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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva frakcionaci bilkovin konopné (Cannabis sativa L.)
mouky podle rozpustnosti odrid konopi setého Fedora 17 a Uso 31. U téchto
zkoumanych odrid byl laboratornimi technikami a experimentdlnimi metodami
stanoven obsah dusikatych latek, ktery se pohyboval v rozmezi od 23,6 % (Uso 31) do
31,5 % (Fedora 17), obsah bilkovin, ktery se pohyboval v rozpéti 100,1 mg.g*
v konopné mouce u odriidy Uso 31 do 130,7 mg.g™* v konopné mouce u odriidy Fedora
17. Frakcionaci konopnych bilkovin byla jako nejrozsifenéjsi frakce u obou odrad
zjisténa frakce albumind, jejiz relativni podil byl 20,5 % bilkovin. Dale byla stanovena
bilkovinna spektra. Analyzou SDS-PAGE byly detekovany albuminy v oblasti 7,4
kDa — 53,6 kDa. Ve frakci globulinii byly pomoci SDS-PAGE detekovany bazické
podjednotky hlavni zasobni bilkoviny edestinu v oblasti 19-21 kDa, a kyselé
podjednotky v oblasti 34 kDa.

Klicova slova: Cannabis sativa L., frakce bilkovin, konopna mouka, edestin



Abstract

This diploma thesis deals with fractionation of protein from hemp (Cannabis
sativa L.) meal according to their solubility of the hemp varieties - Fedora 17 and Uso
31. The content of nitrogenous substances and protein content in the hemp meal of
these studied varieties ranged from 23,6 % (Uso 31) to 31,5 % (Fedora 17) and from
100,1 mg.g™* (Uso 31) to 130,7 mg.g™* respectively. The fractionation of hemp protein
(Fedora 17, Uso 31) confirmed that the main hemp protein fraction is an albumin
fraction, with its relative abundance - 20,5 % of protein. As a next step, the spectra of
hemp proteins were determined. The use SDS-PAGE analysis revealed albumin
proteins in area of 7,4 — 53,6 kDa. In the globulin fraction was revealed by SDS-PAGE
basic subunits of the major protein edestin in the area 19-21 kDa and acidic subunits
in the area 34 kDa.

Key words: Cannabis sativa L., protein fractions, hemp meal, edestin
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Uvod

Lidstvo zna rostlinu konopi (Cannabis sativa L.) jako primyslovou plodinu a
vyuziva ji jiz n€kolik tisicileti. Konopi pochdzi z centralni Asie a je povazovano za
jednu z nejstarSich péstovanych druhd rostlin. Rozmach v péstovani a vyuziti této
rostliny nastal piedev§im v Cing, kde bylo konopi p&stovano kviili jeho viceuéelovému
vyuziti (vldkno, olej, potravina, lidové 1é¢itelstvi). Vlivem clovéka se pak konopi
rozsifilo do celého svéta, kde bylo péstovano pro nejriznéjsi ucely.

Konopi seté je starou kulturni plodinou i na tizemi Ceské republiky. Nejvétsiho
rozmachu dosahlo konopi na naSem tizemi v 18. stol. Osevni plochy se po 1. svétové
vélce pohybovaly v Ceskoslovensku kolem 9000 ha. Postupné se viak osevni plochy
snizovaly a vlivem chyb¢jiciho navazného zpracovatelského primyslu na zpracovani
konopnych vldken péstovani takika upadlo. V poslednich letech vSak konopi zaziva
svou renesanci, jako pfirodni, ekologickd a recyklovatelnd surovina. Vyuzivd se
v mnoha primyslovych odvétvich — stavebnictvi, papirenstvi, v odévnim,
farmaceutickém, kosmetickém a potravinatském pramyslu.

Konopi seté je také povazovano za zdroj nutriéné bohatych semen, kterd maji
Sirokou $kalu vyuziti v potravinaistvi. Olej lisovany za studena z konopnych semen
patii mezi nejkvalitngjsi rostlinné oleje, je charakteristicky vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin, zejména dokonalym pomérem omega-6 mastné
kyseliny linolové (56 %) a omega-3 mastné kyseliny alfa-linolenové (19 %). Dalsi
nutricné bohatou sloZzku semen tvoii konopna bilkovina, ktera patfi mezi
nejkompletnéj$i a nejvhodnéjsi rostlinnou bilkovinu, obsahuje vSechny esenciadlni
aminokyseliny coz ji zaru¢uje velmi dobry potencial vyuziti v oblasti vyZzivy.

Dlouho pievladala piedstava o dileZitosti konzumace zivo¢iSnych bilkovin
(maso, mléko, mlééné vyrobky) abychom méli dostatek esencialnich aminokyselin.
V posledni dobé¢ se vSak stdva modernim trendem vkladat do lidské vyzivy 1 bilkoviny
rostlinného ptvodu. Spravnou skladbou rostlinnych bilkovin doddme télu
plnohodnotny aminokyselinovy zdroj, ktery umozni zasobovat télo kvalitni
bilkovinou. Hlavnim zdrojem rostlinnych bilkovin v potravé jsou semena rostlin,
plody, bulvy, hlizy aj. ¢asti rostlin.

Zapadni svét se zacind opét zajimat o zdravou stravu rostlinného ptivodu, ktera
obsahuje hodné vlakniny a bilkovin. Semena konopi setého jsou dobrym zdrojem jak

vlakniny, tak bilkovin.
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2. Literarni prehled

2.1 Konopi seté

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Taxonomické zatazeni konopi neni snadné. Carl Linné (1707-1778) jenz
Vv roce konopi seté odborné popsal, povazoval Cannabis sativa L. za jediny druh
zrodu. V roce 1785 vsak francouzsky biolog Jean Babtiste de Lamarck zjistil, ze
kmeny konopi z Indie se lisi od bézné péstovaného konopi v Evropé a pojmenoval tak
novy druh Cannabis indica Lam. (Hillig, 2005). Poslednim dnes uznavanym druhem
je Cannabis ruderalis, ktery nalezl v roce 1924 rusky botanik Dmitrii E. Janischewsky
V jihovychodnim Rusku (Miovsky a kol., 2008). Anderson (1974, 1980), Emboden
(1974) a Schutles et al., (1974) pouzivali morfologické rysy, pomoci nichz vymezili
tii druhy konopi, C. sativa, C. indica a C. ruderalis (Piluzza et al., 2013).

V soucCasnosti se uplatiiuje taxonomické zatazeni dle ITIS (Integrated
Taxonomic Information System), ktery uvadi pro ¢eled’ Cannabaceae arod Cannabis
jeden samostatny druh Cannabis sativa L. konopi seté, s dvéma poddruhy Cannabis
sativa spp. Indica konopi indické a Cannabis sativa spp. sativa, zahrnujici i varietu
spontea konopi rumistni neboli Cannabis ruderalis (Gilmore et al., 2007). Lawi-
Berger, Kapetanidis a jejich spolupracovnici roku 1983 poskytli chemotaxonomicky
ditkaz pro jeden druh konopi, ktery ukazal, Ze skladba a podil mastnych kyselin, jakoZz
1 proteiny a enzymy pfitomné v konopnych semenech ze ¢trnacti riznych zeméepisnych
oblasti byly prakticky identické¢ (Raman, 1998). Gilmore et al. (2007) také uvadéji
aktualné pfijimany nazor, ze konopi je vysoce variabilni, hybridizovany a panmikticky
druh vykazujici schopnost se volné kiizit. V ptipadé samostatnych nazvi druht a
poddruhti by mély ndzvy odrazet jejich vlastnosti a moznost vyuziti.

Jiny zptusob ¢leni konopi do geografickych skupin (proles) na konopi severni
(borealis), stiedoruské (medioruthenica), jizni (australis), a hasisné (asiatica)
(Miovsky a kol., 2008).

Alternativné ¢lenit odridy konopi v ramci ¢eledi Cannabaceae Ize také pomoci
tzv. chemotypi. Jednotlivé chemotypy jsou charakterizovany obsahem kanabinoidi
v rostliné a urcuji jejich dalsi vlastnosti. Kanabinoidy s nejvétsim obsahem v rostliné

jsou kanabidiol (CBD), delta-9-tetrahydrocannabinol (A%-THC), jeho méné obvykly
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izomer delta-8-tetrahydrocannabinol, vSechny kanabinoidy s psychoaktivni aktivitou
a kanabigerol (CBG) s kanabichromen (CBC). Vzajemny pomér téchto latek urcuje
chemotyp dané rostliny konopi. Podle koncentrace a poméru dvou hlavnich
kannabinold se urcuji tii zakladni chemotypy. Chemotyp | s nizkym pomérem CBD
k vysokému obsahu THC, chemotyp II s vyrovnanym pomérem CBD/THC a
chemotyp III kde pfevazuje obsah CBD s velmi nizkymi az nulovymi hodnotami THC.
Chemotypu III odpovidaji péstované odrudy technického konopi (de Meijer et al.,
2003).

2.1.2 Botanicka charakteristika

Konopi seté je jednoleta, dvoud€loznd, krytosemenna rostlina patfici do fadu
rizotvaré a Celedi konopovité. Jedna se o dvoudomou nebo jednodomou bylinu, jejiz
vyska se pohybuje v zavislosti na druhu od 80-350 cm vyjime¢né az 400 cm. Samci
rostliny jsou vyssi a Stihlejsi, maji svétlejsi listy a Sedozeleny vrchol. Dozravaji o 4 az
6 tydnti diive nez samici rostliny. Samiéi rostliny byvaji siln€jsi, vice olisténé a tmavsi.
V normélnim porostu je asi 53 % samcich a 47 % samicich rostlin. Jednodomé konopi
ma kvéty s oddélenym pohlavim, saméi seskupené do lat, samici jako hrozny ve
vrcholové ¢asti rostliny (Moudry a kol., 2011). Dlouholetym vybérovym §lechténim
byly ziskany jednodomé varianty konopi, jejichz vyznam v soucasném produkcénim
zemeédélstvi prevlada. Dlivodem je dle Miovského (2008), zaruka dostate¢ného
opyleni kvéti s néslednou vyrovnanou produkci semene, rovnomérné dozravani
porostu, snizeni agronomickych problémd pii sklizni, dosaZeni vynosové a kvalitativni
stability semen a vldkna (Amaducci et al., 2015).

Koften je kulovity, kolmy a dlouhy s mnoZstvim postrannich a vlase¢nicovych
kotinkt. VIase€nicové kofinky posazené po stranach jsou fyziologicky nejucinnéjsi, a
tedy nepostradatelné pro vyzivu a vyvoj rostliny (Miovsky a kol., 2008). Ve srovnani
S jinymi rostlinami ma konopi v poméru k nadzemni ¢asti kotenovy systém slabé
vyvinuty, i proto existuje piima souvislost mezi kvalitou pidy poskytujici kofenovému
systému dostateCny rozvoj a Vyvojem nadzemnich ¢asti rostlin (Moudry a kol., 2011).

Lodyha je pfimd, v horni ¢asti vétvend, dortistd primérné kolem 2 m az 4 m
vysky (ale i 6 m), sila stonku se pohybuje od 3 mm do 60 mm (Moudry a kol., 2011,
Miovsky a kol., 2008). Stonek je v pocatecnich fazich rustu mékky a duznaty,

Vv pozdgjsich fazich od spodu dievnati a uvnitf se tvofi sttedova dutina, obsahuje 13,5
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—19,5 % vlékna. Podle typu konopi byva vétSinou Sestihranny nebo ¢tythranny, nékdy
ryhovany, pfi¢emz ve spodni ¢asti zustava kulaty. Hrany zesiluji smérem k vrcholu.
Stonek konopi se v hustych porostech skoro nevétvi, v fidkych porostech vytvari
vétve, nékdy i v dolni poloviné stonku (Moudry a kol., 2011)

Listy jsou stfidavé, dlanité tfi az tfinacticetné, maji kopinaty tvar a pilovity
okraj s kratkymi az stfedné dlouhymi fapiky (Miovsky a kol., 2008).

Kvétenstvi samcich rostlin je uspofadano v uzlabnich latdch na dlouhych
stopkach vyrustajici z izlabnich listi. Kvitky maji 5 Zluto-zelenych kvétnich Supinek
a 5 ty¢inek. Samci rostliny kvetou 20 az 25 dni, po odkvétu odumiraji. Samici kvéty
maji svrchni dvoupouzdry semenik s jednim vysunutym vajickem a dvéma dlouhymi
nitkovitymi bliznami. Samici kvéty jsou rozmistény v horni ¢asti rostliny a tvofi husté
olisténé kratké slozité hrozny. Samici rostliny zacinaji kvést o 3—10 dni pozdé&ji nez
sam¢i (Moudry a kol., 2011).

