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ABSTRAKT

Po lisovani oleje ze semen konopi setého (Cannabis sativa L.) ziistane velké
mnozstvi zbytkového materidlu, ktery je bohaty na velmi kvalitni bilkoviny
obsahujici vSechny esencialni aminokyseliny. Tento ,,odpad® lze semlit na mouku.
V této praci bylo zjistovano, zda by se suchym prosivanim konopné mouky mohlo
v nékteré velikostni frakci dosdhnout zvySeni koncentrace bilkovin natolik, Ze by se
dala vyuzivat jako bilkovinny koncentrat.

Pokus byl provadén na péti odridach konopi, zjejichz semen byl olej
vylisovén za studena. Nasledné umletd mouka byla rozdé€lena na tfi velikostni frakce.
Nejhrubsi obsahovala ¢astice vétsi nez 250 um, prostiedni frakce se sestavala z Castic
mensich nez 250 pum ale vétSich nez 180 um anejjemnéjsi frakci tvorily Castice
mensi nez 180 um. Bilkoviny byly analyzovany riznymi laboratornimi technikami.

Bylo zjisténo, ze nejvice bilkovin bylo zastoupeno Vv nejjemnéjsi frakei.

Jejich koncentrace se zde zvétsila z ptiblizné 24-27 % na asi 35-40 %.

Kli¢ova slova: Cannabis, konopi, proteinovy koncentrat

ABSTRACT

A large amount of residual material, which is rich in high-quality protein
containing all essential amino acids, remains after pressing hemp seed oil (Cannabis
sativa L.). This "waste" can be ground into flour. This thesis examines whether dry
sieving of hemp flour could increase the protein concentration in some size fraction
to such an extent that it could be used as a protein concentrate.

The experiment was carried out on five varieties of hemp from which was
the cold-pressed oil acquired. The ground flour was subsequently divided into three
size fractions. The coarsest fraction contained particles larger than 250 pum, the
middle fraction consisted of particles smaller than 250 um but larger than 180 pm
and the finest fraction composed of particles smaller than 180 pm. Proteins were
analyzed by various laboratory techniques.

Most proteins were found to be in the finest fraction. Their concentration
increased here from about 24-27 % to 35-40 %.

Key words: Cannabis, hemp, protein concentrate
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1. UVOD

Konopi (Cannabis sativa L.), péstované pro prumyslové ucely vzbuzuje
velky zajem péstiteld, protoZze se jedna 0 tzv. udrzitelnou plodinu (Mamone, 2019).
Tato udrzitelnost spociva Vv jeho pfiznivém vlivu na ptdu, vzduch, vodu a také na
Zivé organismy, C0Z je zpusobeno mimo jiné silnym a rozvétvenym kotenem, ktery
piidu provzdusiuje a brani pidni erozi. Siroké listy zase zastifiuji, a tudiZ i potladuiji,
plevele, diky ¢emuz se prakticky nemusi pouzivat herbicidy. Dalsim benefitem
mohutného olisténi je, ze zabranuje vysychani pady a po opadu listd se do ni vraci
zna¢né mnozstvi zivin (Sladky, 2004; Miovsky, 2008). Konopné rostliny rostou
pomérné rychle, aproto je mozné znich ziskat za urcitych podminek obrovské
mnozstvi biomasy (Jankauskiene, 2017). Velkou vyhodou pro péstovani této plodiny
je jeji pfizplisobivost. Piestoze je konopi ve své podstaté¢ teplomilnad rostlina,
prizpisobi se i extrémné chladnym a drsnym podminkam. V Himal4jich je péstovano
az do nadmotské vysky 5000 mav Rusku az k polarnimu kruhu. Prostiedi, ve
kterém roste, se samoziejm¢e odrazi na jeho vynosech. Nejlépe se mu dafi tam, kde se
dati kukufici (Sladky, 2004; Miovsky, 2008). Naopak jistou nevyhodou souvisejici
se suSim pocasim v poslednich letech je, ze na vldhu je konopi velmi naro¢né —
k vytvofeni stejného mnozstvi suSiny spotfebuje dvakrat vice vody nez obilniny.
Nejvice vody spotfebuje v prvnim obdobi ristu akdyz kvete, pozdéji snasi
| ptechodné sucho, ale celkové mnozstvi srazek by nemélo byt nizsi nez 500 mm
(Strasil, 2011).

Semena konopi maji vysokou nutri¢ni hodnotu bohatou na fytosteroly,
®-3 a ®-6 esencialni mastné kyseliny a proteiny (Mamone, 2019). Z konopnych
semen se primarné ziskava olej nejlépe lisovanim za studena. Jako vedlejsi produkt
tohoto zpracovani jsou pokrutiny, ve kterych je velké mnozstvi bilkovin (30-50 %).
Tyto ,,zbytky* mohou byt pfeménény na rizné formy praskovych proteinovych
produktt (Malomo, 2015 b).

Konopnd semena a vyrobky znich se casto vyskytuji v certifikovanych

biopotravinach, které v poslednich letech ziskaly vétsi popularitu (Vonapartis, 2015).



2. LITERARNI PREHLED

2.1 BOTANICKA CHARAKTERISTIKA
Konopi seté (Cannabis sativa L.) je jednoleta rostlina z ¢eledi konopovité
(Cannabaceae). Je cizosprasné, konkrétné vétrosnubné, ato ina vétsi vzdalenost.
Pivodné se jednalo pouze o dvoudomou bylinu, ale dlouholetym S$lechténim se
ziskaly i jednodomé varianty, které jsou pro péstovani vyhodné&jsi (Sladky, 2004;
Stragil, 2011).

