklizené neloupané semeno, které je nestejnomérné zralé, se nasledné Cisti na
sitech a dosousi do 24 hodin po sklizni na vlhkost pod 9 %, aby nedochéazelo k zapateni
a rozvoji plisni. Jinak ztraci sklizené semeno na kvalit¢ (Moudry et al., 2011; Honzik,
2007). Loupana seminka nejsou chranéna tuhou slupkou a jsou nachylna na oxidaci
tuk® neboli zluknuti. Vzhledem k tomu je nutné skladovani v chladu a temnu (Anonym
1, 2017).
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Obr. 2: Konopné semeno

Osemeni

Oplodi

Délohy

Vrcholek vyhonku

prachové olisténi

Podélny fez
http://hempedification.blogspot.cz/2016_02_01_ar http://www.internationalhempassociation.org/jiha/ji
chive.html ha4107.html

3.2 Slozeni konopného semene

Konopna semena jsou tvofena vlaknitou slupkou a olejnatou duzinou. Obsahuji
25 — 30 % vysychavého oleje, 20 — 25 % proteinti a 10 — 15 % sacharidi pfedevsim ve
formé vlakniny. Mezi dalsi slozky patfi esencidlni mastné kyseliny, vitaminy A, Bi,
B2, Bs, C a E, fytin, lecitin a kyselina cannabidiolova se silnym baktericidnim u¢inkem.
Semeno je také dillezitym zdrojem mineralnich latek: Ca, Na, P, Mg, Fe, Mn, Zn, a Si
viz tab. 1 (Miovsky et al.,2008; Klvanova and Ruman, 2008).

Tab. 1: Obsah vitaminti a mineralnich latek v konopném semenu v porovnani se semenem Inu

a maku v mg/100 g semen (Upraveno podle: Callaway, 2004; Stranskd and Andélovd, 2011;
Vyhlaska ¢.225/2008 Sb.; Food Composition Databases Show Foods, 2017)

Vitamin / Makové

mineralni litka Konopné semeno Lnéné seminko semeno DDD
Vitamin E 90 0,31 1,77 12
Thiamin (B1) 04 1,644 0,854 11
Riboflavin (B2) 0,1 0,161 0,1 1,4
Fosfor 1160 642 870 700
Draslik 859 813 719 2000
Hofr¢ik 483 392 347 375
Vapnik 145 255 1438 800
Zelezo 14 5,73 9,76 14
Sodik 12 30 26 550
Mangan 7 2,482 6,707 2
Zinek 7 0,6 79 10
Méd 2 1,220 1,627 1

DDD = doporucena denni davka [mg/100 g]
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Konopnd seminka jsou vhodnd pro kazdodenni konzumaci jako soucdst
vyvazené stravy (Ruman, 2014). Jsou bohatym zdrojem polynenasycenych mastnych
kyselin (zejména linolové a a-linolenové) a proteint, které obsahuji vSechny esencidlni
aminokyseliny v nutri¢né dostate¢ném mnozstvi podle FAO/WHO (FAO — organizace
pro vyzivu a zemédé@lstvi; WHO — Svétova zdravotnicka organizace); (Girgih et al.,
2010). Radi se tak mezi nejvyzivnéj§i potraviny rostlinného ptivodu. Konopné semeno
vynika pfijemnou ofisSkovou chuti. Pti pfipravé pokrmi by teplota neméla piesdhnout
40 °C, jinak dochazi ke ztraté vyzivnych latek, proto se pouziva pievazné ve studené

kuchyni nebo az pti dochucovani teplych jidel. (Ruman, 2014).

Tab. 2: Nutri¢ni obsah Zivin v konopném semeni a mouce (upraveno podle Callaway, 2004)

Celé semeno Konopna mouka

Olej [%] 35,5 11,1
Proteiny [%] 24,8 33,5
Sacharidy [%] 27,6 42,6
VIhkost [%] 6,5 5,6

Popeloviny [%] 5,6 7,2

Energie (kJ/100 g) 2200 1700
Celkova vlaknina [%] 27,6 42,6
Stravitelna vlaknina [%] 54 16,4

3.2.1 Konopny olej

Lisovanim jedné tuny semen zbavenych zelenych okvétnich listkli se zpravidla
ziskd 250 litri oleje ofiSkové chuti se stopami chlorofylu. Olej obsahuje stopové
mnozstvi THC a dalSich cannabinoidii (Ruman, 2014). Konopny olej je
charakteristicky vysokym obsahem esencialnich nenasycenych mastnych kyselin.
Obsahuje 50 — 70 % kyseliny linolové (18:2, ® — 6), 15 — 25 % kyseliny a-linolenové
(18:3, ® — 3) a 1 — 4 % kyseliny y-linolenové (18:3 o — 6) ; (V¢elakova and Ruman,
2015). Esencialni mastné kyseliny jsou zastoupeny v poméru 3 : 1 (0 — 6 : ® — 3).
Z uvedeného poméru mastnych kyselin je patrné, Ze konopny olej ma optimalni
nutriéni hodnotu (Russo and Reggiani, 2015). Na pokryti denni davky kyseliny
linolové a linolenové stadi 3 — 4 1zi¢ky oleje (Smirous, 2013). Od roku 2010 je olej
soucasti Ceského lékopisu (Ruman, 2014). Vystavenim sluneénimu zafeni a vzduchu
se proteiny a mastné kyseliny transformuji a olej zlukne. Proto by se mél olej skladovat

vV tmavé sklenéné lahvi a v chladu (Klvanova and Ruman, 2008).
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Tab. 3: Srovnani relativniho obsahu [%] mastnych kyselin v konopném oleji s dal§imi
rostlinnymi oleji (upraveno podle Callaway, 2004; Benhaim, 2007, Theuer, 2003)

- Palmitova = Stearova Olejova Pomér
Olej kyseli . . CLA ALA GLA SDA PUFA CLA:
yselina = kyselina = kyselina ALA
Konopny 5 2 9 56 22 4 2 84 3:1
Lnény 6 3 15 15 61 0 0 76 1:4
Sluneénicovy! 4 4 81 10 <1 0 0 63 10:1
Repkovy 4 <1 60 23 13 0 0 36 2:1
Séjovy 10 4 23 55 8 0 0 63 8:1
kukufi¢ny 12 2 25 60 1 0 0 60 60:1
olivovy 15 0 76 8 <1 0 0 8 9:1
Olej
z pSeni¢nych 3 17 24 46 5 5 <1 56 10:1
kli¢ka

ALA = a —linolenova kyselina, GLA = y-linolenova kyselina, SDA = stearidonova kyselina, PUFA =
polynenasycené mastné kyseliny, CLA = kyselina linolova, 1 = high oleic (odridy s vysokym
obsahem kyseliny olejové)

3.2.2. Sacharidy

Callaway (2004) uvadi, Ze konopné seminko obsahuje 27,6 % a mouka
z vyliski semene 42,6 % sacharidii. VSechny jsou pfevazné ve formé& nerozpustné
a rozpustné vlakniny v poméru 4:1. Rozpustna vladknina je U€inna pii zpomaleni
vstiebavani glukézy, zpomaluje vyprazdiovani Zaludku a tim zajiStuje delsi pocit
sytosti, ddle pomaha sniZzovat hladinu cholesterolu v krvi. Nerozpustnd vlaknina
zajistuje spravné traveni potravy v téle (Klvanova and Ruman, 2008; Anonym 2,
2017).

3.2.3 Konopné proteiny

Proteiny obsazené v konopném semeni se vyznacuji vysokou kvalitou, diky
zastoupeni vSech esencialnich aminokyselin v nutri¢né vyznamném mnozstvi a diky
struktufe proteind, ktera ovliviiuje stravitelnost a vyuziti v lidském téle. Proteiny
v konopném semeni jSOU majoritné zastoupeny dvéma globularnimi proteiny. Jedna se
0 albuminovou proteinovou frakci a globulinovou frakci. Majoritni globulinova frakce
je zastoupena proteinem edestinem. Ma strukturu podobnou plazmatickym proteintim
v krevni plazmé, a proto je snadno stravitelny. Navic je prosty inhibitord trypsinu

(antinutriéni latky), které se nachazi v soje (Leson and Russell, 2012).
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3.3 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny jsou polymery aminokyselin, vzniklé
proteosyntézou, které obsahuji v molekule vice nez 100 aminokyselin (Velisek and
Hajslova, 2009). Alberts a kolektiv (2002) uvadi u proteini rozmezi poctu
aminokyselin od 50 do 2000. Aminokyseliny jsou spojené navzajem peptidovou
vazbou -CO-NH- do linearnich fetézcl. Na vytvareni struktury proteinti se podili
i disulfidické mustky (-S-S-), esterové a amidové vazby (spojeni serinu, thereoninu,
argininu nebo lysinu prostfednictvim kyseliny fosforeéné). Nékteré proteiny obsahuji
navic jiné fyzikaln¢ nebo chemicky vazané organické slouCeniny: lipidy, sacharidy,
nukleové kyseliny, barviva). Proteiny jsou zakladnimi chemickymi slozkami vSech
zivych bungk a jsou soucésti potravin rostlinného i zivo¢isného ptivodu. Rostliny jsou
schopné syntetizovat proteiny ze zakladnich substrati jako je oxid uhlicity, voda
a anorganické slouceniny dusiku. Se sacharidy a lipidy se fadi proteiny K tzv. hlavnim
zivinam. Ve vyzivé ¢lovéka jsou nezastupitelné, nebot’ je neni mozné dlouhodobé

nahrazovat jinymi Zivinami (VeliSek and HajSlova, 2009).

Vlastnosti proteind jsou urCeny vlastnostmi aminokyselin a prostetickych
skupin, ze kterych se skladaji. Specifické interakce se vyskytuji mezi chemickymi
skupinami a nové vlastnosti vyplyvaji zkomplexniho souc¢tu mnoha malych
nekovalentnich interakci (Nakai and Modler, 1996).

Tab. 4: Rozd¢€leni proteind podle biologické funkce (upraveno podle: Velisek and Hajslova,
2009; Alberts et al., 2002; Verbsky and Richards, 2001; Rogers, 2015)

Typ proteinu Funkce Piiklad
, Stavebni slozky bunék, tkani Kolagen ve §lachach a chrupavkach, keratin ve vlasech,
Strukturni o 1o S . oo
zivoc€ichi i rostlinnych pletiv kozni vyrustky
Reguluji metabolismus a nervovy | Inzulin reguluje hladinu glukozy v krvi; ristovy
Hormony . o o
systém hormon reguluje télesny rist
Enzvm Katalyzuji biochemické reakce v | Sacharaza katalyzuje hydrolyzu sachardzy; trypsin
ymy buiikich katalyzuje hydrolyzu proteint
Transportni Umoiuji prenos sloudenin Hem(_)globln prenasi kyslik; lipoproteiny transportuji
proteiny
Pohybové Pohyb svall Svalové proteiny aktin a myosin
Obranné Rozpoznéava a nici cizi latky Imunoglobuliny stimuluji imunitni odezvu
Zasobni Ukladaji Ziviny Kaneuvl ulflrada proteiny vV mléce; feritin uklada Fe ve
slezing a jatrech
Senzorické Optické vlastnosti Rhodopsin
Regulaéni Regulace genové exprese Histony, hormony
e, Zdroj hmoty k vystavbé a obnové . .
VyzZivové tkéni, zdroj N Esencialni aminokyseliny
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Z vyzivového hlediska se déli na:

Plnohodnotné — obsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny v mnozstvi
potiebném pro vyzivu ¢loveka

Témét plnohodnotné — nekteré esencidlni aminokyseliny jsou mirné
nedostatkové

Neplnohodnotné — nékteré esencialni aminokyseliny jsou nedostate¢ném
mnozstvi (Velisek and Hajslova, 2009).