Plodem konopi je jednosemennd nazka vejCitého tvaru s malym obsahem
endospermu a velkym podkovité stoCenym klickem. Velikost semene je zavisld na
typu a odridé konopi. Délka je 2-5 mm, Sitka 2-4 mm, HTS se pohybuje od 6-26
gramtl. Barva je Sedozelend, tmavohnéda az cerna s jemnym mramorovanim (Miovsky
a kol., 2008). Semena jednodomych odrud jsou obvykle mensi nez u dvoudomych

odrid (Amaducci et al., 2015).
2.2 Agrotechnické pozadavky konopi setého

2.2.1 Naroky na prostiedi

Konopi lze péstovat v oblastech s riiznou zemépisnou $itkou, nebot’ je velmi
adaptivni na podminky Zivotniho prostiedi, lepSich vynost vSak dosahuji odridy
Vv oblastech jejich ptirozeného vyvoje (Amaducci et al., 2015). Konopi je rostlinou
kratkého dne, to znamena, Ze vyvojové faze probihaji rychleji v oblastech s kratkym
dnem. Na vytvofeni jednotky susiny potiebuje az dvakrat vétsi mnozstvi vody nez
obilniny, tudiZz by celkové mnozstvi sraZzek nemélo klesnout pod 500 mm zvlaste
Vv prvnich fazich rtistu a v dobé¢ kveteni vyzaduje konopi dostatek vody (Moudry a kol.,
2011).

v

Na ptdu ma konopi znacné naroky. Nejvhodnéjsi jsou tirodné, hluboké a dobte

zpracovatelné pldy hlinité a piscitohlinité s nizkou hladinou spodni vody, dobie
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vyhnojené a bohaté zasobené humusem s neutrdlni az slabé zasaditou ptidni reakci

(Van der Werf, 2002).
2.2.2 Zarazeni v osevnim postupu

Na zafazeni V osevnim postupu neni konopi naro¢né. Nejvhodné&jSimi
pfedplodinami jsou plodiny, které zanechévaji ptdu Cistou, kyprou, dobie zasobenou
zivinami, zvlasté dusikem. Jsou to okopaniny, kukufice, luskoviny, jetel, vojtéska a
jetelotravni smésky. Konopi se bézné pouziva jako ptferusovac obilnich sledi, snasi i
pestovani po sob¢. Je také dobrou piedplodinou pro pSenici, zanechava ptdu Cistou a

v dobrém stavu (Van der Werf, 2002).
2.2.3 Piiprava pudy

V podminkach Ceské republiky je mozné péstovat konopi na vlakno nebo na
semeno. V posledni dobé¢ se také uvazuje o produkei na hmotu pro energetické ucely.
Podle toho se tidi i zpisob péstovani (Moudry a kol., 2011). Pfiprava jemného a
homogenniho setového ltizka je dilezitou podminkou pro vytvofeni vyrovnaného
porostu s optimalnim poc¢tem rostlin (Amaducci et al., 2015), vyznam pe¢livé ptipravy
pudy vyplyva z biologickych a morfologickych vlastnosti rostliny (Moudry a kol.,
2011). Je dulezité zabezpedit velké pozadavky konopi na vodni, vzdus$ny a Zivinny
rezim v pudé. Na podzim se provadi podmitka, pokud je moznost, dodavaji se
organicka hnojiva a provadi se orba do hloubky 25-30 cm. Jarni pfiprava pudy je
V podstaté stejnd jako pro jarni plodiny. Diulezité je Setfit plidni vldhou a hlidat
zapleveleni pozemku (Moudry a kol., 2011). Amaducci et al. (2015) upozoriuji na
zhutnéni orni¢ni vrstvy a tvorbu slévavého povrchu vlivem Spatné ptipravy puady
hlavné ve vlhkych letech. Kofen pak nabyva tvaru L, coZ negativné ovliviiuje
zakotenéni rostliny a jeji Spatny pfijem vody a absorpci Zivin. Aplikace fosfore¢nych
a draselnych hnojiv je provadéna pied konecnou piipravou pidy pro seti, pficemz

dusik je aplikovan soucasné nebo tésné pied setim (Moudry a kol., 2011).
2.2.4 Seti

Konopi je vhodné sit v druhé polovin€ dubna nebo zac¢atkem kvétna. Obecné
1ze tici, Ze Casnéjsi vysevy koresponduji s vy$§im vynosem vléken i semen. Odridy

pestované na vlakno by mély mit dlouhou vegetativni dobu a vyssi obsah vlaken. Je
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tieba poznamenat, ze volba pozdni odridy mize mit nekteré nevyhody, vzhledem
k tomu, Ze v Evropé€ pievlada péstovani konopi s dvojim vyuzitim jak na semeno, tak
na vlakna. Pii vybéru odridy je tedy dilezity i vynos semen a obsah oleje (Amaducci
et al., 2015). Konopi péstované na vlakno nebo na hmotu vysévame do fadka 20-25
cm Sirokych, konopi péstované na semeno se doporucuje sit do fadki 40-60 cm
sirokych. Hloubka seti se pohybuje okolo 3-4 cm, v hluboké piidé mizeme sit hloubé&ji
s vysevkem 50 az 60 kg/ha na vlakno, 45-55 kg/ha na vlakno i semeno a 20-30 kg/ha
pouze na semeno (Van der Werf, 2002). Hustota porostu pii sklizni by méla byt pti
péstovani na semeno 30-75 rostlin/m?, pfi péstovani na vlakno 150-350 rostlin/m?
(Amaducci a Gusovius, 2010). Pii péstovani konopi na semeno je tfeba dbat na to,
aby nebyly v okoli porosty s jinymi odridami a zamezili jsme tak cizimu spraseni.
Plodinu je pro zvySeni vynosu mozné uméle opylovat v dobé rozkvétu 1/3 samicich

rostlin (Moudry a kol., 2001).
2.2.5 VyZziva rostlin

Na ziviny je konopi zna¢n¢ naro¢né, zejména je vyzaduje ve snadno piistupné
formé. Sklizni 10 t/ha stonkti a 0,9 t/ha semen dle literatury odejme konopi asi 114 kg
N, 86 kg P, 123 kg K a 245 kg Ca. Pida by méla byt dobfe vyhnojena statkovymi a
podzim lze aplikovat hntij a kejdu v davce 30 t/ha i vice. Konopi také dobie reaguje
na zelené hnojeni (Moudry a kol., 2011).

Hnojenim dusikem se zabyva velké mnozstvi studii, které fesi ucinek této
ziviny na produktivitu biomasy konopi. Experimentalni vysledky potvrzuji, Ze hnojeni
dusikem by mélo byt stanoveno na zakladé Grodnosti pidy a nejvice je piijiméan
v prvnim mésici vegetace (Amaducci et al., 2015). Amaducci et al., (2015) uvadi, ze
davku dusikatych hnojiv nelze jednoznaéné urcit vzhledem k vysoké plasticité konopi,
nicméné autoii uvadéji davku dusiku od 0 do 120 kg N/ha. ZvySeni davky nad 150 kg
N/ha vynosy jak semen, tak stonkd nezvysilo. Zvysené hnojeni dusikem podporuje
V porostu vyssi procento samicich rostlin, ale muze Cinit konopi nachylnéjsim
k poléhani a snizovat kvalitu vlaken (Amaducci et. al., 2015, Song et al., 2012, Finnan
a Burke, 2013, Struik et al., 2000, Bouloc et al., 2013).

Draslik spoluptisobi pti vyvinu stonku a vlakna, ma spolu s dusikem nejveétsi

vliv na vynos stonkl a jakost vlaken. Nejvyssi spotfeba drasliku rostlinou probiha ve
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fazi pocatecniho rychlého rtstu stonku, aplikuje se jak na podzim, tak pfi jarni ptipravé
pudy (Sladky a kol. 2004). Finnan a Burke (2013) uvadeéji davky drasliku pro konopi
v rozmezi 140-230 kg/ha dle pidni zasoby, avsak vysledky jejich studie zaméiené na
uroven draselné vyzivy naznacuji, ze naroky konopi na draslik mohou byt nizsi.
Moudry a kol., (2011) udavd mnozstvi drasliku pro konopi na stiednich ptdach
V hodnot¢ 100 kg/ha.

Dostatek fosforu je nezbytny pfi péstovani konopi na semeno, na vynos stonkl
nema takovy vliv. Davka fosforu na stiednich ptidach ¢ini asi 30 kg/ha (Moudry a kol.
2001).

Vapnéni je zpravidla nutné i na neutralnich piadach, protoze spotteba vapniku
pro rast kofenového systému, stonkd i semen je vysokd. Vapnime bud’ na podzim,

lepsi je aplikace Ca jiz k ptedplodiné (Sladky a kol., 2004).
2.2.6 OSetirovani za vegetace

Riist konopi po vzejiti probihd relativné rychle a dobfe zalozeny porost tak
sniZzuje moznost vyskytu plevell. Je také znamo jeho alelopatické plisobeni na plevele,
takZe v hustém a vysokém porostu konopi nemaji plevele vétSinou Sanci rast (Moudry
akol., 2011). Konopi je pomérné odolna rostlina vii¢i chorobam a sktidcim. Pokud
se vSak konopi péstuje v monokultufe, miize se zvysit riziko napadeni fytopatogeny.
U konopi mohou byt kritické jen takové choroby, které napadaji stonky nebo koteny,
jako napf. plisen Seda (Botrytis cinerea Pers.), rakovina nebo fuzarioza (Giberella
puvodcem je hlizenka obecna (Sclerotinia sclerotiorum /Lib./ Masse.). Je vhodné, aby
se zabranilo péstovani stejnych odriid konopi po sobé, které jsou citlivé k napadeni
bilou hnilobou z divodu zamoteni pidy sklérocii (Amaducci et al., 2015). Muze
dochazet také k vyskytu chorob pienasené msici konopnou (Phyrodon cannabis
Pass.). Skiidci konopi mohou byt také: diep&ik chmelovy (Psylliodes attenuata Koch.),
housenky miry gama (Autogrpha gamma L.) a zavije¢ kukufi¢ny (Ostrinia nubilalis
Hiibn.) (Sladky a kol., 2004).

Konopi mize trpét poruchami ristu z diitvodu nedostatku zivin, tzv. karen¢ni
poruchy. Nedostatek dusiku se projevi zakrslym ristem, nedostate¢na zasoba drasliku
v pudé zptisobuje tzv. kaliovou mozaiku konopi, kterd je doprovazena prodlouzenim

vegetacni doby a oddalenim kveteni (Moudry a kol., 2011). Konopi je také velmi
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citlivé na vyskyt rezidui herbicidi v pid€. Doporucuje se nepestovat konopi po

kukufici seté, pokud je pouzivan atrazin a simazin (Amaducci et al., 2015).
2.2.7 SKklizen konopi setého

Ugel péstovani konopi setého urduje také technologické naroky na sklize
vysledného produktu. Jak bylo diive uvedeno, konopi seté se péstuje hlavn€ na semeno
nebo pro produkci vlakna, v dal§im pfipadé miize jit o kombinaci téchto dvou sméri.
Bylo vyzkouseno mnoho riznych metod a variant sklizn¢ (Vera, Hanks, 2004).

Konopi na produkci stonki, tedy vldkna je obecné sklizeno v okamziku, kdy
jsou samci rostliny v plném kvétu a zbavuji se pylu, nebo po pylovém spadu kdy
primarni vynos vlaken dosahuje svého maxima (Amaducci et al., 2015). Konopi se
neda sklizet, pro své houzevnaté stonky, béZnymi sklizecimi mechanismy v disledku
namotavani vldken na pracovni ¢asti stroje. Pro primyslové vyuziti vldken byly
vyvinuty kombinované stroje, které oddéluji semeno a stonky spolu s listim vraci na
pole k doschnuti. Oddé€lené vlakno se pak lisuje do kulatych balikd. V Nizozemi se
sklizi konopi upravenou sklizeci fezackou na kukufici firmy Kemper. Upravend
fezacka konopi odfezava stonky a zaroven je potfezava na délku 50-60 cm a odklada
ho na strnis$té¢ do tadku, ktery se po tfech dnech po dobu 14 dni obraci obracecem.
V disledku pomackani stébla rychleji zasychaji na vlhkost 20 %. Uschlé tadky se
sbiraji a lisuji do balikd (Moudry a kol., 2011).

Zavedeni péstovani jednodomych odrid konopi vytvofilo nové moznosti pro
vyuZiti mechanizované sklizné ptfi péstovani na semeno, vzhledem k stejnomérnému
zrani jednodomych odrud (Burczyk, Kaniewski, 2005, Amaducci, Gusovius, 2010).
Sklizen nastava v dobg&, kdy semena ve spodni poloviné kvétenstvi samicich rostlin
jsou v plné zralosti a v horni poloving v mlé¢né zralosti. Semena nejdiive dozravaji
semeno pii plné zralosti vypadava. Sklizen by méla probihat z rdna nebo za vyssi
vlhkosti, aby se omezilo vypadavani zralych semen. Sklizi se obilni mlatickou, ktera
umoznuje co nejvyssi nastaveni zaciho stolu, seCeme tésné pod spodnimi latami
(Moudry a kol., 2011). Sklizeny produkt ma obvykle vlhkost 12-20 % (ihned se Cisti
a dosousi na vlhkost pod 12 % idealné¢ na 7-8 %, aby nedochazelo k zapaieni a

zhorSeni kvality vysledného produktu (Burczyk, Kaniewski, 2005).
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2.3 Latky obsaZené v konopi setém

Cannabis sativa L. je ptadna a olejnata kulturni rostlina. Kromé& kvéth
obsahujicich latky s nezanedbatelnymi 1écebnymi ucinky poskytuje nutricné bohaté
olejnaté semeno a stonek obsahujici lykova vlakna a dfevnaté pazdeti. V konopi setém
bylo objeveno asi 533 latek, z nichz 103 obsahuje pouze tato rostlina. Kvalit téchto
surovin vyuzivd ¢lovék nepfetrzit¢ od raného starovéku. Po stagnaci a Upadku
konopného hospodaistvi ve 20. stoleti, se konopi jako hospodaiska surovina znovu
prosazuje (Miovsky a kol., 2008). Kubanek (2008) dale poukazuje na obsah 35
sacharidi, 20 jednoduchych kyselin, 18 aminokyselin, vSech 8 esencidlnich
aminokyselin, proteini, amidi a amint, alkoholli, vitamint, uhli¢itanti, steroidd,
alkaloidt a dalSich. Konopi seté produkuje i sekundarni metabolity ve formé silice,

ktera je tvotena z 85 % terpeny.

2.3.1 Konopny stonek

Stonek je zdrojem vlakna (25-34 %) a dfevnatého pazdeti (60—80 %). Primarni
konopné vldkno obsahuje az 74 % celuldzy, sekundarni konopné vlakno tzv. koudel
ptiblizne 36 % celuldzy a 31 % hemicelulozy (Miovsky a kol., 2008). Konopné vldkno
dosahuje délky az 4,5 metru oproti 2 cm délky vlakna bavinéného, pficemz je pevnéjsi
V porovnani s bavinikem, ktery je péstovan pouze V subtropickych oblastech.
Produkce baviny je spojena s vyznamnymi enviromentalnimi problémy (Ebskamp,
2002). Soudobé¢ péstovani baviny se vyznacuje vysokou spotfebou vody a znaénymi
naroky na aplikaci hnojiv a pesticidit (Werf a Turunen, 2008), oproti konopi, které 1ze
s Uispéchem péstovat téméet na celém svété, poskytuje vyssi vynos biomasy na jednotku
plochy. Ze skupiny lykovych rostlin ma konopi nejjemnéj$i a na omak nejmékci
vlakno, vyznaCuje se vysokou pevnosti v tahu, pruznosti a odolnosti vuéi teplu
(Miovsky a kol., 2008).

Konopné pazdefti tvoii piiblizn€ 2/3 konopného stonku, je to dfevnaty material,
ktery vynikd svou lehkosti a savosti (dokdze vstiebat az pétinasobek vlastni
hmotnosti). Obsahuje 32-38 % celulozy a fadu mineralnich latek. Pazdeii je kvalitni
energeticky vyuzitelnou biomasou. Pazdefi miize byt pouzito jako podestylka pro
hospodarska zvitata, stavebni material, sadbovy substrat nebo jako obnovitelny zdroj

energie v riznych podobach (Miovsky a kol., 2008).
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2.3.2 Obsah kanabinoida

Latky kanabinoidni povahy se d€li na 3 zakladni typy, prvnim typem jsou
fytokanabinoidy pochazejici z rostlin konopi, druhym typem endokanabinoidy, které
se tvoii v télech zvirat a lidi, 3 typ zahrnuji syntetické kanabinoidy uméle vyrabéné
Vv laboratofich (Ali et al., 2012). V konopi se kanabinoidy nachéazi ve zlaznatych
listenech obalujici plody, v samicich kvétenstvich a také v konopnych plevach
(Kubanek, 2008). de Meijer (2003) uvadi, ze se kanabinoidni latky nachézi
Vv rostlinach konopi hlavné ve formé kyselin, teprve pii dozravani a suseni kyseliny
zcela nebo c¢asteCné dekarboxyluji na neutrdlni kanabinoidy. Z péti hlavnich dale
uvedenych kanabinoidi maji vSechny velmi silné antibakterialni u€inky proti kmenu
Staphylococcus aureus a dal$im grampozitivnim bakteriim (Miovsky a kol., 2008).
Syntéza a vylu¢ovani kanabinoidl je ovlivnéna pfedevSim genotypem rostliny, dale
teplotou, vlhkosti a dalSimi faktory (de Meijer et al., 2003).

Delta-9-trans-tetrahydrokanabinol ~ (THC), Castéji  nazyvan  jako
tetrahydrokanabinol. THC je hlavni psychoaktivni slozkou konopi. V uritém
mnozstvi se vyskytuje prakticky ve vSech odriidach a kultivarech konopi od stopového
mnozstvi az po 95 % ze vSech obsazenych kanabinoidti. Vykazuje analgetické ucinky,
zvySuje chut’ k jidlu a snizuje pocit nevolnosti (Dupal, 1994).

Kanabidiol (CBD) se vyskytuje t¢éméf ve vSech odridach konopi, v rozmezi od
stopového az do 95 % mnoZstvi vSech kanabinoidi. CBD nema psychoaktivni Gi€inky,
vykazuje vSak Uc€inky sedativni a antibakterialni (Cherney a Small, 2016).

Kanabinol (CBN) je slabé psychoaktivni, rostlina ho produkuje v malém
mnozstvi. Plisobi jako agonista na stejné receptory jako THC, avSak pouze s 10 %
ucinnosti (Dupal, 1994).

Kanabichromen (CBC) ma silné antibakterialni u¢inky, napoméaha zmenSovani
otokll, zmiriiuje zanéty zazivaciho ustroji. CBC nema psychoaktivni U¢inky, proto by
mohl mit potencial vyuziti ve farmaceutickém pramyslu pii vyrobé 1éki bez vedlejsich
nezadoucich u¢inkd, neni vsak pfili§ prozkouman (Grotenhermen, 2009).

Kanabigerol (CBG) se vyskytuje v mensich koncentracich. Je to
nepsychoaktivni kanabinoid s 1écebnymi G¢inky. Technické konopi obsahuje obvykle

vice CBG nez ostatni odridy (Grotenhermen, 2009).
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2.4 Slozeni konopného semene

Semeno konopi obsahuje 25-35 % vysychavého oleje, 20-25 % lehce
stravitelnych bilkovin, 20-30 % sacharidii pfevazné ve form¢ vlakniny, vitaminy. Je
také zdrojem dulezitych mineralnich latek (Galasso et al., 2016). Vysokou vyzivovou
hodnotu semen konopi prokazaly pozitivni zdravotni vyhody vcetné¢ zmirfiovani
zacpy, snizovani hladiny cholesterolu, zlepseni kardiovaskularniho obé&hu, snizeni
krevniho tlaku a potlac¢eni koznich onemocnéni. Vytazky z konopného semene maji
silny antioxidacni efekt, zmiriiuji projevy starnuti a maji potencial prokazat zlepSeni

uceni u osob s poruchou sousttedéni (Yan et al., 2015, Oomah et al., 2002).

Tab. ¢ 1: Nutri¢ni hodnota Zivin v konopném semeni (Callaway, Pate, 2009)

Celé semeno Loupané semeno
Olej (%0) 36 44
Bilkoviny (%0) 25 33
Sacharidy (%) 28 12
Vlhkost (%0) 6,5 5
Popeloviny (%) 5,6 6
Energie (kJ/100 g) 2200 2093
Celkova dietni vlaknina
%) 28 7
Stravitelna vlaknina (%) 6 6
Nestravitelna vlaknina (%6) 22 1

Odrtda: Finola
2.4.1 Bilkoviny

Bilkoviny konopného semene obsahuji vSech osm esencidlnich (pro
organismus nezbytnych) aminokyselin. Komplex proteinti obsazenych v konopnych

semenech tak dodava lidskému télu veskeré esencialni aminokyseliny (Miovsky a kol.,

2008). Konopnym bilkovinam se bude podrobné vénovat kapitola 2.6 v této praci.
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2.4.2 Tuky

Konopny olej je jednim z nejkvalitnéjsich rostlinnych olejii, obsahuje vysoké
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, které jsou nezbytné pro lidsky organismus
(Tab. 2-3). Tyto esencialni mastné kyseliny si télo nemiize samo vyrobit a musi byt
pfijaty stravou. Jejich zédsadni vyznam v lidské stravé je zndm jiz od roku 1930
(Callaway, 2002, Callaway, 2004). Nespornou vyhodou je vyvazeny pomér (3:1)
nenasycenych mastnych kyselin (linolova: linolenova) (Oomah et al., 2002, Cherney,
Small, 2016).

Tab. ¢. 2: SloZeni mastnych kyselin v konopném semeni (Benhaim, 2001)

Monokarboxylové nasycené mastné Kyseliny (v % z tuku)

Kyselina maselna C4 <0,1 % Kyselina myristova C14 <0,1

Kyselina kapronova C6 <0,1 % Kyselina palmitova C16 <0,1

Kyselina kaprylova C8 <0,1 % Kyselina stearova C18 <0,1

Kyselina kaprinova C10 <0,1 % Kyselina arachidova C20 <0,1

Kyselina laurova C12 <0,1 %

Polyenové nenasycené mastné kyseliny

Kyselina linolova C18 - 56 % Kyselina gama-linolenova C18 - 1,09 %

Kyselina alfa-linolenova C18 — 19,4 %

Trans — formy mastnych kyselin

Kyselina palmitoolejova C18 — 0,1 % Kyselina olejova C18 — 0,1 %

Tab. ¢ 3: Porovnani obsahu mastnych Kkyselin v rostlinnych olejich (Callaway,

2004, Miovsky a kol., 2008)

) Obsah LK LNK GLA | Olejova | Stearova
Olej LK:LNK
EMK (%) (%) (%) | kys. (%) | kys. (%)
Konopny 80 50-70 | 15-25 1-6 10-16 2-3 31
Lnény 72 14 58 0 19 4 1:4
Slune¢nicovy 65 65 <1 0 4 5 71:1
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Séjovy 63 55 8 0 23 4 8:1

Olivovy 8 8 <1 0 76 16 9:1

LK — kyselina linolova, LNK — kyselina alfa-linolenova, GLA — kyselina gama-

linolenova

Konopny tuk obsahuje unikatni komplex mastnych kyselin. Konopné semeno
je jednim z nejlepsich rostlinnych zdroji esencialnich mastnych kyselin s dokonalym
pomérem omega-6 mastné kyseliny linolové (56 %) a omega-3 mastné kyseliny alfa-
linolenové (19 %). Zbyvajici slozky oleje tvoti kyselina olejova 8-16 %, palmitova 5-
7 %, stearova 1-2 %, gamma linolenova 1-6 %, arachinova a dalsi. Dalsimi slozkami
lipidii konopného oleje jsou fytosteroly a antioxidant y tokoferol (Miovsky a kol.,

2008, Callaway, 2002).

2.4.3 Sacharidy

Semeno konopi obsahuje sacharidy pfedevs§im ve formé vlakniny. Obsah
sacharidda je asi 52,67 % ztoho jednoduché cukry tvoii pouze kolem 2,47 %
(Callaway, 2004).  Vlaknina vyznamn¢ zvySuje vyzivovou hodnotu semen, podle
House et al., (2010) obsahuji celd semena konopi 320 g/kg neutrdlni detergentni

vldkniny (celul6za, hemicelul6za a lignin), kterd ovliviuje stravitelnost bilkovin.

2.4.4 Vitaminy a mineralni latky

Kromé kvalitniho rostlinného oleje a lehce stravitelnych bilkovin obsahuji
semena konopi také znacné mnozstvi vitaminli a mineralnich latek. Konopné semeno
obsahuje vitaminy A, B1, B2, B6, C a E (Tab. 4) (Callaway, 2004). Vitamin E
zastupuje v semeni konopi alfa-tokoferol (5mg/100 g) a gama-tokoferol (85mg/100 g).
U odrtdy Finola je obsah vitaminu E podstatné vyssi dle Kriese et al., (2004), nez u
ostatnich odrtd konopi.

Z mineralnich latek obsahuje konopi nejvice fosfor, draslik, hot¢ik, vapnik,

zelezo, sodik, mangan a méd’ (Tab. 4) (Callaway, 2004).
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Tab. ¢. 4: Obsah vitamini a mineralnich latek v konopném semeni (Callaway,
2004)

Vitaminy mg/100 g Mineralni latky mg/100g
E 90 Fosfor 1160
Bl 0,4 Draslik 859
B2 0,1 Hor¢ik 483
Vapnik 145
Zelezo 14
Sodik 12
Mangan 7
zinek 7
méd’ 2

2.4.5 Antinutrié¢ni latky

Vyuziti konopné mouky ve vyzivé mize byt omezeno piitomnosti
antinutri¢nich sloucenin, které snizuji stravitelnost a vyuZitelnost zivin. Pfitomnost
tanind, inhibitort trypsinu, kyseliny fytové a saponinii miiZe snizit dostupnost bilkovin
vysrazenim nebo inhibici travicich enzymil. Tyto latky mohou sniZit také absorpci
mineralnich latek a vitamina (Russo, 2013).

Russo (2013) popsal u italskych a francouzskych odrid obsah jednotlivych
antinutricnich latek. Obsah kyseliny fytové v konopné mouce byl 6-7 % cozZ je
V porovnani se sojou (2 %) velmi vysokd hodnota. Obsah kondenzovanych tanini se
pohybovalo v mnozstvi od 1,36-2,41 g.kg? odtuénéné mouky a vysledky mezi
odridami se vyznamné neliSily, tato hodnota neni tak vysoka, aby sniZila chutnost
mouky. Rozdily v aktivité inhibitort trypsinu byly u riznych odrid konopi pomérné
rozdilné. Nejniz§i hodnotu vykazovala italskd odrida Fibranova (10,8 mgkg?),
nejvyssi hodnotu méla francouzskd odriida Ferimon (28,4 mgkg™). Francouzské
odridy vykazovaly vice neZ dvojnasobek obsahu kyanogennich glykosidi oproti
italskym odriidam (0,23 g.kg™ a 0,09 g.kg™). Priimérmy obsah saponinii se pohyboval
kolem 69,0 mg.kg™ v susiné. Obsah saponini v konopné mouce byl nizsi nez u séji a

jinych rostlin.
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2.5 Bilkoviny

Bilkoviny (proteiny) jsou polymery aminokyselin, které vznikly procesem
proteosyntézy. Obsahuji v molekule 20 aminokyselin vzajemné vazanych peptidovou
vazbou do nerozvétvenych linearnich fetézci, jsou téz znamy jako polypeptidy. Kazda
bilkovina ma rtizné chemické vlastnosti a jedineénou sekvenci aminokyselin (Alberts
et. al., 2002). Bilkoviny jsou podstatou vSech znamych organismt. Po vod¢ jsou
nejvice zastoupenou slozkou organismu. Proteiny jsou nejen hlavni slozkou bunék
Z hlediska hmotnosti, ale ve vSech bunkach také hraji mnoho zivotné dilezitych tloh.
Jsou naptiklad nezbytné pro tvorbu a spravnou funkci svalové hmoty, cervenych
krvinek a dalSich tkani a také pro produkci hormont (Snustad a Simmons, 2009).