Podle tvaru molekuly se déli do dvou skupin:

e Globularni (sféroproteiny) — molekuly oblého az kulovitého tvaru s
nepoléarni funkéni skupinou uvnitt molekuly, naopak polarni skupiny tvofi
vnéjsi obal molekuly, na ktery se vazou molekuly vody. Proto jsou tyto
proteiny pfevdzné rozpustné ve vodé a zfedénych roztocich soli, tvofi
koloidni roztoky.

e Fibrilarni (skleroproteiny) — téméf nerozpustné strukturni proteiny,
molekula ma tvar makroskopickych vlaken (Alberts et al., 2002).

Podle rozpustnosti (sféroproteiny):

Albuminy — neutralni, dobte rozpustné ve vodé. Vysoluji se siranem amonnym
pfi nasyceni > 60 %. Nevratn€ koaguluji pti 75 °C (laktoglobulin, leucosin,
legumelin aj.).

Globuliny — déli se na dva typy: ve vodé rozpustné pseudoglobuliny
a nerozpustné euglobuliny. Euglobuliny zlstavaji rozpustné pfi isoelektrickém
bodu, pseudoglobuliny ne. Globuliny jsou rozpustné ve zfedénych roztocich
soli, vysoluji se 40 % siranem amonnym a za tepla koaguluji. Euglobuliny
zustavaji rozpustné pii isoelektrickém bodu, pseudoglobuliny jsou
nerozpustné. (Pseudoglobuliny z mlé¢né syrovatky; euglobulin edestin, glycin,
tuberin aj.).

Prolaminy — izolovany pouze z rostlin. Jsou nerozpustné ve vod¢, ale rozpustné
ve zfedénych roztocich soli, kyselin a zasad a také v 70 % ethanolu. Za tepla

nekoaguluji (gliadin, hordein, zein aj.).
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e Gluteliny —izolovany jen z rostlin. Ve vod¢ jsou nerozpustné, ale rozpustné ve
ziedénych roztocich soli, kyselin a zasad, teplem koaguluji (glutelin, oryzenin
aj.).

e Protaminy — siln¢ bazické proteiny. Dobie rozpustné ve vode¢, zfedénych
kyselinach a zasadéach a také v NH4OH. Obsahuji velké mnozstvi argininu.

e Histony — slabé bazické, dobfe rozpustné ve vod¢, ziedénych kyselinach
a zasadach. Od protamint se lisi tim, ze jsou nerozpustné v NH4OH a teplem
nekoaguluji. Obsahuji vy$si mnozstvi lysinu, argininu a histidinu (Jain et al.,

2005).

3.3.1 Vlastnosti proteinu

Rozpustnost

Rozpustnost proteind je zavisla na struktuie proteinu a relativni permitivité
rozpoustédla. Pfedevsim ale zavisi na hodnoté pH roztoku, iontové sile, také na teploté

a dal$ich faktorech (Velisek and Hajslova, 2009).

Pti nizkych koncentracich elektrolytu roste se zvySovanim koncentrace soli
rozpustnost proteinu do urcitého maxima. Po jeho ptekroceni s rostouci koncentraci
soli rozpustnost proteinu klesd. Vzestup rozpustnosti proteinu pii zvySovani
koncentrace soli v oblasti nizkych koncentraci se nazyva vysolovani. Rlizné proteiny
maji odliSnou odezvu na ptidavek soli. Vysolovani se ¢asto pouziva pro frakcionaci
globulind, které jsou ve vodé témef nerozpustné a mohou byt tedy frakcionované
rozpustény zvySovanim iontove sily roztoku. SniZovani rozpustnosti vétSiny proteinti
pfi vysoké koncentraci soli v roztoku se pouziva pro tzv. vysolovani. Hlavni efekt pti
vysolovani zpusobuje anion pfidané soli. U polyvalentnich anionti (fosfore¢nany,
sirany) bylo zjisténo, Ze prokazuji vyssi vysolovaci u€inek nez monovalentni anionty

(chloridy) ; (Bilkova and Kralova, 1997).

V pritomnosti organickych rozpoustédel maji proteiny tendenci denaturovat.
Denaturaci lze omezit snizenim na teplotu pod 0 °C (-5 °C), protoze organicka
rozpou$tédla snizuji bod tuhnuti roztokii. Pfi precipitaci proteinii organickymi
rozpoustédly pfitomnost soli ve vodném roztoku zvysuje rozpustnost proteind. SraZeni

se provadi v rozmezi koncentrace 0 — 80 %. Po oddéleni precipitatu je nutné odstranit
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zbytky organického rozpoustédla vakuovym suSenim nebo dialyzou (Velisek and

Hajslova, 2009).

V roztocich proteiny disociuji na amfolyty. V zavislosti na pH prostiedi
vznikaji disociaci riznych funkénich skupin riznych aminokyselin kladné nebo
zaporné nabité ionty. Z rozdilu kladnych a zapornych nébojii se ziskd volny naboj,
ktery ma podle pH prosttedi kladny anebo zaporny naboj. Oblast pH, pii které se peptid
(aminokyselina) nepohybuje v elektrickém poli. To znamena, Ze jeho volny néboj je
nulovy (Reusch, 2014). Rozpustnost proteinti zna¢n¢ zavisi na pH roztoku, ve kterém
se protein vyskytuje (nejnizsi je v isoelektrickém bod¢). V nékterych ptipadech mize
dojit v isoelektrickém bodé ke spontanni precipitaci proteinu. Casto je nutné po Gipravé
pH do hodnoty isoelektrického bodu zménit napi. koncentraci soli, teplotu, pridat
organické rozpoustédlo apod., aby doslo k selektivnimu srazeni proteinu. Mala zména
pH mtze mnohonésobné zménit rozpustnost ptitomnych proteind. Je potieba pocitat
stim, Ze nékteré proteiny jsou V prostiedi pH rovnajici se hodnoté jejich
isoelektrického bodu nevratné denaturovany. Skutec¢nosti, ze se proteiny lisi navzajem
svymi isoelektrickymi body, se vyuziva pii tzv. isoelektrickém srdzeni. Pii této
metod¢ se upravi pH roztoku na hodnotu isoelektrického bodu proteinu, ktera se bude
izolovat (Bilkova and Kralova, 1997).

Roztoky globularnich proteinti tvofi koloidné disperzni soustavy. Molekuly
proteinll maji charakter molekulovych micel s nepolarnim jadrem a polarnim obalem,
ktery se ve vodném prostiedi hydratuje. Mnozstvi vody se pohybuje kolem
0,2-0,5g/1 g proteinu. Disperze proteini jsou proto hydrofilnimi koloidy (Velisek
and HajSlova, 2009).

Denaturace

Nativni konformace globularnich proteini a jejich vlastnosti se méni jiz
mirnym U¢inkem fyzikalnich faktorGi a chemickych c¢inidel. Konformacni zmény
mohou byt reverzibilni — vratné (konformace muize byt obnovena navracenim proteinu
do ptivodnich podminek) nebo ireverzibilni — nevratné (ztrata biologické aktivity a
pivodni funkce proteinu). Denaturaci se struktura proteinu méni z nativni formy do

stavu nahodile svinutého fetézce. Nové funkéni skupiny mohou interagovat s vodou a
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nékteré proteiny vykazuji v denaturovaném stavu zvySenou schopnost vazat vodu
(0 30 — 45 %). Denaturace byva provazena koagulaci proteinti, disledkem agregace
molekul proteinu (funk¢éni skupiny proteint reaguji samy se sebou), ¢imz se snizuje
pocet funk¢énich skupin schopnych vstupovat do interakci s vodou a klesa schopnost

vazat vodu (Velisek and Hajslova, 2009; Pouchly, 2008).

Denaturaci vyvolavaji fyzikalni faktory, mezi které patii napt. zména teploty,
tlaku, ptisobeni ultrazvuku a chemicka c¢inidla napf. soli kyselin a zasad a tim
zpusobena zména pH, nebo pfitomnost povrchové aktivnich latek. K denaturaci
proteinti dochazi nejen pfi tepelném zpracovani potravin, ale i vlivem nizkych teplot.
K vlastni denaturaci dochézi nasledné¢ v disledku povrchovych jevi na rozhrani dvou
fazi (roztok proteinu a ledovych krystali) a pfipadné v disledku zmrznuti vody nutné

pro zachovani nativni konformace proteinu.

Z vyzivového hlediska je denaturace zpravidla Zadouci, nebot’ denaturované
proteiny byvaji pfistupngj§i digestivnim enzymim traviciho traktu neZz nativni
proteiny. Denaturaci se zvysi vyuzitelnost proteinii. Soucasné dochazi k denaturaci ¢i
odstranéni nekterych antinutri¢nich faktorti a pfirozenych toxickych latek napf.
inhibitora proteas, lektint, nezadouci enzymid a mikroorganismi (Velisek and
Hajslova, 2009).

Proteiny maji vyznamné vyuziti v potravinafském pramyslu pro svoje funkéni
vlastnosti. Funkéni vlastnosti ovliviiuji interakce s ostatnimi slozkami jako je voda,
sacharidy a tuky. Mezi hlavni funk¢ni vlastnosti patii rozpustnost, pénivost,
gelovaténi, emulgace vaznost vody a tuku (Zayas, 1997). Izolaty ptipravované
alkalickou extrakei, kterou nasleduje isoelektrické srazeni maji vyrazné omezené nebo

zni¢ené funk¢ni vlastnosti (Malomo and Aluko, 2015b).
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Obr. 3: Denaturace proteinu

denaturace

ztrata
biologické

s

obnoveni
aktivity

Nativni protein Renaturace Denaturovany protein

(Zdroj: https://socratic.org/questions/what-is-denaturation-and-what-causes-denaturation-in-proteins)

3.4 Proteiny konopi

Jak jiz bylo zminovano, konopné semeno obsahuje dv¢ hlavni frakce zasobnich
proteind, a to albumin (2S) a globulin (11S) / (Callaway, 2004; Malomo, 2015).
Nadathur a kolektiv (2017) oznacuji globulin jako 12S. Globulin (edestin) zaujima
z celkového obsahu proteind 60-80 % (Tang et al., 2006). Hlavnimi limitujicimi
aminokyselinami jsou lysin a tryptofan, ostatni aminokyseliny jsou zastoupeny
v dostate¢ném mnozstvi (tab. 5). Ve vysokém mnozstvi je zastoupen arginin a kyselina
glutamova (Park et al., 2012). Arginin pomaha piedchazet kardiovaskularnim
onemocnénim tim, ze zvysSuje prutok krve a pfispiva k udrzeni normalniho krevniho
tlaku (Nadathur et al., 2017). Kyselina glutamova patii mezi neurotransmitery
a pomaha nejen pii stresu a psychickych potizich (Anonym 3, 2014). Na rozdil od
proteindl semen s6ji neobsahuje semeno konopi inhibitory trypsinu, coz zlepsuje jeho
stravitelnost. Konopny protein je bez oligosacharidi, nachazejicich se napt. v s6jovém
a hrachovém proteinu, jenzZ mohou vyvolavat nepfijemné podrazdéni zaludku

a plynatost (Malomo, 2015).
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Tab. 5: Relativni zastoupeni [%] aminokyselin v konopnych semenech a proteinovych
izolatech ve srovnani se s6jovym proteinovym izolatem (upraveno podle: Malomo and Aluko,
2015a; Malomo and Aluko, 2015b; Tang, 2013, Malomo et al., 2014; World health
organization, 2007)

Aminokyselina Albumin! Globulint HPM iHPI SPI
Asparagova Kyselina 7,9 9,5 10,8 11,3 11,5
Threonin * 4,6 2,6 3,8 3,4 3,8
Serin 51 5,7 5,7 5,6 5,2
Glutamova kyselina 20,4 21,5 18,5 19,1 19,0
Prolin 3,8 3,9 44 4,3 51
Glycin 8,3 4,1 4,7 4,3 4,1
Alanin 3,9 2,8 4,2 3,8 4,2
Cystein 3,2 3,3 1,5 1,3 1,3
Valin * 2,9 3,4 4,7 4,7 50
Methionin * 1,7 41 2,3 1,9 1,3
Isoleucin * 2,0 2,9 3,6 3,6 4,8
Leucin * 4,1 5,6 6,9 6,5 8,1
Tyrosin 2,0 3,4 3,0 3,6 3,8
Fenylalanin * 1,3 3,3 4,7 4.7 5,2
Histidin * 3,7 3,9 3,3 3,2 2,6
Lysin * 7,4 3,7 3,9 2,7 6,2
Arginin 12,8 16,1 13,2 15,1 7,5
Tryptofan * 0,2 0,3 1,1 1,0 1,3
EAA 27,9 29,7 34,1 31,7 38,3
AAA 3,5 7,0 8,8 9,3 10,3
HAA 17,8 22,1 26,1 21,7 24,7
Obsah proteint 443 84,2 >90