Proces proteosyntézy se sklada ze dvou kroki. Prvnim krokem je ptepis, tzv.
transkripce genetického kodu z DNA do mRNA a uskute¢iiuje se V bunééném jadru.
Druhym krokem je pieklad, tzv. translace kodu z mRNA do sekvenci aminokyselin
Vv polypeptidovych genovych produktech. Tvorba bilkovin probiha v ribozomech
(Patthy, 2008). Ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek, jedné velké a jedné malé.
Kazda podjednotka obsahuje velké slozené molekuly RNA, na kterych se sestavuji
ribozomové proteiny (Snustad a Simmons, 2009).

Energetick4 vytéznost bilkovin je 17 kJ.g™* (4 kcal.g?), tedy zhruba stejna jako

u sacharidl. Podle biologické funkce, kterou vykonavaji, se casto rozliSuji na proteiny:

o Strukturni (stavebni slozky bunék, tkani Zivocichtl a rostlinnych pletiv)

o Katalytické (enzymy, hormony)

o Transportni (umoZznuji prenos riznych sloucenin)

. Pohybové (napt. svalové proteiny aktin, myosin, aktomyozin)

o Obranné (protilatky, imunoglobuliny)

. Zasobni (ferritin)

o Senzorické (napf. rhodospin)

. Regulac¢ni (histony, hormony)

o VyzZivové (jsou zdrojem esencidlnich aminokyselin pro Zivoc€ichy, hlavnim

zdrojem dusiku v potravé a hmoty potiebné k vystavbé a obnové zivocisnych tkéani)

(Velisek, Hajilova, 2009).

Bilkoviny se mohou délit také podle rozpustnosti na rozpustné a nerozpustné

proteiny. Nerozpustnymi bilkovinami jsou fibrilarni bilkoviny, jako je kolagen, elastin
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a keratin (Patthy, 2008). Rostlinné bilkoviny poprvé klasifikoval Osborne (1924) na
zaklad¢€ jejich rozpustnosti a extrahovatelnosti v riznych rozpoustédlech na ctyfi
hlavni frakce. VétSina rostlinnych proteini patii do téchto ¢tyfech bilkovinnych frakci,
ale obsah bilkovin kazdé¢ tiidy a velikosti jednotlivych molekul se miize zna¢né lisit
vV zavislosti na rostlinném zdroji bilkovin. Cty#i hlavni tiidy proteint jsou od té doby

znamy jako ,,Osbornovy frakce” jsou to:

¢ Albuminy (neutralni bilkoviny dobie rozpustné ve vod¢)

¢ Globuliny (slabé kyselé bilkoviny nerozpustné ve vodé¢, ale rozpustné ve ziedénych
roztocich soli)

¢ Prolaminy (bilkoviny nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v koncentrovanych vodnych
roztocich alkoholu napt. v 70 % ethanolu)

e Gluteliny (jsou stejn€ jako prolaminy nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné ve ziedénych
roztocich soli, kyselin a zasad, od prolaminti se li§i tim, Ze jsou nerozpustné

v ethanolu) (Day, 2013).

Aminokyseliny jsou stavebni jednotkou vSech bilkovin. V pfirodnich
materialech bylo prokazano vice nez 700 riznych aminokyselin. Nékteré z nich jsou
obecné rozsitené, jiné se vyskytuji jen v urcitych druzich rostlin, zivoc¢ichti ¢i v jinych
organismech. Aminokyseliny vazané v bilkovinach (20 slou¢enin) (Camp, Dierckx,
2004) se nazyvaji proteinogenni nebo kodované, také zakladni, standartni ¢i primarni
aminokyseliny (Murray, 2002). Podle vyznamu ve vyzivé ¢lovéka se aminokyseliny

déli na 2 skupiny:

e Esencialni aminokyseliny — (nezbytné), tyto aminokyseliny nemtize dany organismus

sam syntetizovat a musi je ziskavat vyhradné z potravy (Valin, Leucin, Isoleucin,
Fenylalanin, Tryptofan, Threonin, Methionin, Lysin a Histidin).

Neesencialni aminokyseliny — (nahraditelné), dany organismus je schopen své vlastni
syntézy (Glycin, Alanin, Arginin, Aspardgova kyselina, Asparagin, Glutamova

kyselina, Glutamin, Tyrosin, Cystein, Serin, Prolin) (Camp, Dierckx, 2004).

Bilkoviny mizeme rozd¢lit podle jejich ptivodu do dvou skupin na rostlinné a
zivo¢iSné bilkoviny. Potraviny se znac¢né li§i obsahem proteintli, sloZenim jejich
aminokyselin a biologickou hodnotou. Obsah bilkovin se pohybuje prakticky v mezich
0-100 % v suSiné. Bohatym zdrojem proteinii jsou hlavné potraviny Zivo€isného

puvodu (VeliSek a Hajslova, 2009). Rostlinné bilkoviny byly vzdy soucasti lidské
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stravy. Ackoliv jsou rostlinné bilkoviny relativné levné, pfima spotieba rostlinnych
bilkovin je stale pomérné¢ omezend. Vétsina rostlinnych bilkovin se pouziva jako
krmivo pro hospodaiska zvitata. Z rostlinnych produktti jsou dobrym zdrojem proteinii
hlavné lusténiny (hrach, fazole, cocka) a olejniny (s6ja, arasidy, mak, ofechy). Stfedné
vysoky obsah proteinti maji obiloviny a ceredlni vyrobky, nizky obsah proteini ma
naopak zelenina, ovoce a okopaniny (Day, 2013).

Strava Cloveéka je velmi pestra a obsahuje 1 mnozstvi bilkovin z nejriiznéjSich
zdroji. Urceni nutriéni hodnoty proteinu tak vychazi ze skute¢nosti, Ze organismus
neni schopen syntetizovat esencidlni aminokyseliny, zatimco skladbu ostatnich
aminokyselin muze regulovat téméf podle potieby. Proto se v proteinech stanovuje
sloZzeni esencidlnich aminokyselin a vysledky se vztahuji k obsahu esencidlnich
aminokyselin pfitomnych v referenénim proteinu (proteiny vaje¢ného bilku,
matetfského mléka), ktery je v organismu velmi dobte vyuzitelny (Velisek, Hajslova,
2009).

K hodnoceni se dnes bézné pouziva dvou riznych kritérii, aminokyselinové
skore — AAS (z angl. Amino Acid Score) a index esencialnich aminokyselin EAAI (z
angl. Essential Amino Acid Index). Stravitelnost bilkovin se uvadi v hodnotach
PDCAAS (Protein Digestibility — Corrected Amino Acid Score), tato hodnota
stanovuje vyuzitelnost bilkovin s ohledem na obsah jednotlivych aminokyselin, jejich
pomér a biologickou vyuzitelnost. PDCAAS nabyva nejvyssi hodnoty 1, kde
nejvysSich hodnot nabyva referen¢ni protein (protein vaje¢ného bilku, matefského
mléka). V poslednich letech doporucila organizace spojenych narodi pro vyzivu a
zemédélstvi (FAO) pfijeti nového bodovaciho systému DIAAS (Digestible
Indispensable Amino Acid Score) ke kvantifikaci dietni kvality bilkovin. DIAAS je
zalozen na relativni stravitelnosti obsahu pouze nepostradatelnych aminokyselin
(Wolf et. al., 2016). Stanoveni nutri¢ni hodnoty je dilezité pii extrémnim zptsobu
stravovani (napf. veganstvi), kdy mohou byt pfitomny nékteré esencidlni
aminokyseliny v nedostate¢ném mnozstvi. Vyznamné je stanoveni nutri¢ni hodnoty

proteinli v krmnych smésich hospodaiskych zvitat (Velisek, HajSlova, 2009).

2.5.1 Funkéni vlastnosti bilkovin

Bilkoviny maji fadu dilezitych funkci, mimo jiné také dulezité funkéni

vlastnosti, které hraji ulohu pfi pfipraveé a zpracovani potravin a pfispivaji k jejich
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schopnost, pénici a Slehaci schopnosti a schopnost tvofit gel (Day, 2013).

2.5.2 Rostlinné bilkoviny

Hlavni zdroj rostlinnych proteini v potravé predstavuji u vétSiny plodin
semena rostlin. Jako omezené zdroje mohou slouzit rovnéz plody, listy, hlizy, bulvy
aj. Casti rostlin zahrnované pod termin ovoce, zelenina, okopaniny apod.
Aminokyselinové slozeni bilkovin semen je zcela odlisné od bilkovin zivociSného
puvodu. Obsahuji velké mnozZstvi asparagové a glutamové kyseliny a jejich amidd.
Rostlinné zdroje bilkovin byvaji méné hodnotné, protoze vétsina z nich neobsahuje
vSechny esencidlni aminokyseliny napf. u nékterych obilovin je to aminokyselina
lysin, u luSténin methionin. Na druhé stran¢ miize vhodnd kombinace rostlinnych
zdroju vést ke skladbé proteinti, kterd ma vysokou nutriéni hodnotu a mize slouzit
jako plnohodnotna bilkovina, napt. pro vyzivu vegetariani. Kromé proteinti piijima
organismus z potravin rostlinného ptvodu fadu dalSich vyzivové cennych slozek,
vyuzitelné polysacharidy, vlakninu, mnoZstvi vitaminQ, mineralnich latek aj. (Velisek,

Hajslova, 2009).

2.5.3 Bilkoviny zrn vybranych obilnin

Z rostlinnych materidlti jsou nejvyznamnéj$im zdrojem proteinti pro vyzivu

clovéka obiloviny, u nds vprvni fad€¢ pSenice. Obsah proteinli vnéjSich
(subaleuronovych) ¢asti obilného zrna je vyrazné vyssi nez u vnitinich ¢asti. Proto
obsah proteinil v mouce zavisi na stupni jejiho vymleti a samoziejmé také na druhu,
odride rostliny a dalSich faktorech. Tmavé celozrnné mouky maji vyssi obsah proteinti
nez bilé, rozdil byva az 4 %.

Prolaminy a gluteliny jsou hlavni zdsobni bilkoviny v obilovinach (Day, 2013,
Shewry a Halford, 2002). Typické sloZeni proteinti v béznych bilkovinach uvadi tab.

5. (Velisek, Hajilova, 2009).

Tab. ¢. 5: Proteiny obilovin a jejich sloZeni (Velisek, Hajslova, 2009).

Obilovina Albuminy % Globuliny % Prolaminy % | Gluteliny %
PSenice leukosiny 14,7 edestiny 7,0 gliadiny 32,6 gluteniny 45,7
Zito 44 4 10,2 sekaliny 20,9 | sekalininy 24,5
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Jeémen 12,1 8,4 hordeiny 25,0 | hordeniny 54,5
Oves 20,2 avenaliny 11,9 gliadiny 14,0 aveniny 53,9
ryze 10,8 9,7 oryziny 2,2 oryzeniny 77,3
kukufFice 4,0 2,8 zeiny 47,9 zeaniny 45,3

Mezi nejvyznamnéjsi bilkoviny pSenice patii ve vodé nerozpustné gliadiny
(prolaminy) a gluteliny, které jsou reprezentované fadou piibuznych bilkovin liSicich
se slozenim aminokyselin (napf. gliadinovych bilkovin byva u kazdé¢ odridy pSenice
nekolik desitek) (Velisek, 2002) (viz Tab. 5). Globuliny obilovin se nachazeji
ptedevs§im v aleuronovych vrstvach a embryu a vétSinou jsou odstranény pii mleti
nebo loupéani semen (Day, 2013). PSeni¢na mouka poskytuje s vodou tésto, jehoz
zakladem je krom¢ Skrobu viskoelasticka lepiva hmota, sloZzena zvody a
hydratovanych gliadinovych a glutelinovych proteinti zvana lepek. PSeni¢nd mouka
obvykle obsahuje 7-13 %, ale také az 15 % bilkovin. Limitujici aminokyselinou je
lysin (Velisek, Hajslova, 2009).

Zitné albuminy a globuliny, predstavujici asi 55 % proteind Zita, maji podobné
vlastnosti jako albuminy a globuliny psenice. Asi z 45 % jsou pfitomny prolaminy a
gluteliny. Zitny lepek se od p3eni¢ného li§i obsahem nékterych aminokyselin a
predev§im vlastnostmi. PSeni¢ny lepek je tazny, zitny se trha. Limitujicimi
aminokyselinami je tryptofan a isoleucin (Velisek, Hajslova, 2009).

Kukufti¢né proteiny tvoii asi z 50 % zein, ktery patii mezi gliadiny, 20-45 %
proteinll tvoifi gluteliny. Vyrazn€ nedostatkovymi aminokyselinami v kukufi¢ném
lepku jsou lysin a tryptofan. Proteiny ryze tvofi asi z 80 % gluteliny (oryzeniny),

gliadiny a dalsi proteiny jsou zde minoritni slozkou (Day, 2013).
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Tab. €. 6: Obsah aminokyselin v obilovinach (v g vztazeno na 16 g dusiku)

(VeliSek, Hajslova, 2009).

Aminokyselina | pSenice Zito je€men oves ryze kukufice
Alanin 3,6 4,3 4,0 45 6,0 75
Arginin 4,6 4,6 4,7 6,3 8,3 4,2

Asparagin 4,9 7,2 5,7 7,7 10,3 6,3
Cystein 2,5 1,5 2,3 2,7 11 1,6
Glutamin 29,9 24,2 23,6 20,9 20,6 18,9
Glycin 3,9 4,3 3,9 4,7 50 3,7
Histidin 2,3 2,2 2,1 2,1 2,5 2,7
Isoleucin 3,3 3,5 3,6 3,8 3,8 3,7
Leucin 6,7 6,2 6,7 7,3 8,2 12,5
Lysin 2,9 3,4 35 3,7 3,8 2,7
Methionin 1,5 1,5 1,7 1,7 2,3 1,9
Fenylalanin 4,5 4,4 51 5,0 52 4.9
Prolin 9,9 9,4 10,9 5,2 4.7 8,9
Serin 4,6 4.3 4,0 47 54 5,0
Threonin 2,9 3,3 3,3 3,3 3,9 3,6
Tryptofan 0,9 1,0 0,9 11 0,8 0,7
Tyrosin 3,0 1,9 31 33 35 38
Valin 44 4.8 5,0 5,1 55 4,8
Celkem EAA 32,8 31,6 35,8 37,1 38,5 40,2
Celkem AA 96,5 92,0 94,6 93,3 101,2 97,5
EAAI (%) 68 75 78 79 76 55
AAS (%) 44 46 54 57 57 41
Limitujici AA Lys Trp, lle | Lys, Leu | lle, Lys lle, Lys Lys

EAA = esencialni aminokyselina, AA = aminokyseliny, EAAI = index esencialnich

aminokyselin, AAS = aminokyselinové skore pro limitujici aminokyseliny
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2.5.4 Bilkoviny zrn vybranych luskovin

Dulezitym zdrojem proteinti ve vyzive jsou lusténiny. V nasich podminkach
jsou nejvyznamnéj$imi lusténinami hréach, fazole, ¢ocka a sdja. Na trhu jsou vSak
k dostani i n¢které dalsi druhy (napf. cizrna, vigna, mungo a dalsi) (VeliSek, 2002).