* = esencialni aminokyseliny; 1 = v konopném semeni; HPM = mouka s konopnym proteinem; iHPI =
isoelektricky pH vysraZeny konopny proteinovy izolat; SPI = s6jovy proteinovy izolat; EAA = soucet
esencialnich aminokyselin; AAA = aromatické aminokyseliny; HAA = hydrofobni aminokyseliny

Rostlinné globuliny jsou klasifikovany na zéklad¢ sedimenta¢niho koeficientu
jako 11S nebo 7S (Jain et al., 2016). Sedimentacni koeficient je definovan jako
rychlost radidlniho pohybu ¢astice v zavislosti na aplikovaném odstfedivém poli.
Sedimentacni koeficient je pfimo imérny molekulové hmotnosti ¢astice a nepiimo
umérny jejimu frikénimu koeficientu. Frikéni koeficient zavisi na tvaru a velikosti
sedimentujici ¢astice (objemné a protahlé¢ castice maji vysSi hodnoty frikéniho
koeficientu nez malé kulovité Castice). Rizné molekuly sedimentuji pii rtiznych
hodnotach sedimentacniho koeficientu (S) v zévislosti na své hmotnosti a tvaru.
Hodnota sedimentacniho koeficientu, je typicka pro sedimentaci urcité Castice
v daném prostiedi. Sedimentacni koeficient se udava v jednotkéch Svedberg (S), které
jsou v soustavé SI definovany jako 1023 sekundy. Pro vétsinu latek nabyvaji hodnoty
sedimentacniho koeficientu 1 — 100 S. Pro proteiny jsou charakteristické hodnoty 1 azZ
10 S (Brown et al., 2008; Van¢k and Bezouska, 2010).
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3.4.1 Globulin

Globulinova frakce je zastoupena proteinem edestinem, ktery je hlavnim
zasobnim proteinem v konopném semeni (Nadathur et al., 2017). Ma jednoduchou
tercialni strukturu (Malomo, 2015). Globulin v konopném semeni je tvoien dvéma
typy proteini 11S a 7S, které mohou byt oddéleny diky rozdilnym isoelektrickym
bodim pomoci isoelektrické precipitace, jak popisuje Wang a kolektiv (2008). Edestin
je slozen ze Sesti identickych monomert tzv. hexamer. Kazdy monomer je tvoien
kyselou a bazickou podjednotkou spojenou jednou disulfidickou vazbou (Teh et al.,
2016). Edestin se vsak za redukujicich podminek na polyakryamidovém gelu separuje
na kyselé podjednotky o molekulové hmotnosti 34 kDa a bazické podjednotky
o molekulové hmotnosti 18 — 20 kDa (Raikos et al.,2015). Odhadovana molekulova
hmotnost nativniho edestinu je pfiblizné¢ 300 kDa (Wang et al., 2008).

Edestin je podobny lidskému proteinu Vv krevni plazmé, s ¢imz souvisi jeho
dobra stravitelnost a jeho ,,nealergenni* povaha (Anonym 3, 2014). Albumin, globulin
a fibrogin patii mezi tfi hlavni proteiny v krevni plazmé. Tyto proteiny v plazmé slouzi
Vv piipadé potieby jako zdsoba rychle dostupnych aminokyselin. Globulin je tietim
nejcastéj$im proteinem, nachazejicim se v lidském téle. Globuliny vykonavaji mnoho
enzymatickych funkci v krevni plazmé. Jsou odpoveédné za Cinnost bun¢k, které tvori

imunitni systém (Osburn, 1992).

3.4.2 Albumin

Konopi obsahuje 35 % albuminu. Konopny albumin patii mezi vysoce kvalitni

proteiny a je podobny albuminu vaje¢ného bilku.

Albumin ma vysokou relativni rozpustnost ve vodé (globulin je ve vodé
rozpustny velmi malo). Albumin m4 minimalni rozpustnost pii pH 3 a globulin pti pH
5 (obr. 4) ; (Malomo, 2015). Struktura albuminu je velmi malo kompaktni a hydrofilni.
Pénici schopnost odrazi vysoka rozpustnost albuminu s 90 % navySenim objemu pii
pH 3 aleipfi pH 7 a9. Dalsi vlastnosti albuminu i globulinu je schopnost tvofit emulze

Nadarthur, 2017). Molekulova hmotnost albuminu je pfiblizné 4 — 9 kDa (Day, 2013).
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Obr. 4: Rozpustnost konopného albuminu a globulinu pfi riznych hodnotach pH
(ptevzato od Malomo, 2015)
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3.4.3 Konopny proteinovy izolat

Bézn¢ pouzivanym a jednoduchym zplsobem izolace proteinu je pouziti
alkalické solubilizace a nasledné kyselé srazeni na hodnotu isoelektrického bodu (pl)
(Malomo, 2015). Hodnota isoelektrického bodu konopnych proteinti se nejéastéji
pohybuje v rozmezi pH 5 — 6 (Yin et al., 2009). Podle Pearsall a Ewing (1924) je pl
edestinu v rozmezi hodnot pH 5,5 — 6. Dalsi zdroje uvadi hodnotu pI desetinu 6,9 (Niir
Board Of Consultants & Engineers, 2005). Pti hodnotach pH nad isoelektricky bod
(alkalické prosttedi), dochazi k pfevedeni proteinu do roztoku za laboratorni teploty.
Naopak v kyselém prostiedi, které se shoduje s hodnotou isoelektrického bodu,
dochazi k precipitaci rozpusténého proteinu. Srazenina se odd¢€li odstfedénim. Ziskana
srazenina se znovu disperguje v destilované vodé za ucelem upraveni pH na 7 pomoci

NaOH. Poslednim krokem je suseni (Malomo, 2015).

Izoldt ma omezené funkéni vlastnosti, zejména rozpustnost. Rozpustnost se
zlepSuje enzymatickou hydrolyzou (napf. trypsinem, alkalasou) a vznikd tzv.
hydrolyzovany konopny proteinovy izolat (Tang et al., 2006; Yin et al., 2009).
Hydrolyzovany proteinovy izolat, také vykazuje antioxidacni aktivitu (Tang et al.,
2009). Za ucelem ziskani nového proteinového izolatu se zlepSenymi funkénimi
vlastnostmi by bylo vhodné pouzit metodu membranové ultrafiltrace, ktera se vyuziva

pii vyrob¢ sojového izolatu. Pii ni se odstrani nezadouci (neproteinové) latky, které
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nepiizniveé ovliviluji vysrazeni proteinu. Ultrafiltraci se ziska vysoky vytézek proteinu
s funkénimi vlastnostmi pro pouziti v potravinarském pramyslu. Metoda zatim nebyla

patentovana a pouzita pro komeréni vyrobu konopného proteinového izolatu (Wang

etal., 2014).

4. MATERIAL A METODY

4.1 Popis vybranych odrud konopi

Jako vychozi materidl byly zvoleny jednodomé odriiddy konopi USO 31
a Fedora 17. Vlastnosti obou téchto odriid jsou popsany v tab. 6. Z uvedenych hodnot
je patrné, ze odruda Fedora 17 je vyss$iho vzristu, s ¢imz souvisi 1 vétsi vytéznost
biomasy. Odruda Fedora 17 obsahuje zna¢né mnozstvi cannabinoidu CBD, ktery je
cenény pro farmakologické ucinky. Obé odridy maji zna¢ny obsah mastnych kyselin
vV semeni, ktery je Zadouci.

Tab. 6: Vlastnosti odrtid: USO 31 a Fedora 17 (upraveno podle: Ihempfarms, 2017; Len a
konopi, 2006)

USO 31 Fedora 17
Piivod Ukrajina Francie
Doba vegetace <125 dni < 135 dni
Vyska rostliny 200 — 250 cm 250 — 350 cm
Vynos semen 0,8 —-1t/ha 0,8 —1t/ha
Obsah oleje v semeni 28 —30 % 30-32%
HTS 16-18¢ 16-18¢
Vynos suché biomasy <8 t/ha 8-10t/ha
Obsah vlakna ve stonku >35% 30-35%
Obsah CBD 05-1% 15-2%
Obsah THC < 0,06 % < 0,06 %
Pouziti Semeno/vlakno Semeno/CBD/vlakno

HTS = hmotnost tisice semen, THC = tetrahydrocannabinol, CBD = cannabidiol

4.2 Priprava materialu

Jako zékladni materidl byly pouzity vylisky v podobé peletek, ziskané po
lisovani semen na konopny olej od péstitele konopi pana Rihy z Chrastic. Peletky byly

nahrubo nadrceny v tieci misce s tlouckem a poté mlety na ultraodstiedivém mlynu
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ZM 100 (Schoeller instruments, Némecko) na jemnou mouku. Ziskana konopna
mouka byla uskladnéna v polyethylenovém uzaviratelném sacku v chladicim boxu

a byla pouzita jako vychozi material pro dalsi analyzu.

4.3 Laboratorni metody

4.3.1 Stanoveni obsahu susiny

Obsah suSiny umleté mouky =z vyliski danych odrid byl stanoven
gravimetricky. Mouka byla navazovéana ve tfech opakovani do hlinikovych véazenek

po 5 g asusena 2 h pti 110 °C v susarné¢ UN 75 (Memmert, Némecko).

4.3.2 Extrakce proteina

Optimalizace pH podminek pro extrakci

Optimalizace pH byla provadéna za laboratorni teploty (20 °C) v rozmezi
hodnot pH 3 — 11, vzdy ve 3 opakovanich. Hodnoty pH v kyselé oblasti byly upraveny
pomoci 1M roztoku HCI (1M roztok piipraven z 35 % HCI), pro hodnoty pH v bazické
oblasti byl pouzit 1 M roztok NaOH (oboji PENTA, CR). Do 50 ml centrifuga¢nich
tub bylo v ramci kazdého opakovani navazeno 2 g konopné mouky. K navazce bylo
napipetovano 10 ml destilované vody. Po protfepani se nechal roztok odstat na 15
minut. Poté byly upraveny hodnoty pH jednotlivych roztokti od 3 do 11 za souc¢asného
michani na magnetickém michadle. Pro méteni pH byla pouzita kombinovana mikro
pH elektroda HC 153 (THETA "90, CR — Ing. Stanislav Skékal) pfipojena na pH metr
(METTLER TOLEDO) a pomoci pipety bylo upraveno pH na pozadovanou hodnotu
IM roztokem HCI nebo 1M roztokem NaOH. Po upravé pH se nechaly upravené
vzorky po dobu 30 minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Néasledovala centrifugace
na centrifuze ROTINA 420 R (Hettich, Némecko) pii 20 °C po dobu 20 minut pti 4500
rpm. Kvili odstranéni tuku byl supernatant po odstfedéni filtrovan pres filtr Filpap KA
2 - M (VERKON, CR). Pelet byl postupné dvakrat promyt 5 ml destilované vody,
znovu odstfedén na centrifuze a supernatant zfiltrovan. Veskery filtrat byl slit do
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pfedem zvazenych 50 ml centrifugatnich zkumavek. Supernatant s obsahem
extrahovanych proteind byl pro dalsi pouziti zmrazen a lyofilizovan na lyofilizatoru
Alpha 1-4 LSC (Martin Christ, Némecko), za nasledujicich podminek: teplota: -50 °C,
tlak: 0,520 mbar, doba: cca 72 h.

Extrakce vzorki pro stanoveni koncentrace proteinti a SDS-PAGE

Lyofilizaty extrahovanych proteini byly zhomogenizovany a navazovany po
25 mg ve Ctyfech opakovanich do 2 ml centrifugac¢ich mikrozkumavek (Eppendorf,
Némecko). Nasledné byly extrahovany v 1 ml extrakéniho pufru (0,0625M Tris-HCI
+ 2% SDS) na ledu po dobu 90 minut. V pribéhu extrakce s extrakénim pufrem byly
vzorky dvakrat promichdny. Poté byla provedena centrifugace pii 4 °C po dobu 10
minut pii 12 000 rpm. Do pfipravenych centrifuga¢nich mikrozkumavek bylo
odpipetovano z kazdé varianty 400 pl supernatantu pro stanoveni koncentrace proteini

pomoci metody BCA a 400 pl supernatantu pro SDS-PAGE.

4.3.3 Stanoveni proteint bicinchoninovou metodou

Metoda vyuziva kyseliny bicinchoninové (BCA) ke spektrofotometrickému
stanoveni celkovych proteint. Je zaloZena na alkalické redukci méd’natého iontu na
médny pomoci proteinu a nasledné chelataci médného iontu kyselinou

bicinchoninovou za vzniku purpurového zbarveni.

silna baze + BCA cinidlo

protein + Cu?* Cu BCA Cutkomplex

Tento, ve vodé rozpustny komplex, vykazuje silnou absorbanci pii 562 nm,
ktera je linearni se zvysujici se koncentraci proteint v rozsahu od (20 — 2000 pg /ml).
BCA neni metodou koncového bodu, to znamena, Ze vysledné zbarveni se stale vyviji.
Nicméné po inkubaci je rychlost pokracujiciho vyvoje zbarveni nizka (Pec¢ et al., 2008;

Thermo Fisher Scientific, 2015).

Bicinchoninova metoda je velmi citliva na podminky pii provedeni (zejména

na piesnosti pipetovani, na dob¢ a teploté inkubace, na charakteru proteinu pouzitého
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k standardizaci). Metoda BCA je tolerantné&jsi k ptitomnosti interferujicich slouc¢enin
(redukujici sacharidy a amonné ionty interferuji velmi siln¢). Pokud jsou vsak

odstranény (napi. dialyzou), je metoda srovnatelna s metodou Lowryho (Kas et al.,

2006; Walker, 1994).

Piiprava vzorki a stanoveni metodou BCA

Pro analyzu byl pouzit kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA). Standardem je bovinni sérovy albumin (BSA). Pracovni ¢inidlo se
ptipravuje vzdy Cerstvé smichanim 50 dilt reagentu A s 1 dilem reagentu B. Reagent
A obsahuje uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselinu bicinchoninovou

a vinan sodny v 0,1M roztoku hydroxidu sodného. Reagentem B je 4 % siran médnaty.

Pro vysokou koncentraci proteinu bylo nutné provést fedéni vzorkl
destilovanou vodou v poméru 1 : 1. Kazda varianta extrahovanych proteinti byla
provedena ve étyfech opakovanich. Nafedéné vzorky byly nanaseny o objemu 25 pl
na mikrodesticku do jamek. Nasledné bylo ptidano pracovni ¢inidlo o objemu 200 pl
(pomér nanaSeného vzorku a ¢inidla 1 : 8). Po ptfidani pracovniho ¢inidla ke vzorkiim
se mikrodesticka ptiklopila vickem a dala se promichat na tfepacce po dobu 30 sekund.
Nasledovala inkubace pii teplot¢ 37 °C po dobu 30 minut. Poté se mikrodesticka
ochladila na pokojovou teplotu. Celkové proteiny byly méfeny na piistroji xMark ™

Microplate Absorbance Spectrophotometrer (Bio-Rad, USA) pfi vinové délce 562 nm.

4.3.4 SDS-PAGE

Denaturaéni vertikalni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu je zakladni
metodou pro separaci makromolekul tedy i1 proteini na zakladé velikosti molekul
(molekulové hmotnosti) separovanych latek (Kerese, 1984). U¢inkem anionaktivniho
detergentu SDS (sodiumdodecylsulfat) dochazi k rozpadu kvarterni struktury proteinti
na jednotlivé proteinové podjednotky. SDS vaZe proteiny V konstantnim poméru 1,4 g
SDS na 1 g proteinu. Vzniklé komplexy SDS-protein maji stejnou zapornou hodnotu

povrchového naboje a migruji v polyakrylamidovém gelu podle své velikosti ke
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kladné anodé. Mezi migracni dradhou proteinu a jeho molekulovou hmotnosti existuje
hyperbolickd zavislost. Podle dostupnych standard (markerl) o znamé molekulové
hmotnosti Ize stanovit molekulové hmotnosti proteint a identifikovat je. SDS-PAGE
se pouziva také pro analyzu Cistoty proteinu, sledovani purifika¢niho procesu cilového
proteinu, pro detekci proteinovych modifikaci a dal$ich postupech (Laemmli, 1970;

Barta et al., 2010)

Priprava vzorkii a SDS-PAGE

Na zakladé¢ stanoveni celkovych proteinti rozpusténych v roztocich podle pH
od 3 — 11 metodou BCA byla zvolena mnozstvi nanasek pro SDS-PAGE na systému
vertikalni elektroforézy SE 600 (Hoeffer, USA). Vzorky byly separované na 12 %
separacnim gelu a 3,75 % zaostfovacim gelu. Separacni gel mél nasledujici slozeni:
36,7 ml destilované vody, 31,9 ml akrylamidu, 10 ml pufru A, 800 ul
sodiumdodecylsulfatu ~ (SDS), 400 pl  persiranu  amonného, 40 pul
tetramethylethylendiaminu (TEMED). Zaostfovaci gel obsahoval: 12,15 ml destilované
vody, 2,5 ml akrylamidu, 5 ml pufru B, 200 ul sodiumdodecylsulfatu (SDS), 150 pl
persiranu amonného a 20 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED).

Po extrakci popsané v kapitole 5.2.2 bylo do novych 1,5 ml centrifugac¢nich
mikrozkumavek odpipetovano 40 ul a ptidino 10 pl nanaseciho pufru
(2-merkaptoethanol). Smés vzorki byla zahtata v termobloku na teplotu 99 °C po dobu tii
minut. Byla zchlazena a nanasena na gel o koncentraci 30 pg/slot v mnozstvi uvedenych
v tab. 7. Jako hmotnostni marker byl pouzit Blue Protein ladder 5 — 245 kDa (Central
European Biosystems, CR). Gel snanesenymi vzorky byl vlozen do vertikalni
elektroforetické vany s pufrem o slozeni: 0,192 M glycin + 0,025 M Tris + 0,1 % SDS.
Vlastni separace byla provedena za podminek napéti 150 V prvnich 30 minut a
nasledné pii napéti 200 V po dobu 4-6 hodin. Z divodu ucinngjsiho chlazeni byla

sestava v pritb¢hu separace umisténa v chladnicce.

Po separaci byly gely vyjmuty, oplachnuty v destilované vod¢ a separované
proteiny byly pies noc obarveny v roztoku obsahujici 1 g barviva Coomassie Brilliant
Blue R- 250, 500 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 400 ml destilované vody.

Nasledné vymyti detekéniho roztoku z pora geld, tzv. ,,odbarveni®, bylo provedeno
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pomoci odbarvovaciho roztoku (obsahujici 25 % ethanolu, 10 % kyseliny octové
a 65 % destilované vody) po dobu 6 h za podminek aktivniho tfepani gelti o velmi
nizké intenzit¢ na tfepacce. Po odbarveni byly gely digitalizovany pomoci
fotodokumenta¢niho zatizeni Gel Doc XR+ (Bio-Rad, USA) a ziskany elektronicky
zaznam byl vyhodnocen pomoci software Image Lab (Bio-Rad, USA).

Tab. 7: Nanasky vzorka pro SDS-PAGE

Varianta Nanasky [pl] Varianta Nanasky [pl]
U3A 12,4 F3A 13,0
u3B 12,5 F3B 13,0
u3cC 10,6 F3C 13,0
U4A 10,3 FAA 10,0
u4B 9,8 FAB 11,1
u4c 11,0 FaAC 10,6
USA 8,3 F5A 75
uUsSB 8,4 F5B 7,6
usC 8,5 F5C 7,2
UBA 6,4 F6A 57
ué6B 6,7 F6B 6,0
u6C 6,9 F6C 5,8
U7A 6,1 F7A 57
u7B 6,0 F7B 54
u7C 5,9 F7C 55
UBA 5,6 F8A 5,6
usB 5,7 F8B 5,7
uscC 5,6 F8C 5,6
U9A 5,2 FOA 5,4
u9B 5,0 FoB 5,6
uac 51 FoC 5,4
U10A 5,0 F10A 5,0
u10B 5,0 F10B 5,0
u10C 5,0 F10C 5,0
Ul1A 5,0 F11A 5,0
UliB 5,0 F11B 5,0
ulicC 5,0 F11C 5,0

U = odrida USO 31; F = odrtida Fedora 17; ¢islice zna¢i pH (3 —11); A, B, C = varianta opakovani

4.3.5 Stanoveni obsahu dusiku

Stanoveni obsahu dusiku bylo provedeno pomoci modifikované Dumasovy
metody. Vyhodou metody v kombinaci s pouzitou instrumentaci je jednoduché pouziti
a pln¢ automatizovany proces. Ve srovnani s metodou podle Kjeldahla je vyrazné
rychla (proces trva 3 — 4 minuty), (Jung et al., 2003). Vzorek se spaluje za piitomnosti
kysliku v komote pii vysoké teploté nad 900 °C. Dochazi k uvolnéni oxidu uhlicitého,
vody a oxidu dusiku. Plyny jsou hnany pies specidlni sorpéni kolony, které pohlcuji

oxid uhli¢ity a vodu. Plynné oxidy dusiku jsou katalyticky redukovany na dusik, ktery
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je detekovan tepelné-vodivostnim detektorem. Piepocet koncentrace dusiku ve vzorku

na obsah dusikatych latek se provadi ptepoctovym faktorem 6,25 (Elementar, 2016).

Priprava vzorkii a stanoveni obsahu dusiku

Stanoveni bylo provedeno u neupravené konopné mouky, z lyofilizovanych
extraktl a precipitatl, které bylo nutné zhomogenizovat. Pro analyzu bylo pouzito 25
mg vzorkt zabalenych v cinovych kapslich. Pied vlastni analyzou na analyzatoru rapid
N cube (Elementar, Germany) se stanovil denni faktor, jako standard se pouziva
kyselina asparagova. Standard byl navazen do kapsli po 25 mg v péti opakovanich. Po
stanoveni denniho faktoru byly vzorky vlozeny do autosampleru k vlastnimu

stanoveni obsahu dusiku.

4.3.6 Srazeni proteinii

Z vysledkl stanoveni obsahu dusiku a BCA metody byly zvoleny pro sraZeni
varianty extrahované pti pH 9,10 a 11. Do 50 ml centrifugac¢nich tub bylo navazeno
po 4 g konopné mouky, kterd byla rozpusténa ve 20 ml destilované vody. Nasledoval
stejny postup optimalizace pH, jako u pfedeslé extrakce pomoci 1M NaOH. Ziskané
extrakty byly srdZeny za laboratorni teploty 1M HCI k hodnoté isoelektrického bodu,
tedy okyselovany na pH 4, 5 a 6. Po okyseleni byly koagulaty 30 minut inkubovany
pfi laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace pii 20 °C po dobu 20 minut pii 4500
rpm. Pelet, v tomto pfipad¢ precipitat, byl postupné dvakrat promyt 10 ml destilované
vody a znovu centrifugovan. Precipitat byl zmrazen a lyofilizovan za nasledujicich

podminek: teplota: - 50 °C, tlak: 0,520 mbar, doba: cca 72 h.