Lusténiny maji vysoky obsah proteini (24-45 %). Globuliny jsou hlavni
zasobni frakci bilkovin. Koncentrace globulini v semenech se miize v zavislosti na
druhu a odrad¢ luskovin pohybovat v rozmezich od 40-80 % z celkovych proteind.
Bilkoviny pifedstavuji nejvyznamnéj$i slozku semen luskovin. Jejich obsah se
pohybuje v rozmezi 200-400 g.kg™ hmotnosti semen. Nedostatkové byvaji vétsinou
sirné aminokyseliny. Proteiny hrachu, fazoli a dalSich lusténin reprezentuji vétSinou
tf1 hlavni frakce. Hrach obsahuje asi 50 % pfitomnych proteini ve form¢ albuminu

(legumin) a globulinu (vicilin) (Day, 2013).

2.5.5 Bilkoviny olejnin

Vyznamnym zdrojem bilkovin jsou rovnéz olejniny, které obsahuji 20-35 %
proteint. Vé&tSinu proteinového podilu tvoti alouminy a globuliny (az 50 %) (Day,
2013). V naSich podminkach se uplatituje pfedevsim fepka ozima, méné slunecnice
ro¢ni a nékteré dalsi plodiny. Ve svété jsou vyznamnymi zejména soja a araSidy

(Velisek, Hajslova, 2009).

Tab. €. 7: Obsah aminokyselin v lu$téninach a olejninach (v g vztaZeno na 16 g
dusiku) (VeliSek, Hajslova, 2009).

Aminokyselina | hrach ¢ocfka fazol séja slunecnice
Alanin 4,1 4.3 4.2 4.3 4.2
Arginin 9,5 8,7 5,7 7,2 8,0

Asparagin 11,0 11,6 12,0 11,7 9,3
Cystein 11 0,9 0,8 1,3 15
Glutamin 16,1 16,6 14,8 18,7 21,8
Glycin 4,0 4,2 3,8 4.2 54
Histidin 2,3 2,7 2,8 2,5 2,3
Isoleucin 4,3 4,3 4,2 4,5 4,3
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Leucin 6,8 7,6 7,6 7,8 6,4
Lysin 7,5 7,2 7,2 6,4 3,6
Methionin 0,9 0,8 11 13 1,9
Fenylalanin 4,6 52 5,2 49 4.4
Prolin 3,9 4,3 3,6 55 45
Serin 4,3 53 5,6 51 4,3
Threonin 4,1 4,0 4,0 3.9 3,7
Tryptofan 1,4 15 1,4 1,3 1,4
Tyrosin 2,7 3,3 2,5 3,1 19
Valin 4.7 5,0 4,6 4.8 5,2
Celkem EAA 38,2 39,8 38,6 39,3 34,1
Celkem AA 93,4 97,4 90,9 98,5 93,9
EAAI (%) 50 41 47 62 93
AAS (%) 37 31 34 47 56
Limitujici AA Trp, sirné Val, sirné Trp, sirné sirné Trp, Lys

EAA = esencialni aminokyselina, AA = aminokyseliny, EAAI = index esencialnich

aminokyselin, AAS = aminokyselinové skore pro limitujici aminokyseliny

2.6 Bilkoviny semen konopi setého

Konopi seté se stdva vyznamnou plodinou pro jeho nutriéné bohatd semena,
ktera obsahuji zna¢né mnozstvi vysoce kvalitnich bilkovin (Callaway, 2004, Russo,
Reggiani, 2015). Semena konopi setého obsahuji kompletni protein, coz znamena zZe
jsou v nich obsazeny vSechny esencialni aminokyseliny V nutriéné vyznamnych
mnozstvich, ma také velmi dobré funkéni a bioaktivni vlastnosti (Apostol et al., 2015,
Tang et al.,2006).

Bilkoviny semen konopi pfedstavuji jeden =z nejkompletnéjSich a
nejvhodnéjsich komplext rostlinnych bilkovin pro vyZivu ¢lovéka (House et al., 2010,
Tang et al., 2006). Obsah bilkovin je nejvyssi v oloupaném semenu (House et al.,
2010), odstranénim slupky se tak zlepsi stravitelnost a vlastni hodnota bilkovin. Dle

Callaway (2004) je z procentického obsahu zivin zastoupeno 33,5 % bilkovin
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V oloupaném a 24,8 % v celém semeni (Callaway, 2004). Obsah hrubé bilkoviny v
semenu je dle House et al., (2010) 200-250 g.kg™. Vonapartis et al., (2015) uvadi obsah
hrubé bilkoviny u deseti odrid konopi, pficemz odrida Finola obsahovala nejvice
hrubé bilkoviny — 280 g/kg, naopak odrida Anka obsahovala nejmensi mnozstvi — 238
a/kg.

Mira stravitelnosti celého konopného semene je 84,1-86,2 %, pro mouku
Z konopnych semen 90,7-97,5 %, pro loupana semena je to hodnota 83,5-92,1 %.
Procento PDCAAS (aminokyselinové skore vztazené na stravitelnost proteinti) bylo u
celych semen 49-53 %, pro konopnou mouku 46-51 % a pro oloupana semena 63-66
%. (House et al., 2010).

Hlavnimi zasobnimi bilkovinami jsou albuminy a globuliny. Albuminy, které
jsou také obsazeny ve vajecném bilku a lidské krvi tvoii podle dostupnych informaci
asi jednu tfetinu bilkovin konopnych semen a podporuji spravnou funkci ledvin a jater,
dvé tretiny (60-80 %) bilkovin pak tvofi dalsi dulezita globularni bilkovina edestin
(Callaway, 2002, Malomo, Aluko, 2015, Gallaso et al., 2016).

Nedavna studie zaméfena na obsah bilkovin, aminokyselinovy profil a obsah
antinutri¢nich latek v semenech konopi tfi jednodomych a dvoudomych odriid (Russo,
Reggiani, 2015) ukazuje, Zze prumérny obsah bilkovin v Sesti odridach konopi
péstovanych v letech (2011-2012) v Italii byl 340 gkg?! vsusiné. Experiment
dokazuje, ze na obsah bilkovin maji vliv pfedevsim klimatické podminky, konopi
vyzaduje béhem tvorby semen vyssi teploty a mirnéjs$i klima. Kromé toho, vysoké
teploty pfi tvorbé semen zvysuji syntézu a ukladani bilkovin. Rozdily mezi obsahem
bilkovin u jednodomych a dvoudomych odrid nebyl v pokusu pozorovan (Russo,

Reggiani, 2015).

2.6.1 Edestin

Edestin je pfedmétem zkoumani jiz velmi dlouhou dobu. Osborne (1892)
popsal nékolik krystalickych globulinii z riznych rostlinnych semen mimo jiné i u
semen konopi. Svedberg a Stamm (1929) poprvé publikovali molekulovou hmotnost
edestinu (212 kDa), Raikos et. al., (2015) uvadi molekulovou hmotnost edestinu kolem
300 kDa, Angelo et al. (1968) prokazali, ze se edestin nachazi v aleuronovych vrstvach
semen a Patel et al. (1994) ukazal, Ze se molekula edestinu sklada ze Sesti identickych
podjednotek, pficemz kazda podjednotka miize nabyvat hodnot isoelektrickych bodt

Vv kyselé i bazické oblasti. Podjednotky jsou vzajemné spojeny jednou disulfidovou
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vazbou stejné jako hexamer soji (Tang et al., 2006). Kim a Lee (2011) izolovali edestin
z korejské odridy konopi Cheungsam. Celkovy obsah edestinu v semenech této
odridy byl 142,9 mg z 1 g konopnych semen. Izolovany edestin vykazoval vyssi
antioxida¢ni schopnost.

Edestin je hlavni zasobni bilkovinou konopnych semen, je lehce stravitelny a
obsahuje vSechny esencidlni aminokyseliny ve vyznamnych mnozstvich, obsah
jednotlivych aminokyselin se v riznych studiich lisi coz bude dano jednotlivymi
isoformami edestinu (Kim, Lee, 2011). Stejné jako u s6jového proteinu glycinu je i
edestin druh leguminu, ktery se podoba globulintim v krevni plazm¢. Srovnani obsahu
aminokyselin u edestinu a sdjového glycinu ukazaly, Zze konopny edestin ma vyssi
podobny (Docimo et al., 2014). Edestin je v lidském téle metabolizovan k biosyntéze

imunoglobulinii, hormont, hemoglobinu a enzymtm.

2.6.2 Aminokyselinovy profil konopi setého

Slozeni aminokyselin muze byt ovlivnéno genotypovou variabilitou,
agrotechnickymi podminkami napt. Grodnosti pidy, hnojenim apod., ale také
poskliziiovou Gpravou semen, ktera mize ovlivnit biologickou hodnotu semen (Russo,
Reggiani, 2015). Kromé dvou hlavnich zasobnich bilkovin, pfedevsim edestinu jsou
konopna semena bohata na sirné aminokyseliny methionin a cystein. Vysokého obsahu

dosahuji také arginin a kyselina glutamova (Callaway, 2004).

Tab. ¢. 8: Obsah esencialnich a neesencialnich aminokyselin v konopném semenu

v g/100 g (Callaway, 2004)

Esencialni Obsah Neesencialni Obsah
aminokyseliny aminokyseliny

Histidin 0,71 Alanin 1,28
Isoleucin 0,98 Arginin 3,10
Leucin 1,72 Asparagova kys. 2,78
Lysin 1,03 Cystein 0,41
Methionin 0,58 Glutamova kys. 4,57
Fenylalanin 1,17 Glycin 1,14
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Threonin 0,88 Prolin 1,15

Tryptofan 0,20 Serin 1,27

Valin 1,28 Tyrosin 0,86

Studie provadéna House et al., (2010) zaméfena na hodnoceni kvality bilkovin
a stravitelnosti konopnych produktii ukazala, ze limitujici aminokyselinou byl u v§ech
tiiceti testovanych vzorki konopnych bilkovin lysin. V zavislosti na druhu
testovanych vzorkl semen, konopné mouky, oloupanych semen je druhou, respektive
treti limitujici aminokyselinou leucin nebo tryptofan.

Dle House et al., (2010) poskytuje aminokyselinové skore pouze jedno métitko
kvality bilkovin. Pro lepsi posouzeni kvality bilkovin by se méla stanovit i jejich

stravitelnost a vyuziti v t¢le.

Graf €. 1: Srovnani obsahu aminokyselin v bilkoviné konopného semene (odrida

Finola), séji a vajecné bilkoviné v g/100 g bilkoviny (Callaway, 2004)

20+
[7] Sojova bilkovina
B Konopna bilkovina
] Vajecny bilek

15+

10+

AlaTArg Asp Cys Glu Gly His Lso Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Try Tyr Val1
Aminokyseliny

Graf ¢. 1 ukazuje pfimé srovnani konopné a s¢jové bilkoviny v porovnani

s vaje¢nym bilkem. Z tabulky vypliva, Ze je konopny protein srovnatelny s hodnotami

zjisténymi u jinych vysoce kvalitnich bilkovinnych zdrojt (Callaway, 2004).
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2.6.3 Extrakce bilkovin

Zvysené vyuziti konopnych semen v priimyslovych odvétvich vedlo k naristu
produkce konopnych vyliskii bohatych na bilkoviny, jako vedlejSiho produktu
zejména pii lisovani oleje ze semen konopi. Bylo prokdzéno, ze konopné vylisky
mohou byt vyuzity pro vyrobu riznych proteinovych a peptidovych koncentratl ¢i
izolatd. Nicméné soucasné proteinové produkty z konopi maji méné nez 70 % bilkovin
a obsahuji vysoké mnozstvi vlakniny a kyseliny fytové, které snizuji vyuzitelnost
bilkovin v organismu (Malomo, Aluko, 2015).

Extrakce proteinu z mouky mutize byt ovlivnéna mnoha faktory, jako je hrubost
namleté mouky, pfedchozi tepelna zatéz, typ rozpoustédla, doba a teplota extrakce,
iontova sila, pfi¢emz klicovym kritériem je pH extrak¢éniho roztoku (Malomo et al.,
2014). Stavajici rostlinné proteinové izolaty se obecné piipravuji alkalickou extraketi,
po které nasleduje izoelektricka precipitace. Pfi tomto postupu se nejprve konopna
mouka rozpusti v alkalickém roztoku a nasledné¢ dojde k vysrazeni proteinu v Kyselém
prostiedi (izoelektricky bod proteinu) (Liu et al., 2013). Izoelektricky bod pro
bilkoviny konopi je v rozmezi pH 4,0-5,0 (Malomo, 2015). Tento postup ma vsak
negativni u¢inky na funkéni vlastnosti proteinti, piedev§im na rozpustnost a pénivé
vlastnosti proteinového izolatu (Malomo, Aluko, 2015). Ptiklad patentované extrakce
konopnych bilkovin popisuje (Davis, 2013).