4.3.7 SDS-PAGE precipitatu

Lyofilizovany precipitat byl zhomogenizovan. Od kazdé varianty bylo
navazeno do 2 ml centrifugacnich mikrozkumavek 10 mg precipitatu, ktery byl

extrahovan
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v extrakénim pufru (0,0625M Tris-HCI + 2 % SDS) na ledu 2 hodiny. V prubéhu
extrakce byly vzorky dvakrat promichany. Poté byla provedena centrifugace pti 4 °C
po dobu 10 minut pii 12 000 rpm. Do novych 1,5 ml centrifugacnich mikrozkumavek
bylo odpipetovano 40 ul supernatantu a piidano 10 ul nanaseciho pufru (5 ml 1,25M
Tris-HCI, pH 6,8 + 2.3 g SDS + 10 ml glycerol + 5 mg Bromophenol Blue; na 500 ul
tohoto pufru se ptfida 170 ul 2-sulphanylethanol). Smés vzorkli byla zahtata
v termobloku na teplotu 99 °C po dobu 3 minut., po ochlazeni byla nanaSena na gel
vV objemu 5 pl/slot. Vzorky byly separované na 12 % separa¢nim gelu a 3,75 %

zaostfovacim gelu. Dalsi postup stejny jako u predeslé SDS-PAGE elektroforézy.

4.3.8 Stanoveni obsahu dusiku precipitatu

Stanoveni bylo provedeno po lyofilizaci precipitati a nasledné homogenizaci.
Postup piipravy vzorki a méfeni byl stejny jako u pfedchoziho méteni, podrobné

uvedeny V kapitole 4.3.5.

4.3.9 Gravimetrické stanoveni vytéznosti extrahovanych a vysrazenych
proteini

Ihned po lyofilizaci byly vaZeny tuby s lyofilizovanym extraktem, stejné i tak

S vysraZzenym proteinem. Vysledek stanoven gravimetricky.

4.4 Vyhodnoceni vysledku

Vysledky byly zpracovany do grafii v programu Microsoft Excel. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno v programu Statistica 12. Byla pouzita tfifaktorova
analyza rozptylu — ANOVA s F-testem. DalSim testem byl Fisheriv LSD test
mnohonasobného porovnavani. Digitalizované gely byly déle vyhodnocovany za
ucelem zjisténi piibliznych molekulovych hmotnostni jednotlivych proteinovych
pruhti a relativni zastoupeni pruht v lajné v programu Image Lab 6.0 pro analyzu

snimku.
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5. VYSLEDKY

5.1 Obsah suSiny a dusikatych latek v mouce

Obsah susiny namletych vyliskii vybranych odriid nebyl vyrazné rozdilny.
Susina u odridy USO 31 ¢inila 92,38 % a u odridy Fedora 17 byla mirné vyssi
94,21 %.

Nasledné byl zméfen obsah dusiku v konopné mouce odridd USO 31 a Fedora
17. Ten byl ptepocditan koeficientem 6,25 na obsah dusikatych latek (NL). Z vysledkt
uvedenych v tab. 8 je zjevné, ze odrida Fedora 17 ma vyssi obsah NL (34 %) nez
odrada USO 31 (29 %).

Tab. 8: Obsah dusikatych latek v konopné mouce

NL (%)
Vzorek Obsah NL [%] | Priamér NL [%] (Sm.odch.) Podobnost
UsoO 31 28,83
USO 31 30,61
USO 31 28,56 28,98 LI5 b
UsoO 31 27,91
Fedora 17 33,52
Fedora 17 33,67
Fedora 17 34,70 34,05 0,55 a
Fedora 17 34,32

NL = dusikaté latky; Odli$na pismena indikuji prukazny rozdil na hlading€ vyznamnosti p < 0,05 (LSD
test).

5.2 Extrakce konopnych proteint
Pted samotnou optimalizaci pH bylo méfeno pH suspenze mouky a destilované

vody, ktera se pfed méfenim nechala 15 minut odstat. U odrady USO 31 bylo pH
V priméru 6,68 a u odridy Fedora 17 6,74.
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5.2.1 Stanoveni obsahu proteini a dusikatych latek v susiné extraktu

Vysledky stanovené BCA metodou, cili obsah proteint [ug/ml], byly
pfepocitany na obsah proteini ve 100 g mouky. Relativni zastoupeni proteind V susiné
extraktu ziskaného solubilizaci konopné mouky ve vodnych roztocich o rizném pH je

znizornéno v obr. 5.

Obsah dusikatych latek byl stanoven za vyuziti standardniho koeficientu
Nx6,25 automaticky pomoci softwaru piislusiciho k pfistroji rapid N Cube.
U vysledkt bylo nutné udélat korekei latek pouzitych pro upravu pH (1 M HCl a 1M
NaOH) a odecist je od dusikatych latek, aby nedochazelo ke zkresleni vysledki
(obr. 6).

Nejvyssi obsah proteint a dusikatych latek byl zjistén u obou odrud pii pH 11.
Z graft je patrné, Ze se zvySujcim se pH mirn€ roste i obsah extrahovanych proteint
a dusikatych latek. V obrazku 5, ktery znazorniluje relativni zastoupeni proteinti
v extraktu konopné mouky v zavislosti na pH, je mozné pozorovat mirny propad pfi

pH 6 u obou odrid, ktery 1ze pfisoudit blizici se hodnoté isoelektrického bodu.

Soucinem dusikatych latek a hmotnostniho vytézku extraktu byla spocitana
celkova vytéznost dusikatych latek v konopné mouce (obr. 7). Vytézek extrahovanych
proteinti byl stanoven gravimetricky po lyofilizaci extraktu. U hmotnostniho vytézku
byla provedena korekce hmotnosti pfidané HCI a NaOH upravujicich pH. Relativni
hmotnosti vytézky extraktu z konopné mouky se vyrazné nelisi, jen u pH 11 byl

u obou odriid vyraznéjsi hmotnostni vytézek (obr. 8).

Statistickymi metodami byl zhodnocen a prokazan vliv pH na extrakci proteint
(tab. 9) i dusikatych latek (tab. 10). Dalsim zhodnocenim bylo prokazani vlivu pH na
vytéznost dusikatych latek z konopné mouky (tab. 11) a ovlivnéni hmotnostniho

vytézku extrahovanych proteint (tab. 12).
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Obr. 5: Obsah proteint v ziskaném extraktu z konopné mouky Vv zavislosti na pouzitém pH pii extrakci
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B Fedora (%) 11,16 13,21 17,79 16,56 17,60 20,26 26,56 36,79 70,86

Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (Fishertv LSD test).
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Obr. 6: Obsah dusikatych latek v ziskaném extraktu po korekci v zavislosti na pH
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 (Fishertiv LSD test).
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Obr. 7: Vytéznost dusikatych latek z konopné mouky po extrakci v zavislosti na pouzitém pH
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hlading vyznamnosti p < 0,05 (Fishertv LSD test).

38



Obr. 8: Hmotnostni vytézek lyofilizovaného extraktu podle pH v konopné mouce
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prukazny rozdil na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 (Fishertv LSD test).
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Tab. 9: ANOVA — Vyhodnoceni vlivu pH na extrakci proteint

Suma Stupein  Prumérny

Efekt interakce ¢tvercd  volnosti  ¢tverec P P
Absolutni ¢len 30686,79 1 30686,79  4356,506 = 0,000000
Odrida 175,70 1 175,70 24,944 | 0,000015
Varianta extrakce 13590,22 8 1698,78 | 241,170 = 0,000000
Odruda* varianta extrakce = 203,90 8 25,49 3,618 0,003512
Chyba 253,58 36 7,04

Prostiednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prikazny vliv pH na
rozpustnost proteind.

Tab. 10: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH na extrakci dusikatych latek

Suma Stupeni = Primérny

Efeltinterakee étverca  volnosti étverec s P
Absolutni ¢len 49958,65 1 49958,65 | 42342,11 | 0,000000
Odruda 211,31 1 211,31 179,10 | 0,000000
Varianta extrakce 14503,79 8 1812,97 1536,57 | 0,000000
Odriida* varianta extrakce = 137,26 8 17,16 14,54 | 0,000000
Chyba 40,12 34 1,18

Prostiednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prukazny vliv pH na
rozpustnost dusikatych latek.

Tab 11: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH na vytéznost dusikatych latek v konopné mouce
Suma Stupen Priamér

Efekt interakce 9 . . " F test p
étverca  volnosti ¢tverec
Absolutni ¢len 4297,834 1 4297,834 | 2378,314 | 0,000000
Odrida 83,552 1 83,552 46,236 0,000000
Varianta extrakce 5000,293 8 625,037 345,880 | 0,000000
Odrida*varianta extrakce 114,010 8 14,251 7,886 0,000005
Chyba 65,055 36 1,807

Prostiednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prikazny vliv pH na
vytéznost dusikatych latek.

Tab 12: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH na hmotnostni vytézek susiny extraktu
Suma Stuperi  Primér

S étvercid  volnosti  ¢tverec FUEs: P
Absolutni ¢len 6725,965 1 6725,965 | 5370,914 | 0,000000
Odruda 29,923 1 29,923 23,894 | 0,000021
Varianta extrakce 1282,796 8 160,349 = 128,045 @ 0,000000
Odruda* varianta extrakce 19,925 8 2,491 1,989 0,076271

Chyba 45,083 36 1,252

Prostfednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prikazny vliv pH na
vytéznost susiny extraktu. Pisobeni téchto dvou faktori navzajem nebylo potvrzeno (p >
0,05).
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Grafické srovnani medody BCA a Dumasovy

Dumasova metoda zahrnuje veskeré dusikaté latky, tedy i latky neproteinové
povahy a proto jsou hodnoty BCA metody nizsi. Obé metody u obou odrid potvrzuji,
ze nejvice proteint a dusikatych latek se extrahuje pii pH 11 a nejméné pti pH 3
(Obr. 9a 10).

Obr. 9: Porovnani stanoveni obsahu proteint metodou BCA a dusikatych latek Dumasovo
metodu v extraktu u odridy USO 31
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Obr. 10: Porovnani stanoveni obsahu proteint metodou BCA a dusikatych latek Dumasovo
metodu v extraktu u odriidy Fedora 17
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5.2.2 Elektroforeticka analyza proteinovych profili po extrakci

Z celkového pohledu na gely je viditelny rozdil mezi kyselymi a bazickymi
variantami u obou odrtd. Kyselé varianty do hodnoty pH 5 u odridy USO 31 (Obr. 11
a 12) a do pH 4 u odrudy Fedora 17 (obr. 13 a 14) byly hiife detekovatelné a nebyla
viditeln¢ zastoupena globulinova frakce proteint. Lze usoudit, ze kyselé pH snizuje
rozpustnost, ale i destrukei ¢asti proteinti pravdépodobné patificich do globulinové
frakce (edestin). Od hodnoty pH 7 se zvySuje intenzita pruhii globulinovych proteint,
které se deli na kyselé a bazické podjednotky. Na gelech je viditelna separace dalSich
mensich proteinti o molekulové hmotnosti 42 — 65 kDa, které byly pfitomny v malém
poméru oproti ostatnim pruhtim v profilu. JelikoZz nejsou ureny isoformy
albuminovych a globulinovych frakci, mizou to byt nastépené useky proteini téchto
frakci narusené vlivem pH. V zobrazenych spektrech se jednalo dle pouzitého

hmotnostniho markeru o hodnoty jednotlivych frakci v rozsahu 5 — 245 kDa.
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Obr. 11: Spektrum proteinovych profili odrady USO 31 po extrakci (pH 3 —7)
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HM = hmotnostni marker; U = odriida USO 31; ¢islice 3 - 7 znaci pH; A, B, C = varianta opakovani;
1 = kysela podjednotka edestinu; 2 = bazické podjednotky edestinu; 3 = proteiny albuminové frakce;

Obr. 12: pokracovani proteinovych profili odrady USO 31 po extrakci (pH 7 — 11)
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1 = kysela podjednotka edestinu; 2 = bazické podjednotky edestinu; 3 = proteiny albuminové frakce;
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Obr. 13: Spektrup proteinovych profili odridy Fedora 17 po extrakci (pH 3 —7)
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1 = kysela podjednotka edestinu; 2 = bazické podjednotky edestinu; 3 = proteiny albuminové frakce;

Obr. 14: Pokracovani proteinovych profilti odridy Fedora 17 po extrakci (pH 7 — 11)
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HM = hmotnostni marker; F = odriida Fedora 17; ¢islice 7 - 11 znaci pH; A, B, C = varianta opakovani;
1 = kysela podjednotka edestinu; 2 = bazické podjednotky edestinu; 3 = proteiny albuminové frakce;
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Intensity (Inj

Vyhodnoceni elektroferogramii

Elektroferogramy SDS-PAGE analyz byly vyhodnocovany v programu Image
Lab 6.0 (Bio-Rad, USA). Po editaci linii, byla provedena identifikace pruhd na gelu.

V programu byl oznacen marker, podle kterého doslo k vyhodnoceni pftibliznych

molekulovych hmotnosti. Byla provedena kvantitativni analyza vizualizovanych

pruhtt v ramci jednotlivych linii. Nazornd vizualizace relativniho zastoupeni

proteinovych frakci viz obr. 15. Podle umisténi a molekulové hmotnosti (MW) byly

proteinové pruny o MW 5 — 10 kDa ptifazeny K albuminu. U odrady USO byly

proteinové pruhy o MW 11,8 — 17,4 kDa pfitazeny mezi bazické podjednotky edestinu

a pruhy o hmotnosti 28 — 32,3 kDa ke kyselym podjednotkam. Bazické jednotky

u odridy Fedora mély niz§i MW v rozmezi hodnot 9,4 — 12,6 kDa a kysel¢é jednotky
edestinu mély 27,8 — 33,7 kDa. Z tabulek 13 a 14 Ize vyvodit, ze od pH 4 (5) se

s rostoucim pH zvySovalo zastoupeni edestinu u obou odrad.

Obr. 15: Znazornéni relativniho zastoupeni proteinovych frakci v Image Lab 6,0 (Bio-Rad)
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Tab. 13: Odhad relativniho zastoupeni jednotlivych podjednotek v ramci proteinovych
profilt odrady USO 31 v programu Image Lab 6.0

Relativni zastoupeni

Molekulova hmotnost [kDa] proteinovych pruhii na
. gelu [%]
Varianta Edestin
Albumin Kyselé Bazické Albumin Edestin
podjednotky podjednotky
U3A 7,9-10 72,4
U3B 8,1-10 50,8
uU3C 8,0-10 88
U4A 7,8-9,9 66,3
u4B 8-9,9 42
u4ac 7,8-9,8 44,3
USA 53-79 96,2
U5B 53-8 90,4
UsC 53-8 92,6
UGA 54-8 31 13,6 - 16,3 74,9 20,3
ueB 55-8,1 31,2 13,9-16,8 77,5 17,1
ueC 56-8,3 31,7 14,4 -17 78,5 16
U7A 56-8,4 32,3 15,2-17,4 39,2 41,2
uU7B 5,2 30,6 14,2 49,3 43,3
u7c 51 30,1 13,7 42,7 50,7
USA 5 29,3 13,1-16,3 23,8 61,9
U8B 5 29,1 12,8-15,7 23,1 60,8
usc 5 29 12,6 27,7 57,5
U9A 5 28,7 12,4 -15,8 20,1 67
uU9B 5 28,5 12,2 -15,3 14,4 71,4
u9acC 5 28,2 12,1-15,1 15,6 68,2
U10A 5 28,1 11,9-15,2 8,3 76,7
uioB 5 28 11,8-15,1 9 74,8
u10cC 5 28,2 11,9-154 7,9 76,8
U11A 5 28,2 12,1-15,3 7,5 81,6
UliB 5 28,5 12,2 -16,6 16,6 64,5
uUlicC 5 29,8 13,3-16,9 14,5 73,6
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Tab. 14: Odhad relativniho zastoupeni jednotlivych podjednotek v ramci proteinovych
profilt odridy Fedora 17 v programu Image Lab 6.0

Relativni zastoupeni
proteinovych pruht
na gelu [%]

Molekulova hmotnost [kDa]

Varianta Edestin
Albumin Kyselé Bazické Albumin Edestin
podjednotky podjednotky

F3A 8,7 74,4

F3B 8,3 95,2

F3C 8,3 95,1

FAA 7,2-83 46,1

F4B 6,9 - 8,2 56,4

Fac 8,1 74,1

F5A 5 31,3 9,5 42,3 33,5
F5B 5-5,2 31,3 9,4 27,8 43
F5C 5-5,2 31,3 9,4 30,4 44,3
F6A 5,2 28,8-31,5 10-10,9 42,5 51,9
F6B 5,2 29,5-33,2 10 34,4 59,6
F6C 5,3 29,5-33,7 10,4 42,5 52,1
F7A 5,4 30,8 - 33,7 11,1 35,7 50,5
F7B 5,7 31,4 10,9-12,6 25,9 59,5
F7C 51-6 29,5 10,8-12,4 7,4 72,1
F8A 5 29,2 10,6 7,8 60,6
F8B 5-5,8 28,7 10,3 5,8 64,6
F8C 5-5,8 28,5 10,2 7,1 67,3
F9A 5-5,6 28,3 10,2 19,1 62,7
F9B 5-5,7 28,2 10,1-11,2 7,7 71,2
FoC 5-5,6 27,9 9,9-10,7 8,2 67,2
F10A 5 27,8 10-11,7 9,2 65,7
F10B 5 28,2 10,1-11,5 11 72,4
F10C 5 28,2 10,1-11,6 10,6 76,9
F11A 5 28,2 10,2 - 12,1 6,3 74
F11B 5 28,5 10,2-12,3 6,3 85
F11C 5 29,5 10,5-12,6 5,9 78,6
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5.3 Vysrazeny konopny protein

Pro srazeni byly vybrany varianty extrahované pii pH 9,10 a 11 a srazeny na

hodnotu isoelektrického bodu 4, 5 a 6.

5.3.1 Obsah dusikatych latek

Stanoveni obsahu dusikatych latek bylo méfeno na analyzatoru dusiku ze
suSiny vysraZzenych proteind. Obsah dusikatych latek (Nx6,25) se pohyboval u odriidy
USO 31 v rozpéti 62,56 — 92,9 % a u odriidy Fedora 17 Vv rozmezi 59,94 — 92,6 %.
Vysokého obsahu dosahovaly varianty extrahované pti pH 11, které byly srazeny
na hodnotu isoelektrického bodu 5 a 6 (obr. 16).

Sou¢inem obsahu dusikatych latek a hmotnostniho vytézku srazeniny byla

spocitana celkova vytéznost dusikatych latek ve vysrazeném proteinu (obr. 17).

Vytézek vysrazenych proteini ziskany z konopné mouky byl stanoven
gravimetricky. Nejvyssich hmotnostich vytézka vysraZzenych proteinii z konopné

mouky u obou odrud bylo dosazeno u variant extrakce pti pH 11 (obr. 18).

Statistickymi metodami byl zhodnocen a prokazan vliv pH a isoelektrického
bodu na obsah dusikatych latek v susiné vysrazenych proteint (tab. 15). Prokazan
vliv pH a isoelektrického bodu na vytéznost dusikatych latek v susiné vysrazenych
bilkoivn (tab. 16). Poslednim statistickym zhodnocenim byl potvrzen vliv pH
a isoelektrického bodu na hmotnostni vytéZzek vysraZzenych proteinti z konopné

mouky (tab. 17).
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Obr. 16: Obsah dusikatych latek v susing vysrazenych proteini v zavislosti na pH a isoelektrickém bodu
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pl= isoelektricky bod; Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hlading vyznamnosti p < 0,05 (Fisherav LSD test).
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Obr. 17: Vytéznost dusikatych latek z konopné mouky po VysraZzeni proteind v zavislosti na pouZitém pH a isoelektrickém bodu
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pl= isoelektricky bod; Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hlading vyznamnosti p < 0,05 (Fisherav LSD test).
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Obr. 18: Hmotnostni vyZzezek lyofilizovanych vysrazenych proteinti v zavislosti na pH a isoelektrickém bodu v konopné mouce
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pl= isoelektricky bod; Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (Fisherav LSD test).
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Tab. 15: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH a isoelektrického bodu na obsah dusikatych latek
Vv susiné vysrazenych proteint

Suma  Stupeii Priamér

Efekt interakce 9 o A F test p
¢étvercu Vvolnosti  ¢tverec

Absolutni ¢len 303803,2 1 303803,2 | 55256,39 | 0,000000
Odruda 165,0 1 165,0 30,02 | 0,000003
Varianta extrakce 6449,5 2 3224,7 586,52 | 0,000000
Varianta srazeni 363,8 2 181,9 33,08 | 0,000000
Odruda*varianta extrakce 115,3 2 57,6 10,48 | 0,000258
Odrida*varianta sraZeni 28,5 2 14,2 2,59 0,088884
Va}rvlan,ta extrakce*varianta 3491 4 87.3 15,87 | 0,000000
srazeni
CdmipyvenimE 14,1 4 35 0,64  0,637024
extrakce*varianta srazeni
Chyba 197,9 36 55

Prostfednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prikazny vliv pH na
vytéznost susiny extraktu NL. Pusobeni vlivu téchto interakci navzajem nebylo statisticky
potvrzeno (p >0,05).

Tab. 16: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH a isoelektrického bodu na vytéznost dusikatych
latek v susiné vysrazenych proteind

Suma  Stupenn Prumér

Efekt interakce » o |y F test p
étverca volnosti ¢étverec

Absolutni ¢len 42322,56 1 42322,56 | 17767,73 | 0,000000
Odriida 99,62 1 99,62 41,82 | 0,000000
Varianta extrakce 28867,48 2 14433,74 | 6059,53 | 0,000000
Varianta sraZeni 251,69 2 125,84 52,83 | 0,000000
Odruda*varianta extrakce 117,58 2 58,79 24,68 | 0,000000
Odrida*varianta srazeni 59,08 2 29,54 12,40 | 0,000080
Varianta extrakce*varianta srazeni 1160,00 4 290,00 121,75 |0,000000
Odruda®varianta =~ 75,45 4 18,86 7,92  0,000110
extrakce*varianta srazeni

Chyba 85,75 36 2,38

Prostfednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prtkazny vliv pH
a isoelektrického bodu na vytéznost dusikatych latek v susiné vysrazeného proteinu.
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Tab. 17: ANOVA — vyhodnoceni vlivu pH a isoelektrického bodu na hmotnostni vytézek
vysrazeného proteinu v konopné mouce

Suma  Stupenn Priamér

Efekt interakce 9 o Sy F test p
étvercu Vvolnosti ¢tverec

Absolutni ¢len 3948,324 1 3948,324  17530,93 | 0,000000
Odrida 12,400 1 12,400 55,06 | 0,000000
Varianta extrakce 2008,547 2 1004,274  4459,07 | 0,000000
Varianta srazeni 3,041 2 1,520 6,75 0,003239
Odruda*varianta extrakce 6,261 2 3,131 13,90 0,000034
Odrida*varianta srazeni 2,951 2 1,476 6,55 0,003744
Varianta extrakce*varianta srazeni 54,103 4 13,526 60,06 | 0,000000
O(’llv'ud’a*varlanta extrakce*varianta 4,082 4 1,020 453 0,004564
srazeni

Chyba 8,108 36 0,225

Prostfednictvim analyzy rozptylu byl (p < 0,05) potvrzen statisticky prukazny vliv pH
a isoelektrického bodu na vytézek lyofilizovaného vysrazeného proteinu v konopné mouce.