Jednou z cest, jak zlepsit funkéni vlastnosti proteind popisuje ve své praci
Malomo a Aluko (2015) vyuzitim membranové ultrafiltrace, ktera mize zmirnit
negativni nasledky stavajicich extrakénich postupt. Pomoci membranové ultrafiltrace
jsou odstranény nebilkovinné materidly a vysledny izolat prokazuje lepsi funk¢ni

vlastnosti s minimalni denaturaci bilkovin.

2.6.4 Potencial vyuZiti konopné bilkoviny a semen konopi setého

Vzhledem k nutri¢ni kvalité konopnych semen (viz. vyse) a jejich zajimavym
senzorickym vlastnostem, naptiklad pfijemné chuti a viini, mohou byt semena konopi
a konopna mouka snadno zaclenény jako potravinovy doplnék do jidelnicku. Diky
jejich nutriénim vyhoddm se jiz na trhu vytvotila znacnd poptavka po této suroviné
(Apostol et al., 2015, Poji¢ et al., 2015).

Apostol et al., (2015) provadeli studii se smési mouky z odtucnénych

konopnych semen a pSeni¢né mouky. Z vysledkd je patrné, ze ¢asteéné odtucnéna
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semena konopi miZzeme povazovat jako zdroj funk¢nich potravin. Pfidavek konopné
mouky zménil celkovy profil nenasycenych mastnych kyselin a vzrostl obsah
mineralnich latek a vlakniny s imérné se zvySujicim obsahem mouky z konopnych
semen. Po provedeni pekatského testu bylo pozorovano, ze nejlepSich smyslovych a
fyzikalné-chemickych vysledki dosahly mouky s 5 % a 10 % ptidavkem konopné
mouky. Vétsi pridavek konopné mouky (15 a 20 %) zpusobil pokles vlhkosti a
celkového objemu chleba, u téchto chlebti vzrostla také kyselost. Z vysledkt lze
vyvodit Ze pfidanim 5 a 10 % konopné mouky Ize zlepSit nutricni jakost chleba pfi
zachovani technologickych parametrti, pfidanim vét§iho mnozstvi konopné mouky by
se musela zlepSit technologie peceni, ktera by zlepSila porovitost a pruznost
vysledného chleba.

Semena konopi setého zejména jejich aminokyseliny a peptidy by mohly byt
potencionalné vyuzity pii 1é¢bé a prevenci chronickych onemocnéni napt. hypertenze,
ktera postihuje 15-20 % dospélych a téméf 50-60 % vsech starSich lidi (Girgih et al.,
2011, 2014, Malomo et al., 2015). Konopné semeno jako vedlejsi produkt ziskany pii
komerénim vyuziti konopnych vldken naSlo vyuziti v riznych odvétvich od
kosmetiky, terapeutického vyuziti, jako funkéni potravina a soucast potravinovych
doplnkt (Girgih et al., 2011).

Konopné pokrutiny mohou byt vyuzity pii vykrmu hospodatskych zvitat napf.
kufecich brojlerti v ekologickém zemé&délstvi pro zlepSeni obsahu aminokyselin

v krmné davce, zlepSeni chutnosti a zdravotniho stavu (Eriksson, Wall, 2012).
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3. Cile prace
Cile diplomové prace byly dle zadani rozdéleny do 4 okruhi:

1. Uprava ziskaného rostlinného materialu
2. Priiprava lyofilizované suSiny a extrakce bilkovin pro jednotlivé analyzy

3. Provedeni laboratornich analyz
e frakcionace konopnych bilkovin dle rozpustnosti
e stanoveni obsahu dusikatych latek (%) a obsahu bilkovin (%)
e analyza konopnych bilkovin vybranych odriid konopi s vyuzitim

elektroforetické analyzy SDS-PAGE

4. Statistické vyhodnoceni dat, hodnoceni a porovnani vysledkt
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4. Material a metody

4.1 Charakteristika konopného materialu

Vychozim materidlem pro laboratorni experimenty byly zbytky nazek (semen)
po lisovani konopného oleje za studena v podobé vyliska ziskané z firmy Hemp
production s.r.0. Zkoumanymi odridami konopi byly ukrajinska jednodoma odrida
Uso 31, udrzovatel registrovan v Nizozemi a francouzska jednodoma hybridni odrida

Fedora 17.
4.1.1 Zpracovani konopnych vyliska

Ziskané konopné vylisky byly nejprve ru¢né homogenizovany na mensi frakci
pomoci porcelanové tieci misky stlouckem. Nésledné byly umlety na
vysokorychlostnim ultra odstfedivém mlynu ZM 100 (Schoeller instruments,
Némecko). Velikost sita byla 1 mm, sito bylo vloZeno proti sméru otd¢eni rotoru. Mleti
probihalo v malych davkach, aby se piedeslo tepelnému namahani konopné mouky a
mozné denaturaci bilkovin. Konopna mouka byla pievedena do uzaviratelnych zip

sackn a skladovana v lednici.

4.2 Frakcionace konopnych bilkovin

Frakcionace bilkovin byla provedena na principu Osbornovy metody dle
modifikovaného postupu uvedeného v praci Martinez-Villaluega et al. (2008)
postupnym ,,odmyvanim* jednotlivych frakci bilkovin extrakénimi Cinidly, ¢imz
vzniklo 5 frakei: 1. frakce albuminii a ve vodé rozpustnych nebilkovinnych latek, 2.
frakce globulinti rozpustnych v 5 % roztoku K2SOsa, 3. frakce prolamind rozpustnych
v 70 % ethanolu, 4. frakce glutelini rozpustnych v 0,03 M NaOH, 5. frakce byla
tvofena nerozpustnym zbytkem.

Materialem pro frakcionaci byl 1 g namleté konopné mouky, navazen do 15 ml
centrifugacnich zkumavek se zndmou hmotnosti vzdy ve ¢tyfech opakovanich pro
kazdou frakci bilkovin. K navaZzenému mnoZzstvi konopné mouky bylo ptidano 10 ml
extrakéniho Cinidla. Extrakce provedend pomoci jednotlivych extrakénich cinidel
(dH20, 5 % roztok K>SQOg4, 70 % ethanol, 0,03 M NaOH) trvala 1 hodinu na ledu pfi
4°C. Béhem extrakce bylo nutné smés nékolikrat protfepat. Po uplynuti doby extrakce
byla provedena centrifugace pii 4 °C po dobu 10 min. pii 4500 rpm pomoci centrifugy
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Rotina 420R, (Hettich, Némecko). Supernatant byl odebran do oznaéenych
centrifuga¢nich doz. Nasledovaly dva promyvaci kroky, k centrifugovanému peletu
bylo pfidano 7 ml extrak¢niho €inidla, pelet byl s ¢inidlem ditkladné promisen a byla
provedena centrifugace (4 °C, 10 min, 4500 rpm). Ziskany supernatant z prvniho
promyvaciho kroku byl ptidan ke stavajicimu supernatantu. Mezi jednotlivymi ¢inidly
(dH20, 5 % K2S04, 70 % ethanol, 0,03 M NaOH) byly zatazeny promyvaci kroky
s vyuzitim dH20.

4.3 SDS-polyakrylamidova elektroforéza

Denaturujici proteinova elektroforéza (SDS-PAGE — Sodium dodecyl sulfate
protein acrylamide gel electrophoresis) je metoda, kterd se pouziva k separaci
proteinti podle molekulové hmotnosti (kDa), na zakladé jejich migrace v gelu od
zaporného ke kladnému polu.

Supernatanty byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Pouzita byla deskova
vertikalni elektroforéza (SE 600, Hoefer, USA) s diskontinualnim uspofadanim
matrice. Vzorky byly separovany na 12 % separacnim gelu a na 3,75 % zaostfovacim
gelu. K pfipravenym vzorkim supernatantu jednotlivych frakci o objemu 40 pul
v centrifugacnich zkumavkach (Eppendorf 2,0 ml) bylo pfidano 10 pl nanaseciho
pufru pro jednotlivé frakce bilkovin. Po zahtati vzorkt (100 °C, 3 min) byly vzorky
pipetovany do jednotlivych jamek v mnozstvi 10 ul pro frakce albumind, globulint a
glutelinu (dH20, 5 % K2SOs4, 0,03 M NaOH), 20 ul pro frakci prolamint (70 %
ethanol). Detekce bilkovin na gelu byla provedena pomoci roztoku obsahujiciho
barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250 a naslednym odbarvenim gelu (cca 4 hodiny)
odbarvovacim roztokem (65 % H20, 25 % ethanolu, 10 % kyseliny octové ledové).
Pro vyhodnoceni gelli bylo pouzito fotodokumentacni zafizeni Gel Doc XR+ a

software Image Lab (Bio-Rad, USA).

4.4 Stanoveni obsahu dusikatych latek

4.4.1 Priprava vzorku

Centrifugované pelety ziskané po postupném paralelnim odmyvanim
jednotlivych frakci v 15 ml centrifugaénich zkumavkach byly zamrazeny a
lyofilizovany. Lyofilizace neboli vakuové vymrazovani, je metoda suseni vlhkych

materiald, které nesnesou vyssi teploty. Princip metody je zalozen na odstranéni vody
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vakuovou sublimaci ledu.

Centrifuga¢ni zkumavky byly zavickovany filtranim papirem a utésnény
gumickou. Nasledn& byly vlozeny do lyofilizatoru ALPHA 1-4 LSC, (Martin Christ,
Némecko). Lyofilizace probihala pfi teploté -50 °C a hodnoté vakua 0,520 mbar po
dobu cca 72 hodin Po ukonceni lyofilizace byly pelety v centrifuga¢nich zkumavkach
zvazeny, gravimetricky vyhodnoceny, rozmélnény a homogenizovany sklenénou

ty¢inkou pro néslednou analyzu.

4.4.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek v susiné konopné mouky

Kvantitativni stanoveni dusiku probéhlo pomoci modifikované Dumasovy
metody. Principem metody je spalovani vzorku za pfitomnosti kysliku v komote pii
vysoké teploté (nad 900 °C). Dusikaté slouceniny jsou v uvedenych podminkach
redukovany na N2 a NOx. Tok nosného plynu (COz2) ptendsi plynné produkty spalovani
do reduk¢ni trubice kde se oxidy dusiku kvantitativné pfevedou pii styku s wolframem
na molekularni dusik. Z homogenizovanych peleti a vychozi konopné mouky bylo
navazeno 25 mg vzorku, vzdy ve dvou opakovanich. Vzorky byly analyzovany
modifikovanou Dumasovou metodou pomoci analyzatoru dusiku Rapid N Cube,
(Elementar, Némecko). Po provedeni analyzy byl obsah celkového dusiku piepocten
dle koeficientu N*6,25 na obsah dusikatych latek ve vzorku.

4.5 Stanoveni suSiny konopné mouky

Susina konopné mouky odrad Uso 31 a Fedora 17 byla stanovena
gravimetrickou metodou. Do vazenek o znamé hmotnosti bylo navazeno 5 g konopné
mouky ve tiech opakovanich pro jednotlivé odridy. Vzorky byly vysuSeny V susarné
Universal Oven UN75, (Memmert, Némecko) pii 110 °C po dobu dvou hodin,

zchlazeny v exsikatoru a zvazeny.

4.6. Vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci software STATISTICA
(StatSoft USA). Pouzivané analyzy byly test ANOVA — Analysis of Variance (na
hladin¢ vyznamnosti p <0,05), Fisher LSD test. Vysledky SDS-PAGE byly
vyhodnoceny v programu Image-Lab, verze 5.2.1 (Bio-Rad/USA). Program Image-

Lab pracuje na zdklad¢ fotometrickych metod méfenim intenzity pixelt.
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5. Vysledky

5.1 Susina konopné mouky (%)

Primérnd susina konopné mouky odridy Uso 31 byla 92,38 %, u odriady

Fedora 17 byla 94,21 %.
5.2. Stanoveni obsahu dusikatych latek konopné mouky

Obsah dusikatych latek (Nx6,25) byl u jednotlivych odrid konopi primérné
23,6 % (Uso 31) - 31,5 % (Fedora 17). Bilkovinna frakce albumin® obsahovala nejvice
dusikatych latek (NL) u obou odrid, v priméru 34,7 % naopak nejméné NL bylo
zastoupeno ve frakci glutelint 16,6 % (graf ¢. 2).

Graf ¢. 2: Porovnani obsahu dusikatych litek (Nx6,25) odrid a jednotlivych frakei

(prumeéry ze vSech dat)
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Nejvyssi obsah dusikatych latek byl zjistén u odridy Fedora 17 v albuminové
frakci, ktery ¢inil 37,6 %, nejmensi obsah byl zjiStén u frakce glutelind odridy Uso
31, ktery Cinil 15,1 %. Z grafu €. 3 je patrné, ze odrida Fedora 17 obsahovala vice NL

ve vSech jednotlivych frakcich nez odrida Uso 31.
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Graf ¢. 3: Porovnani obsahu dusikatych latek (Nx6,25) jednotlivych frakci bilkovin

konopné mouky u zkoumanych odriid konopi setého
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Tab. €. 9: Statistické hodnoceni dusikatych latek (Nx6,25) jednotlivych frakci bilkovin u

hodnocenych odrud konopi setého

Obsah dusikatych latek (Nx6,25) jednotlivych frakei
Frakce Uso 31 Fedora 17
Albuminy 318c 376a
Globuliny 24,3 d 33,9 bc
Prolaminy 23,1d 36,2 ab
gluteliny 15,1 f 18,2 ¢

Pismena u jednotlivych frakci indikuji prikazny rozdil mezi frakcemi na
hladin€ vyznamnosti o = 0,05. U frakci globulind a prolamint odriidy Fedora 17 (dv¢é
pismena) nebyl dokézan prikazny rozdil mezi jednotlivymi frakcemi (Fisher LSD
test).
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5.3 Stanoveni obsahu bilkovin konopné mouky

Obsah bilkovin v mg.g* konopné mouky byl u odridy Fedora 17 v priméru
130,7 mg, u odrady Uso 31 byl 100,1 mg. Z vysledki je patrny rozdil obsahu bilkovin

mezi obéma odridami (graf ¢. 4).