5.3.2 Elektroforetické analyza proteinovych profili po vysrazeni

Po elektroforetické separaci vysrazeného proteinu byly na gelu viditelné
intenzivni pruhy globulinové frakce (Obr. 19). Lze usoudit, ze albumin se dokonale
nevysrazi a proteinovy izolat je téméf tvotren edestinem. Sken gelu byl vyhodnocen
v programu Image Lab 6.0 (Bio-Rad). Molekulova hmotnost (MW) albuminu
u odridy USO 31 byla vizualizovéana Vv rozmezi 5,6 — 5,9 kDa. Kyselé podjednotky
edestinu mely MW 31,5 — 33,5 kDa a MW bazickych podjednotek se pohybovala
Vv rozpéti 13,6 — 15,8 kDa (tab. 18). U odridy Fedora 17 byla MW albuminu 5,8 — 6,3
kDa. Kyselé podjednotky edestinu byly vizualizovany v rozmezi 33,1 — 35,7 kDa
a u bazickych podjednotek byla MW v rozpéti 14 — 18 kDa (tab. 19).
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Obr. 19: Proteinové profily odrady USO 31 a Fedora 17 po vysrazeni

HM = hmotnostni marker; U = odriida USO; F = odrtida Fedora; ¢islice 9 - 11 znaci pH; cislice 4 — 6 znaci
isoelektricky bod; 1 = kysela jednotka edestinu; 2 = bazické jednotky edestinu; 3 = proteiny albuminové frakce;

Vyhodnoceni elektroferogrami

Tab. 18: Odhad relativniho zastoupeni jednotlivych podjednotek v ramci proteinovych
profilti odrady USO v programu Image Lab 6.0

Relativni zastoupeni
Molekulova hmotnost [kDa] bilkovinnych pruhti na
. gelu [%]
Varianta Edestin
Albumin Kyselé Bazické Albumin Edestin
podjednotky podjednotky
U9 -4 5,6 32,5 13,6 - 15,2 9,7 83,6
u9-5 5,8 32,5 13,8-15,5 14,3 78
Ug-6 5,8 32,4 13,8 - 15,2 12,2 70,7
Uulo-4 5,8 31,5 13,5-15,1 24,2 69,5
u10-5 5,7 32,5 13,8-15,4 24 61,8
U10-6 57 33,1 14-15,4 18 65,2
Ull-4 5,9 33,5 14,2 - 15,6 7,6 84
Ul1-5 5,9 33,5 14,1-15,6 10,1 84,4
Ull-6 5,9 33,2 14-15,8 18,5 72

54



Tab. 19: Odhad relativniho zastoupeni jednotlivych podjednotek v ramci proteinovych
profili odriady Fedora v programu Image Lab 6.0

Relativni zastoupeni

Molekulova hmotnost [kDa] bilkovinnych pruhti na
. gelu [%]
V
arianta Edestin
Albumin Kyselé Bazické Albumin Edestin
podjednotky podjednotky
F9-5 5,9 34,1 14,3-159 20,4 58,2
F9-6 6,1 34,3 14,5 - 16,1 17,8 62,4
F10-5 5,8 33,9 17,4-17,9 18,2 71
F10-6 6 33,1 17,5-18 24,9 66
F11-5 5,9 33,2 17,4 -18 10,8 78,7
F11-6 5,8 32,8 17,4 -18 18,3 70
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6. DISKUZE

6.1 Obsah dusikatych latek v extraktu z konopné mouky

Obsah dusikatych latek v rozemletych konopnych vyliscich (mouce) Ccinil
u odrady USO 31 29 % a u odrudy Fedora 17 34%. Callaway (2004) uvadi ve své
studii u odrady Finola zastoupeni dusikatych latek v konopné mouce o obsahu 33,5 %.
Rozdily jsou logicky zplsobené genotypem a typem odridy. Mezi dalsi faktory
ovliviujici obsah dusikatych latek v semeni konopi patfi hnojeni, agrotechnika

a klimatické podminky.

Pomoci BCA metody bylo prokazano, ze v podminkach kyselého pH se $patné
solubilizuji konopné proteiny ve srovnani se zasaditym pH. Pti hodnotach pH 6 a 7
byl u obou odrid mirny pokles v obsahu proteind, ktery lze ptisoudit blizké hodnoté

cvwr

rozpustnost.

Stanoveni obsahu dusikatych latek pomoci modifikované Dumasovy metody
prokazalo, ze pti podminkach kyselého pH se proteiny extrahuji v malém mnozstvi.
Se zvySujicim se pH narlstal 1 obsah dusikatych latek. Pfi této metod€ nebyl

zaznamenan vliv isoelektrickych bodi obsazenych proteinti na obsah dusikatych latek.

Malomo a Aluko (2015b) se mimo jiné ve své studii zabyvali rozpustnosti
proteinu z konopné mouky pii hodnotach pH od 3 do 9, pii kterém zjistili nejvyssi
rozpustnost v ramci jimi vytvorené stupnice pii pH 9 (25 % NL). V mé studii byla
sledovana rozpustnost do pH 11. Pfi variant¢ pH 11 byl vyrazné¢ vysoky obsah
dusikatych latek oproti ostatnim variantam. Bylo by zajimavé zkoumat i moznosti
extrakce dusikatych latek pii vyssim pH. Nevyhodou pouziti vysokych hodnot pH by

vSak mohlo byt naruseni struktury proteind.

6.2 Spektra extrahovanych proteinu

Pomoci SDS-PAGE byly jako nejvice s nejvétsi intenzitou vizualizovany

pruhy v alkalické oblasti pH. Proteinové pruhy globularnich proteini nebyly
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detekované u odriady USO 31 do hodnoty pH 5 a u odrtdy Fedora 17 do pH 4. Ptiblizna
molekulova hmotnost albumini se pohybovala od 5 do 10 kDa. Molekulova hmotnost
bazickych podjednotek edestinu byla 9,4 — 17,4 kDa a kyselych podjednotek edestinu
27,8 — 33,7 kDa.

Raikos a kolektiv (2015) ve své studii uvadi separaci kyselych podjednotek
edestinu pfi molekulové hmotnosti 34 kDa a u bazickych podjednotek pti 18 — 20 kDa.
Rozdilnost molekulovych hmotnosti ptisuzuji vlivu Stépeni disulfidickych vazeb
vlivem rozpoustédla a doposud nezjisténymi isoformami konopnych proteint, které se

muzou lisit 1 u jednotlivych odrtd.

6.3 Obsah dusikatych latek v proteinovém izolatu

Obsah dusikatych latek stanoveny Dumasovo metodou se pohyboval od 56,3 —
92,9%. Nejvyssi obsah byl u varianty extrahované pii pH 11 a srazené na hodnotu
1soelektrického bodu 6. Jak jiz bylo potvrzeno pii extrakci, Ze nejvice dusikatych latek
se extrahuje pfi pH 11, prokazuje 1 hmotnostni vytézek vysraZzeného proteinu, ktery

byl 14,85 — 19,73 g/100 g mouky.

Malomo a Aluko (2015a) také uvadi, Ze pH narusuje strukturu proteinti a tim snizuje
funkéni vlastnosti. Protein ziskany isoelektrickym srdZenim, ma Spatnou rozpustnost.
Pro zachovani funkénich vlastnosti se nabizi pouziti membranové ultrafiltrace, ktera
je Setrna a zajiStuje vysoky vytézek proteinti. Malomo a Aluko (2015b) porovnavali
rozpustnost proteinového koncentratu ziskaného membranovou ultrafiltraci,
isoelektricky srazeného proteinového izolatu a komer¢ni proteinovy koncentrat
Z konopnych semen. Nejlepsi rozpustnosti (90%) pii pH 9 dosahl koncentrat ziskany

membranovou ultrafiltraci.
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6.4 Spektra vysrazenych proteint

Pomoci elektroforetické separace doslo k separaci podjednotek edestinu, které
byly intenzivné vizualizovany na elektroferogramech (kyselé podjednotky — 33,1 —
35,7 kDa; bazické podjednotky — 13,6 — 18 kDa). Doslo také k zachyceni pruhu
o piiblizné molekulové hmotnosti 48 kDa, ktery v zadné studii nebyl ptifazen mezi
albuminovou nebo globulinovu frakci. Lze usuzovat, Ze doSlo k nedokonalému
vysrazeni albuminy a tim padem proteinovy izolat ziskany pomoci isoelektrické

precipitace je téméf tvoten edestinem.

Pro detailné;jsi separaci a analyzu spekter konopnych proteini by kromé SDS-
PAGE bylo vhodné vyuzit pokrodilejsi metody identifikace proteinovych frakci

a dil¢ich proteind, napriklad 2D elektroforézu a techniky hmotnostni spektrometrie.
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7. ZAVER

Na zaklad¢ vysledku ziskanych v ramci feSeni této prace bylo mozno vyvodit

nasledujici zavery:

Nejvyssi vytéznosti proteint ziskané extrakci z konopné mouky bylo dosazeno
pii hodnoté pH 11. Tato varianta mé¢la nejvyssi zastoupeni proteinti a nejvyssi
hmotnostni vytézek extraktu u obou sledovanych odrid. Zastoupeni proteinti

u odrady USO 31 57 % a u odrudy Fedora 17 71 %.

Pro srazeni proteinti z extraktu byly zvoleny pro vétsi variabilitu varianty
0 hodnotach pH 9, 10 a 11 a srdZeny k hodnotdm blizkych isoelektrickému
bodu (4, 5 a 6). Z téchto moznosti se opét potvrdila jako nejlepsi varianta pfi
hodnot¢ pH 11, kterd byla srdzena na hodnoty pH ekvivalentnim

k isoelektrickym bodim 5 a 6.

Spektrum extrahovanych proteint ptfi riznych hodnotach pH ziskané SDS-
PAGE analyzou, vykazovalo variabilitu mezi kyselym a bazickym pH.
Globulinova frakce u odriady USO 31 byla viditelna od pH 6 a u odridy Fedora
17 od pH 5. Globulinova frakce (edestin) se rozdélila na kyselé a bazické
podjednotky. Priiblizna molekulova hmotnost bazickych podjednotek se
pohybovala v rozmezi 9,4 — 17,4 kDa a kyselych podjednotek 27,8 — 33,7 kDa.
Molekulova hmotnost albuminové frakce se pohybovala od 5 do 10 kDa. Na
zaklad¢é rozpéti molekulovych hmotnosti proteinli lze fici, Ze doSlo ke
kvalitativnim zméndm naruSenim disulfidickych vazeb. Pro detailnéjsi
separaci by bylo vhodné pouzit 2D elektroforézu doplnénou hmotnostni

spektrometrii.

Proteinovy izolat byl podroben elektroforetické separaci. Pruhy globulinové
frakce (edestinu) byly intenzivnéjs$i nez pruhy albuminové frakce. Jelikoz se
zvolené varianty extrakce nachdzely v podminkach alkalickych hodnot pH,
byly pfiblizné molekulové hmotnosti vyrovnangj$i. Molekulovd hmotnost

albuminové frakce se pohybovala v rozmezi 5,6 — 6,3 kDa. Podjednotky
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bazickych podjednotek edestinu mély molekulovou hmotnost 13,6 — 18 kDa
a molekulova hmotnost kyselych podjednotek byla od 31,5 — 35,7 kDa.

Poznatky, kterych bylo v této praci dosazeno, by bylo vhodné z hlediska vyzkumu
rozsifit o vysledky extrakce do pH 14 a zjistit vliv extrakce s Gpravou pH na funkéni
vlastnosti proteini. Taktéz by bylo pfinosné zahrnout do souboru hodnoceni vice

odrtd konopi setého.
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9. PRILOHY

Tab. 20: Vysledky stanoveni extrahovanych proteinti po lyofilizaci BCA metodou

Konc. Proteiny Konc. Proteiny
Varianta  [pg/ml] [g/100g] Varianta [ug/ml] [g/100g]

primér mouky primér mouky
U3A 1243,08 11,05 F3A 1125,20 10,86
U3B 1203,11 10,14 F3B 1178,89 11,17
uU3cC 1385,38 11,68 F3C 1186,66 11,44
U4A 1478,60 12,29 F4A 1436,34 13,83
u4B 1484,57 12,44 F4B 1346,43 12,66
u4ac 1377,69 11,44  F4C 1382,65 13,13
U5A 1787,80 13,17 F5A 2024,77 18,13
UsB 1811,31 15,88 F5B 1941,11 16,94
UsC 1759,41 14,97 F5C 2041,16 18,29
UGA 2324,05 12,74  F6A 2595,51 15,93
ueB 2316,86 12,70 F6B 2516,38 16,63
ueC 2242,69 12,53 | F6C 2560,66 17,12
U7A 2465,21 13,29 F7A 2625,92 16,87
u7B 2498,84 13,31 F7B 2724,67 18,57
u7c 2570,93 14,18 F7C 2705,91 17,37
USA 2698,36 19,18 F8A 2659,34 18,99
usB 2628,07 17,17 F8B 2630,52 20,49
uscC 2664,44 16,44  F8C 2682,19 21,30
U9A 2863,74 27,54 F9A 2767,15 26,27
u9B 2976,30 25,40 F9B 2704,40 25,03
u9acC 2957,75 26,05 F9C 2851,60 28,38
U10A 2998,94 43,80 F10A 3075,91 38,74
uioB 3061,76 24,49 | F10B 3112,14 35,17
ui1ocC 3031,28 32,13 | F10C 3180,06 36,47
Ul1l1lA 3083,61 57,35 F11A 3204,42 74,65
UliB 3114,08 55,17 F11B 3150,30 70,63
Ulic 3081,02 58,43 F11C 3123,57 67,29

U = odrida USO 31; F = odrtida Fedora 17; ¢islice znaci pH (3 — 11); A, B, C = varianta opakovani
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Tab. 21: Vysledky stanoveni dusikatych latek extrahovanych proteint po lyofilizaci
Dumasovou metodou + korekce obsahu latek upravujicich pH

NL po NL po
Varianta N [%] NL [%] korekci ' Varianta N [%] NL [%] korekci
[%] [%]
U3A 1,66 10,40 10,18 F3A 2,93 18,28 17,84
U3B 1,90 11,85 11,60 F3B 2,99 18,71 18,26
u3cC 1,80 11,22 10,98 F3C 2,84 17,72 17,30
U4A 2,16 13,50 13,30 F4A 2,52 15,77 15,52
u4B 2,12 13,24 13,05 F4B 2,82 17,64 17,36
u4ac 1,80 11,28 11,12 F4C 2,81 17,59 17,31
U5A 2,36 14,74 14,64 F5A 3,27 20,44 20,29
uUsB 2,49 15,57 15,46 F5B 3,27 20,46 20,32
UsC 2,42 15,12 15,01 F5C 3,20 20,00 19,86
U6GA 3,03 18,96 18,93 F6A 4,07 25,44 25,39
ué6B 2,97 18,53 18,50 F6B 4,06 25,35 25,30
U7A 3,68 22,99 22,98 F6C 4,10 25,63 25,58
u7B 3,64 22,72 22,70 F7A 4,69 29,33 29,30
USA 5,12 31,98 31,87 F7B 4,89 30,55 30,53
usB 4,85 30,30 30,20 F7C 4,54 28,37 28,35
usc 4,87 30,46 30,35 F8A 5,55 34,68 34,57
U9A 6,85 42,84 42,60 F8B 5,46 34,12 34,01
U9B 6,28 39,22 39,00 |F8C 5,17 32,30 32,20
uac 6,31 39,42 39,19 F9A 6,00 37,47 37,25
U10A 8,25 51,54 51,08 | F9B 6,00 37,48 37,26
u10B 7,98 49,84 49,39 F9C 6,34 39,65 39,42
uiocC 7,87 49,21 48,77 F10A 7,81 48,84 48,38
U11A 9,83 61,46 60,58 F10B 7,90 49,36 48,90
U11B 10,40 64,98 64,04 F10C 8,15 50,91 50,44
uiic 10,03 62,70 61,79 F11A 11,45 71,56 70,43
F11B 11,04 69,01 67,93
F11C 11,27 70,43 69,32

U = odrida USO 31; F = odrtida Fedora 17; ¢islice zna¢i pH (3 — 11); A, B, C = varianta opakovani;
NL = dusikaté latky
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Tab. 22: Gravimetrické vyhodnoceni extrahovanych proteint po lyofilizaci

m Vytéiek Vytéiek Vytéiek  Vytéiek

Varianta extraktu extraktu extraktu po Varianta extraktu extraktu extraktu po
[%] korekci [%] [%] korekci [%]

U3A 0,2222 11,11 9,01 F3A 0,2414 12,06 9,68
U3B 0,2107 10,53 8,44 F3B 0,2369 11,84 9,45
u3c 0,2108 10,54 8,44 F3C 0,241 12,05 9,66
U4A 0,2078 10,39 8,97 FAA 0,2408 12,04 10,45
uaB 0,2095 10,47 9,05 FAB 0,2351 11,75 10,17
uac 0,2076 10,38 8,96 FAC 0,2374 11,87 10,28
U5A 0,1842 9,21 8,51 F5A 0,2238 11,19 10,48
U5B 0,2192 10,96 10,26 F5B 0,2182 10,91 10,20
U5sC 0,2128 10,64 9,94 F5C 0,224 11,20 10,49
U6GA 0,137 6,85 6,70 F6A 0,1534 7,67 7,49
u6B 0,1371 6,85 6,71 F6B 0,1652 8,26 8,08
ueC 0,1397 6,98 6,84 F6C 0,1671 8,35 8,17
U7A 0,1348 6,74 6,66 F7A 0,1606 8,03 7,95
u7B 0,1332 6,66 6,58 F7B 0,1704 8,52 8,44
u7c 0,1379 6,90 6,82 F7C 0,1605 8,02 7,94
USA 0,1777 8,88 8,54 F8A 0,1785 8,92 8,60
usB 0,1634 8,17 7,83 F8B 0,1947 9,73 9,41
usc 0,1543 7,71 7,37 F8C 0,1985 9,92 9,60
U9A 0,2405 12,02 11,46 F9A 0,2373 11,86 11,28
U9B 0,2134 10,67 10,11 F9B 0,2314 11,57 10,99
uac 0,2202 11,01 10,45 FoC 0,2488 12,44 11,86
U10A 0,3652 18,26 17,36 F10A 0,3149 15,74 14,81
u1oB 0,2 10,00 9,10 F10B 0,2825 14,12 13,19
uiocC 0,265 13,25 12,35 F10C 0,2867 @ 14,33 13,40
U11A 0,465 23,25 21,81 F11A 0,5824 29,12 27,55
U11B 0,443 22,15 20,71 F11B 0,5605 28,03 26,46
u1ic 0,4741 23,70 22,26 F11C 0,5386 26,92 25,35

U = odrida USO 31; F = odrtida Fedora 17; ¢islice znaci pH (3 — 11); A, B, C = varianta opakovani
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Tab. 23: Vysledky stanoveni dusikatych latek isoelektricky sraZzeného proteinového izolatu
po lyofilizaci Dumasovo metodou

varianta N [%] NL [%] varianta N [%] NL [%]
U9 -4A 10,42 65,15 F9 - 4A 10,08 62,98
U9 -4B 9,70 60,61 F9 - 4B 9,32 58,26
U9 -4C 9,91 61,92 F9 -4C 9,37 58,56
U9 -5A 10,21 63,82 F9 - 5A 9,93 62,08
U9 -5B 10,47 65,46 F9-5B 9,79 61,16
U9 -5C 10,15 63,43 F9 - 5C 9,97 62,32
U9 - 6A 9,89 61,78 F9 - 6A 9,35 58,41
U9 - 6B 10,03 62,69 F9 - 6B 8,74 54,65
U9 - 6C 9,63 60,17 F9 - 6C 8,94 55,87
Ul10-4A 11,62 72,65 F10 - 4A 11,32 70,75
Ul0-4B 12,69 79,31 F10-4B 10,75 67,17
Ul10-4C 12,00 74,98 F10-4C 10,17 67,81
Ul0-5A 12,36 77,26 F10 - 5A 10,24 76,35
U10-5B 12,41 77,54 F10 - 5B 10,30 69,05
U10-5C 13,05 81,54 F10 -5C 10,37 75,91
U10 - 6A 12,68 79,24 F10 - 6A 10,44 74,89
Ul0-6B 13,93 87,08 F10-6B 10,50 76,03
U10-6C 14,08 88,01 F10 - 6C 10,57 75,62
Ull-4A 13,13 82,08 F11-4A 10,63 82,51
Ull-4B 13,07 81,68 F11-4B 10,70 75,94
Ull-4C 13,15 82,19 F11 -4C 10,76 80,16
Ull-5A 14,41 90,04 F11-5A 10,83 89,81
Ull-5B 13,87 86,67 F11-5B 10,90 91,27
Ul1l-5C 14,14 88,36 F11-5C 10,96 92,59
Ull - 6A 14,66 91,62 F11-6A 11,03 93,09
Ull-6B 14,83 92,68 F11-6B 11,09 91,65
Ul1l-6C 15,10 94,41 F11 - 6C 11,16 93,06

U = odriida USO 31; F = odruda Fedora 17; &islice znaé¢i pH (3 — 11); A, B, C = varianta opakovani;
NL = dusikaté latky
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Tab. 24: Gravimetrické vyhodnoceni isoelektricky srazeného proteinového izolatu po
lyofilizaci

varianta m proteinu Vytézek varianta m proteinu Vytézek
[g] proteinu [%)] [g] proteinu [%]

U9 -4A 0,1572 3,93 F9 - 4A 0,1453 3,63
U9 -4B 0,1169 2,92 F9-4B 0,1394 3,48
U9 -4C 0,1506 3,76 F9 - 4C 0,1772 4,43
U9 -5A 0,1444 3,61 F9 - 5A 0,1364 3,41
U9 -5B 0,1552 3,88 F9 - 5B 0,1643 4,11
U9 -5C 0,1333 3,33 F9 - 5C 0,1674 4,18
U9 - 6A 0,1533 3,83 F9 - 6A 0,1545 3,86
U9 - 6B 0,1368 3,42 F9 - 6B 0,1426 3,56
U9 - 6C 0,1631 4,08 F9 - 6C 0,1395 3,49
U10-4A 0,2671 6,68 F10 - 4A 0,2343 5,86
Ul0-4B 0,174 4,35 F10-4B 0,2575 6,44
U10-4cC 0,2603 6,51 F10 - 4C 0,2563 6,41
U10 - 5A 0,1445 3,61 F10 - 5A 0,1869 4,67
U10-5B 0,1659 4,15 F10 - 5B 0,2106 5,26
U10-5C 0,1622 4,05 F10 - 5C 0,1875 4,69
U10-6A 0,1539 3,85 F10 - 6A 0,1856 4,64
U10 - 6B 0,1228 3,07 F10 - 6B 0,1969 4,92
U10-6C 0,1086 2,71 F10 - 6C 0,1676 4,19
Ull-4A 0,6013 15,03 F11-4A 0,6216 15,54
Ull-4B 0,577 14,42 F11-4B 0,5924 14,81
U1l -4C 0,6042 15,10 F11-4C 0,6021 15,05
Ull-5A 0,6856 17,14 F11-5A 0,7606 19,01
Ull-5B 0,6926 17,31 F11-5B 0,779 19,47
U1l -5C 0,6926 17,31 F11 -5C 0,7807 19,51
U1l -6A 0,6789 16,97 F11 - 6A 0,8077 20,19
Ull-6B 0,6634 16,58 F11 - 6B 0,7761 19,40
Ull-6C 0,6531 16,33 F11 - 6C 0,7838 19,59

U = odriida USO 31; F = odrtida Fedora 17; ¢islice znaéi pH (3 — 11); A, B, C = varianta opakovani
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Obr. 20: Konopné semeno Obr. 21: konopné vylisky

Obr. 23: Filtrace supernatantu
s extrahovanymi proteiny

Obr. 24: vlevo nevysrazeny extrakt,
vpravo po isoelektrickém srazeni Obr. 25: odstiedény precipitat