Graf &. 4: Obsah bilkovin u odriid Fedora 17 a Uso 31 (mg.g™ konopné mouky)

140 130,7

120

100,1

100

80

60

40

Obsah bilkovin (mg.g1)

20

Fedora 17 Uso 31
Odrada konopi

Hmotnostni zastoupeni jednotlivych frakei bilkovin znazoriiuje graf ¢. S.
Z grafu je patrné, ze nejvy$si obsah bilkovin méla u obou odrid konopi frakce
albuminii (rozpustna ve vod¢). U odriidy Fedora 17 byla hmotnost albuminti primérné
70,5 mg.g? konopné mouky, u odriidy Uso 31 byla hmotnost 58,9 mg.g™t konopné
mouky.

Hmotnost globulind — bilkovin rozpustnych v 5 % roztoku K2SO4 byla druhou
nejvice zastoupenou frakci, kde se obsah bilkovin v konopné mouce pohyboval od
21,6 mg.g! u odridy Fedora 17 do 22,9 mg.g™* u odriidy Uso 31.

Zastoupeni bilkovin frakce prolamint (rozpustné v 70 % ethanolu) bylo
minoritni, u Z4dné odriidy nepfesahla hranici 10 mg.g* konopné mouky.

Hmotnost glutelinti — bilkovin rozpustnych v 0,03 M NaOH se mezi odriidami
zna¢né ligil. U odriidy Fedora 17 byl obsah glutelini 31,8 mg.g™ konopné mouky,

zatimco u odriidy Uso 31 pouze 13,9 mg.g™* konopné mouky.
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Graf & 5: Obsah bilkovin jednotlivych frakei odrid Fedora 17 a Uso 31 (mg.g* konopné

mouky)
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Tab. ¢&. 10: Statistické hodnoceni zastoupeni jednotlivych frakei bilkovin

Hmotnosti zastoupeni jednotlivych frakei (mg/1 g)
Frakce Fedora 17 Uso 31
Albuminy 70,5 a 58,9 a
Globuliny 216¢c 229c
Prolaminy 6,8e 4,4 f
gluteliny 31,8b 13,9d

Pismena uvedena u jednotlivych frakei bilkovin v (Tab. ¢. 10) indikuji

statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi frakcemi bilkovin na hladiné

vyznamnosti a = 0,05 (Fisher LSD test).

Celkova hmotnost ziskanych bilkovin z konopné mouky byla u odridy Fedora

17 primérné 136,8 g.kg™ konopné mouky. Hmotnost bilkovin ziskanych u odridy Uso

31 byla primérné 99,5 g.kg™! konopné mouky.

5.4 Relativni zastoupeni bilkovin a bilkovinnych frakci konopné

mouky v dusikatych latkach hodnocenych odrid konopi

Celkové relativni zastoupeni bilkovin v dusikatych latkach u odriidy Fedora 17

bylo v priméru 35,5 %. Odrida Uso 31 méla relativni zastoupeni bilkovin 34,3 %
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z celkovych dusikatych latek.

Nejvice zastoupenou frakci bilkovin byla albuminovéd frakce. U obou
hodnocenych odriid byla v priméru zastoupena 20,5 % bilkovin. Druhou nejvice
zastoupenou frakci byla frakce globulinli zastoupena v priméru 7,1 % bilkovin
z celkového obsahu dusikatych latek. Frakce prolamint tvofila minoritni frakci
bilkovin s relativnim zastoupenim 1,5 % bilkovin. Frakce glutelinti tvofila 6,7 %
bilkovin z celkovych dusikatych latek. Relativni zastoupeni bilkovin jednotlivych

frakei odridy Fedora 17 a Uso 31 je znazornéno na grafu €. 6.

Graf ¢. 6: Relativni zastoupeni bilkovinnych frakci odrid Fedora 17 a Uso 31 (%)
z celkového obsahu dusikatych latek odriid konopi
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Tab. ¢ 11: Statistické hodnoceni relativniho zastoupeni bilkovinnych frakei odrid

Fedora 17 a Uso 31 (%) z celkovych dusikatych latek odrid konopi

Frakce bilkovin (%) / NL konopné mouky (%)
Frakce Fedora 17 Uso 31
Albuminy 20,7 a 20,3a
Globuliny 6,3d 79c
Prolaminy 2,0f 15f
gluteliny 9,3b 48¢

Pismena uvedena u relativniho zastoupeni bilkovinnych frakei indikuji
statistické rozdily u jednotlivych frakei bilkovin na hladiné vyznamnosti a = 0,05

(Fisher LSD test).
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5.5 Vyhodnoceni elektroforetickych profili bilkovinnych frakci

konopné mouky

SDS-PAGE analyzou bylo zaznamenéno 1 (frakce prolaminti/Fedora 17 a
Uso 31) az 9 (frakce albuminti/Fedora 17) bilkovinnych pruhd. Podle vysledki
elektroforézy, 1ze vyvodit, Ze zkoumané frakce bilkovin maji stejné nebo podobné

proteinové profily (Obr. €. 1).

Obr. ¢. 1: Profily bilkovin ziskané po analyze SDS-PAGE (piivodni gel)

Legenda:

1 — hmotnostni marker (kDa)
2 —Fedora 17 — albuminy

3 —Fedora 17 — globuliny

4 —Fedora 17 — prolaminy

5 —Fedora 17 — gluteliny

6 — Uso 31 — albuminy
7—-Uso 31 — globuliny

8 — Uso 31 — prolaminy

9 — Uso 31 — gluteliny
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Obr. €. 2: Vyhodnoceny gel s profily bilkovin po SDS-PAGE

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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38 - Tj—— _{k.— A 5 —Fedora 17 — gluteliny
6 — Uso 31 — albuminy
25 72 7 —Uso 31 — globuliny

20| I ' '_m 8 — Uso 31 — prolaminy

9 —Uso 31 — gluteliny

17 =17

" | " 1"
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Vyhodnoceno pomoci: Image-Lab (verze 5.2.1)

U albuminové frakce byly z vysledki elektroforézy (Obr. €. 2) detekovany
nejvetsi rozdily mezi odridami. U odridy Fedora 17 bylo detekovano vice
bilkovinnych pruhti (9) v rozpéti 7,7 — 53,6 kDa, albuminova frakce odriidy Uso 31
byla tvofena pouze 5 bilkovinnymi pruhy v rozpéti 7,4 — 34,7 kDa.

Globulinova frakce u obou odrid konopi byla detekovana témét shodnymi
bilkovinnymi pruhy v rozmezi 5,0 — 47,3 kDa. Obr. €. 3 a 4 ukazuji relativni mobilitu
a intenzitu bilkovinnych pruht globulinové frakce odriid Fedora 17 a Uso 31.

Frakce prolamint byla detekovana malo vyraznym pruhem v oblasti 34 kDa.

Glutelinova frakce byla detekovana v rozmezi 8,5 — 52,7 kDa u odrudy Fedora
17. U odridy Uso 31 byla tato frakce detekovana v rozmezi 6,6 — 52,7 kDa. Ptiblizné
molekulové hmotnosti jednotlivych frakci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach
(Tab. €. 12 a 13).
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Tab. €. 12: PribliZné molekulové hmotnosti jednotlivych frakei bilkovin konopi (kDa),

ziskané po SDS-PAGE a jejich relativni zastoupeni — Fedora 17

(kl\léla) albuminy Relativni' globuliny Relativni, prolaminy Relativni' gluteliny Relativni'
(kDa) zast(())}(l)pem (kDa) zast(())}:)pem (kDa) zast(;};pem (kDa) zast(());;pem
1] 135 53,6 2,9 46,5 5,6 34,6 100 52,7 8,9
2 | 100 46,9 4,3 34,0 20,8 34,2 49,2
3 75 34,3 14,7 20,9 59 215 10,2
4 63 257 58 19,7 13,1 19,5 17,4
5 48 19,7 359 71 39,8 8,5 14,4
6 35 17,4 7,7 5,0 14,7
7 25 12,2 5,6
8 20 10,1 12,9
9 17 7,7 10,1
10| 11
11 5

Tab. €. 13: Priblizné molekulové hmotnosti jednotlivych frakci bilkovin konopi (kDa),

ziskané po SDS-PAGE a jejich relativni zastoupeni — Uso 31

M_

(99 i | R0 oy | R0ty R0t iy | Rt

(kDa) o (kDa) o (kDa) o (kDa) ”

1| 135 34,7 22,7 473 7.3 34,7 100 52,7 9.6

2 | 100 19,8 374 34,2 40,0 338 573

3| 75 17,4 9,8 215 3.1 215 107

4| 63 11,9 13,6 19,7 17,9 19,5 180

5 | 48 7.4 16,5 11,2 32 6.6 43

6 | 35 7.1 21,7

7| 25 5,0 6,7

8 | 20

9 | 17

10| 11

1m| s
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Obr. ¢. 3: Vyhodnoceny profil globulinové frakce odridy Fedora 17 programem Image-
Lab verze 5.2.1 (Bio-Rad, USA)
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Obr. ¢. 3: Vyhodnoceny profil globulinové frakce odridy Uso 31 programem Image-Lab
verze 5.2.1 (Bio-Rad, USA)
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6. Diskuse

6.1 Obsah dusikatych latek zkoumanych odrid konopi

Obsah dusikatych latek (NL) u vybranych odrid konopi setého byl u odrady
Uso 31 23,6 % respektive 31,5 % u odridy Fedora 17, coz u této odridy odpovida
diive publikovanym vysledkiim (Vonapartis et. al., 2015). Odrida Uso 31 obsahovala
Vv této studii v pruméru 23,6 % NL coz v porovnani s vysledky House et. al., (2010)
kde vylisky semen obsahovaly v priméru 37,9 % NL je o 14,3 % niz$i obsah.
Rozdilny obsah dusikatych latek u odrid Fedora 17 a Uso 31 naznaCuje znaéné
odridové rozdily, které mohou byt ovlivnény genotypem jednotlivych odrid. Obsah
NL mohou ovlivnit také klimatické a agronomické podminky pfi péstovani.
Nedostatek informaci vSak nedovoluje vyvodit jednoznaéné zavéry o dopadu
podminek péstovani na obsah dusikatych latek. Vysledky naznacuji Ze konopné
vylisky jsou nejen dobrym zdrojem bilkovin, ale také dobrym zdrojem NL. Konopné
vylisky by mohly najit uplatnéni v krmivech pro zvirata, poptipad¢ by mohly nahradit

fepkové a s6jové Sroty (Russo a Reggiani, 2015).

6.2 Obsah dusikatych latek bilkovinnych frakei

Obsah NL u jednotlivych frakei odriiddy Fedora 17 byl pomérné shodny u frakci
albumini 37,6 %, prolamind 36,2 % a globulini 33,9 %. Nejnizs§i obsah NL
vykazovala frakce glutelinii 18,2 %. Odriida Uso 31 vykazovala podobny charakter
obsahu NL nejvice obsahovaly frakce albumint, globulinl a prolamind, respektive
31,8 %, 24,3 %, 23,1 %. Nejnizsi obsah NL byl u frakce glutelinu 15,1 %. Z literatury
nejsou dostupné informace o obsahu NL u jednotlivych frakci bilkovin, Obsah
dusikatych latek jednotlivych frakci mize byt ovlivnén bilkovinnymi NL, které vlivem
slabych extrakénich ¢inidel nebyly dostate¢né vyextrahovany. Obsah dusikatych latek
bude také ovlivnén vyzivou, zejména mnozstvim piistupného ptidniho dusiku v obdobi

dozravani semen a genotypem odrtdy.

6.3 Obsah bilkovin Vv jednotlivych odrudach konopi setého a Vv
jednotlivych bilkovinnych frakcich konopné mouky

Obsah bilkovin konopné mouky byl u odridy Fedora 17 primérné¢ 136,8 g kg

! odriida Uso 31 obsahovala méné bilkovin 99,5 g.kg? konopné mouky pii jeji
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primérné susing 93,3 %. Vysledky uvadéné v literatuie (Russo a Regiani, 2015) uvadi
vytézek bilkovin v priméru 340 g.kg? v susiné konopné mouky. Pokud porovname
tento vytézek bilkovin s vysledky odrid Fedora 17 a Uso 31 mlzeme pozorovat
zna¢ny rozdil. Ten muze byt zptsoben riznymi genotypy odrad, agrotechnickymi a
klimatickymi podminkami pfi péstovani. VEtsi vahu mizeme piisuzovat rozdilnym
extrakénim postupiim jednotlivych praci, kde musime zohlednit postup odtu¢néni
semen, jemnost namleté mouky pouzité pii extrakci, silu extrakénich ¢inidel a dobu
extrakce.

Nejvyssi obsah bilkovin byl zaznamenan u frakce albumint u odriidy Fedora
17 (70,5 mg.g* konopné mouky) tak u odriidy Uso 31 (58,9 mg.g™! konopné mouky).
Frakce globulind, kterd by méla byt tvotena hlavni zasobni bilkovinou edestinem byla
zastoupena ve vétsim mnozstvi u odriidy Uso 31 (22,9 mg.g* konopné mouky), u
odrtidy Fedora 17 byl obsah globulint (21,6 mg.g™). Vysledky se shoduji s literarnimi
zdroji (Malomo a Aluko, 2015) ze frakce albuminti a globulint tvoii hlavni zasobni
bilkoviny semen konopi. Minoritni frakci bilkovin je dle vysledkl frakce prolaminii.
Frakce glutelind extrahovana 0,03 M NaOH je velmi diskutabilni, obsah bilkovin
v této frakci byl u odriidy Fedora 17 31,8 mg.g2, u odriidy Uso 31 pouze 13,9 mg.g™.

Dtivodem k zamysleni mtze byt frakce glutelinti vzhledem k vysledkiim SDS-
PAGE (kap. 6.5), kde byl pravdépodobné identifikovan edestin. Edestin nebyl
pravdépodobné zcela vyextrahovan v globulinové frakci vlivem dokonalosti pomleté
mouky. Chtélo by se tedy zaméfit na interakce mezi jemnosti namleté mouky a
vytézkem bilkovin. Lze se domnivat, ze ¢im jemné&ji bude mouka pomleta, tim Iépe se
budou bilkoviny extrahovat. U jemnéjSiho mleti bude tfeba davat pozor na tepelné

namahani mouky tak, aby nedochazelo k denaturaci bilkovin pii mleti.

6.4 Relativni zastoupeni bilkovin v dusikatych latkach konopné

mouky

Relativni zastoupeni bilkovin v dusikatych latkdch (NL) konopné mouky
odrtdy Fedora 17 bylo 35,5 %, odrtida Uso 31 obsahovala o néco mén¢ bilkovin 34,3
%. Relativni zastoupeni bilkovin v NL konopné mouky okolo 35 % Vv obou odrudach
je dusledkem toho, Ze se pravdépodobné nepodafilo témito extrakénimi Cinidly
vyextrahovat bilkoviny, které jsou zastoupeny v oplodi semen asi jednou tietinou

z celkovych bilkovin konopné mouky.
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Relativni zastoupeni albumint v NL konopné mouce se u obou odrid konopi
pohybovalo v rozmezi 20 az 21 %, relativni zastoupeni druhé zasobni frakce globulinti
Vv NL pomleté mouky byl nepatrné vyssi u odriidy Uso 31 (7,9 %) u odridy Fedora 17
(6,3 %). Zastoupeni frakce albumind v bilkovinach konopi setého okolo 33 % uvadéji
ve své studii, obsah druhé zasobni frakce globulini pak 65 % z celkového obsahu
bilkovin. Pokud porovname tyto vysledky, tak frakce albuminid a zvlasté globulint,
které¢ by mély tvofit hlavni slozku bilkovin nedosahuje publikovanych hodnot ve
studiich (Angelo et. al., 1968, Docimo et. al., 2014), které uvadi obsah globulinu
edestinu okolo 65 %. Duvody nizkého zastoupeni globulind v této préaci jsou
diskutovany v kapitole 6.3. Minoritni frakce prolamint byla zastoupena okolo 1,5-2
% z obsahu bilkovin. Frakce glutelint je, jak bylo dfive uvedeno diskutabilni, relativni
podil této frakce je u odriidy Fedora 17 9,3 % a u odridy Uso 31 4,8 %. Nicméné
minoritni zastoupeni téchto dvou frakci by odpovidalo vysledkiim prezentovanym ve
studii Apostol, Popa a Mustatea (2015), kde vétsi podil konopné mouky pro pekaiské
vyrobky zhorSil vlastnosti vysledného tésta, coz ukazuje na stopové mnoZstvi

lepkovych bilkovin v konopné mouce.

6.5 Spektra bilkovin konopné mouky

Bilkovinné profily po SDS-PAGE albuminové a globulinové frakce jsou
uvedeny na obr. €. 2. Odhady molekulové hmotnosti (MW) a relativni obsahy riznych
podjednotek jsou shrnuty v tab. ¢. 12 a 13. Bilkovinné pruhy albumint odrid Fedora
17 a Uso 31 jsou detekovany relativné slabymi pasy od 60 kDa aZ po pasy o (MW) 10
kDa a niZe s rozdilem detekovaného pasu u odriidy Fedora 17 o hmotnosti asi 53,6 a
46,9 kDa. Tyto peptidy mohou odpovidat albuminu, respektive jeho slozkdm coz by
souhlasilo s vysledky Raikos et. al., (2015). Globulinové profily se u odrtd Fedora 17
a Uso 31 témé&f shoduji a jsou tvofeny pasy o odhadnuté (MW) od 5 do 47,3 kDa.
Globuliny by mély byt tvofeny hlavni bilkovinou semen edestinem, ktery je tvoren 6
identickymi podjednotkami. Kazda podjednotka se pak sklddd ze dvou bazickych
podjednotek (18 kDa a 20 kDa) a jedné kyselé podjednotky (34 kDa) (Wang et. al.,
2008, Raikos et. al., 2015, Malomo a Aluko, 2015). SDS-PAGE analyza potvrdila
rozdéleni globulinové frakce do né¢kolika pruhi. Doslo k vizualizaci pruhti o pfiblizné
molekulové hmotnosti 19,7 a 21,5 kDa u odridy Uso 31 a 19,7 a 20,9 kDa u odrady
Fedora 17. Uvedené¢ bilkovinné frakce mohou podle (Docimo et. al., 2014, Malomo a

Aluko, 2015) naznaCovat pritomnost bazickych podjednotek edestinu. V rdmci
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globulinové frakce doslo také u obou odrid k oddéleni bilkovinného pruhu o
molekulové hmotnosti 34 kDa. Podle srovnavanych studii (Wang et. al., 2008, Raikos
et. al., 2015) lze usuzovat moZznou pfitomnost kyselé podjednotky edestinu.
Vizualizace pruhti o molekulovych hmotnostech 46,5 kDa (Fedora 17) a 47,3 kDa
(Uso 31) je mozné podle studia autorti Raikos et al. (2015) pfisuzovat pritomnosti
specifické kyselé podjednotky edestinu, ktera vznikéd v ptipadé nedokonalé redukce
disulfidickych mustkt ve struktufe edestinu. Vysledky prolaminové frakce nejsou
prikazné a bylo by tfeba je dale ovéfit. Frakce glutelint u obou odrtd pravdépodobné
odpovida bilkovinnym podjednotkam edestinu, ktery nebyl dostateéné extrahovan (viz
kap. 6.3). S jistotou vsak nelze tvrdit, ze se jedna o edestin a bylo by potieba toto
tvrzeni ovéfit pomoci technik hmotnostni spektrofotometrie. Pro porovnani vysledki
je vlozen obr. ¢. 3 SDS-PAGE analyzy uvedené ve studii (Malomo a Aluko, 2015).
Pro upiesnéni vysledkt analyzy SDS-PAGE, by bylo vhodné podrobit vzorky na gelu

hmotnostni spektrometrii.

Obr. ¢. 3 Plvodni gel — Odriady Fedora 17 a Uso 31 (vlevo), SDS-PAGE konopnych
bilkovin (Malomo a Aluko, 2015) (vpravo)
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Legenda: Std — Hmotnostni marker (kDa)

MW — molekulova hmotnost (kDa)
ALB — albuminy

GLB — globuliny
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7. Zavér

Na zaklad¢ vysledkt ziskanych v rdmci feSeni této diplomové prace lze

vyvodit nasledujici zavéry:

1. Obsah dusikatych latek (Nx6,25) byl u hodnocenych odrid konopi 23,6 %
(Uso 31) a 31,5 % (Fedora 17). Obsah dusikatych latek jednotlivych frakei
odridy Fedora 17 byl v albuminové frakci 37,6 %, v globulinové frakci 33,9
%, v prolaminové frakci 36,1 % a ve frakci glutelini 18,2 %. Obsah dusikatych
latek u odriidy Uso 31 byl ve frakci albumint 31,8 %, ve frakci globulini 24,3
%, ve frakci prolamini 23,1 % a ve frakci glutelini 15,1 %. Rozdil v obsahu
dusikatych latek mezi odridami je zptsoben pravdépodobné rozdilnym

genotypem odrid a podminkami péstovani.

2. Obsah bilkovin v mg/1 g konopné mouky byl u odridy Fedora 17 v praméru
130,7 mg, u odridy Uso 31 byl 100,1 mg. Z vysledkt je patrny rozdil obsahu
bilkovin mezi jednotlivymi odridami, ktery mohl byt zptisoben jiz zminénymi
faktory genotypu a podminek péstovani. U odridy Fedora 17 byla hmotnost
albumin® primérné 70,5 mg.g? konopné mouky, hmotnost globulind 21,5
mg.g, hmotnost prolaminti 16,1 mg.g? a hmotnost glutelinG 28,6 mg.g.
Hmotnost jednotlivych frakci bilkovin u odriidy Uso 31 byla 58,9 mg.gt u
albuminfi, 22,9 mg.g? globulinfi, 3,7 mg.g? prolamind a 13,9 mg.g?! u
glutelinti. Obsah bilkovin byl ovlivnén slabymi extrakénimi €inidly, jemnosti
namleté mouky, metodu lisovani oleje, genotypem odridy a podminkami

péstovani.

3. Celkové relativni zastoupeni bilkovin v dusikatych latkach u odriidy Fedora 17
bylo v praiméru 35,5 %. Odrada Uso 31 méla relativni zastoupeni bilkovin 34,3
% z celkovych dusikatych latek coz potvrzuje dosud znamé vysledky dostupné
z literatury. Odrtda Fedora 17 obsahovala 20,7 % albuminu, 6,3 % globulint,
2,0 % prolaminti a 4,8 % glutelini. Odrida Uso 31 obsahovala 20,3 %
albuminti, 7,9 % globulint, 1,5 % prolamint a 4,8 % glutelind. Nizky podil
globulinové frakce byl ovlivnén jemnosti namleté¢ mouky a obsahem bilkovin

V oplodi semen, které se vlivem extrak¢nich Cinidel nepodaftilo vyextrahovat.
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4. Z vysledki SDS-PAGE elektroforézy Ize vyvodit, ze jednotlivé frakce bilkovin
obou zkoumanych odriad zahrnuji stejné nebo podobné proteinové profily. U
frakce globulinii obou odrid se pravdépodobné podafilo detekovat hlavni
zasobni bilkovinu edestin a jeho bazické a kyselé podjednotky v oblasti 19 a
21 kDa a 34 kDa.

K frakcim bilkovin konopné mouky a popisu jednotlivych proteinti by bylo
mozné pouzit techniky hmotnostni spektrofotometrie. Pro detailngjsi
elektroforetickou analyzu by kromé¢ SDS-PAGE bylo mozné pouzit i jiné
elektroforetické metody, naptiklad Cipovou nebo 2D elektroforézu. Pro vyssi
vytézky bilkovin jednotlivych frakci by bylo moZno jemné¢ji namlet konopné
vylisky a ziskat vice informaci o interakcich mezi obsahem bilkovin a jednotlivymi

odriidami konopi setého.
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9. Prilohy

Priloha I — Ilustracni fotografie

Obr. €. 1 Vychozi rostlinny material — konopné vylisky

Foto: Pavel Hofirek

Obr. ¢. 2 Konopna mouka po namleti na ultra odstfedivém mlynu ZM 100 (Schoeller
instruments, Némecko)

Foto: Pavel Hofirek



Obr. ¢. 3 Extrakce bilkovin na ledu

Foto: Pavel Hofirek



Priloha II — podklady pro statisticka hodnoceni

Tab. €. 1: Zdrojova tabulka dat pro statisticka hodnoceni

odruda

ubytek
frakce |opakovéni| prdmér NL (%) hmo‘t,nosti vytézek | Bilkoviny % k
Frakce (g) | frakce (mg) NL mouky

albuminy 1 32,85009956 0,1883 59,88138 20,66658821
albuminy 2 32,6265955 0,1829 58,164123 20,07391808
albuminy 3 29,66034698 0,1826 58,06872 20,04099311
albuminy 4 32,06716442 0,1867 59,372563 20,49098148
globuliny 1 22,48019791 0,0965 23,40192757 | 8,076600779
globuliny 2 23,66178989 0,0965 23,40192757 | 8,076600779
globuliny 3 26,15048409 0,0929 22,52890229 | 7,775297537
globuliny 4 24,71033669 0,0919 22,28639527 | 7,691602192
prolaminy 1 23,01732445 0,0078 1,80332931 | 0,622374839
‘ prolaminy 2 23,70728397 0,0163 3,76849586 | 1,300603829
prolaminy 3 23,86752033 0,0218 5,04007422 | 1,739457882
prolaminy 4 21,88629723 0,0194 4,48520366 | 1,547957931
gluteliny 1 15,71748686 0,1022 15,42313902 | 5,322917792
gluteliny 2 13,74602604 0,0912 13,76311427 | 4,750001003
gluteliny 3 13,92366743 0,0882 13,31038025 | 4,593750971
gluteliny 4 16,97735596 0,0869 13,11419551 | 4,526042624
albuminy 1 38,48175049 0,19 71,48527579 | 20,99250149
albuminy 2 34,97819901 0,1871 70,39418474 | 20,67208963
albuminy 3 37,61761475 0,19 71,48527579 | 20,99250149
albuminy 4 39,41775322 0,1826 68,70111242 | 20,1748988
globuliny 1 32,8226223 0,0706 23,94093995 | 7,030541774
globuliny 2 34,66854477 0,0691 23,43227975 | 6,881167656
globuliny 3 32,86725998 0,06 20,34640789 | 5,97496468
globuliny 4 35,28429222 0,0545 18,4813205 | 5,427259585

‘ prolaminy 1 32,61521339 0,0161 5,82553368 | 1,710737255
‘ prolaminy 2 32,92303753 0,0217 7,85180627 | 2,305776302
‘ prolaminy 3 38,03095055 0,0971 35,13411928 | 10,31755202
‘ prolaminy 4 41,1645546 0,0428 15,4865119 | 4,547798419
gluteliny 1 18,95745277 0,1878 34,25068624 | 10,0581214
gluteliny 2 20,83365154 0,1644 29,98302885 | 8,804873045
gluteliny 3 17,07077217 0,1055 19,24093396 | 5,650329112
gluteliny 4 16,0895319 0,171 31,18672709 | 9,15835335