2.1.1 POPIS

Primérné dosahuje stonek vysky kolem 2,5 m, ale nékteré odrtidy mohou
v dobrych podminkach dosahovat vysky az ptes 5 m. Je tvofen vysokym obsahem
celulozy a ligninu, kvalitnimi lykovymi vlakny a cennym pazdetim (Sladky, 2004).
Vynosy stonkt se pohybuji kolem 9 t/ha a vynosy vlaken jsou pramérné 1,8 t/ha.

Rostlina ma charakteristicky stfidavé, dlanité, tii az tfinacticetné listy
s kratkymi stopkami. Celd je pokryta jemnym chmyfim a jeji ktlovity kofen saha
primérmn¢ do hloubky 30-40 cm, v hlubokych piidich vSak az do dvou metri
(Strasil, 2011).

Plodem, ktery se ¢asto oznaCuje jako semeno, je jednosemenna vejcitd
nazka s tenkym oplodim (Sladky, 2004; Amaducci et al., 2015). Semena obsahuji
vSechny esencialni aminokyseliny a olej, ktery je nutri¢né velmi hodnotny (Kolovrat,
2008). Jejich pramérny vynos ¢ini 0,6 t/ha. Hmotnost tisice semen (HTS) se
pohybuje v hodnotach od 8do 26 gramut, primémé vsak dosahuje hodnoty
20 g (Strasil, 2011).

2.2 PESTOVANI
Pida pro péstovani konopi by idedlné¢ méla byt Urodna, hlinitd nebo
pis¢itohlinita, dostate¢né hlubokd (na hlubokych ptidach koten dosahuje do hloubky
dvou metril) azpracovatelna, snizkou spodni vodou aneutrdlni ptidni reakci
(Strasil, 2011).
Pii vybéru stanovisté je tfeba dbat, aby bylo chranéno pied vétrem, ktery
zvySuje vypar nejen zpudy, ale ize samotnych rostlin, které pak trpi suchem

(Miovsky, 2008).
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Optimalni je, kdyz predplodina konopi zanecha cistou, kyprou puidu,
zasobenou zivinami, hlavné dusikem. Mezi nejvhodnéjsi predplodiny patii zejména
ty, které¢ jsou organicky velmi hnojené, jako napiiklad brambory nebo kukufice,
arovnéz legumindzy. Jelikoz vSak neni konopi na piedplodinu piili§ naro¢né,
zatazuje se bézn¢ mezi dve obilniny @ mize se péstovat i po sobé. Ono samo je velmi
dobrou ptedplodinou, protoze po jeho sklizni je pida dista aVv dobrém stavu,
k Cemuz piispiva rozvétveny koifen, ktery ji provzdusnuje (Miovsky, 2008; Strasil,
2011).

Piida, do které se planuje zasit konopna semena, by méla byt dobie
vyhnojena abohaté zasobend humusem, protoze rostliny jsou velmi narocné na
ziviny. Je mozné aplikovat 30 t/ha ivice chlévského hnoje nebo kejdy a dobie
pasobi izelené hnojeni. Pfi podzimni orbé je mozné zapravit do vétsi hloubky
| fosforecna a draselna hnojiva. Pfi nedostatku vapniku se mohou vapenata hnojiva
pridat jiz k pfedploding, nebo také zaorat na podzim. Konopi vapniku odebira velké
mnozstvi, & navic potiebuje neutralni az zasadité pH pudy (Strasil, 2011). V ¢ervenci
a ¢ervnu, kdy odebira z pudy nejvice Zivin, se doporuéuje ptihnojeni dusikem kolem
100 kg/ha a u konopi na semeno jesté 50 kg/ha drasliku a stejnym mnozstvim fosforu
(Sladky, 2004).

Pted setim je tieba pomatovat na to, Ze konopi pozaduje velmi dobry vodni,
vzdusny a Zivinny rezim V pud¢, a také se nesmi opomenout, Ze ma slaby pocatec¢ni
vyvoj kofenové soustavy a je Vv této dobé citlivé na zapleveleni. Proto by méla ihned
po sklizni pfedplodiny nésledovat podmitka a nasledné by mél byt zaoran chlévsky
hntjj. Na podzim by se mélo orat co nejdiive do hloubky 25-30 cm a nechat pidu
V hrubé brazdé.

Na jafe je dobré, stejné jako U ostatnich jarnich plodin, provést smykovani
nebo vlaceni, pripadné obdobné zpracovani pudy, a to hned jakmile to poc¢asi dovoli.
Diky tomu se ptida urovna, zmensi se jeji plocha, kterd by méla styk se vzduchem,
atudiz nejsou tak velké ztraty vody. Po této operaci se hlida, aby se nerozmohlo
zapleveleni, adle potfeby se milze jest€é kypfit spolecné se zapravovanim
mineralnich hnojiv. Pied setim se kypti pouze do hloubky seti (Strasil, 2011).

Vysevna davka se lisi podle ucelu péstovani. Pokud je cilem, aby se sklidilo
kvalitni zrno, vyséva se 100 az 200 kli¢ivych zrn na 1 m2 tj. 16 az 32 kg/ha. Pii
pestovani na vladkno je potieba, aby byl porost hustsi, ¢imz by rostliny dosahovaly

vys§iho vzrastu, atim idelSich vldken. K tomuto ucelu se tedy vyséva az
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dvojnéasobek vysevku na semeno (Sladky, 2004). Doba seti je v druhé poloviné
dubna az zaCatkem kvétna. Doporucend Sitka fadkt ukonopi na semeno cini
zzit i na 12-15 cm. Seje se do hloubky 2-3 cm, a aby semeno brzy vzeslo, je vhodné
ho po zaseti uvalet (Strasil, 2011).

Ochranné prostiedky proti chorobam, skidcim aplevelim nejsou
V podstaté potieba (Sladky, 2004). Konopi je proti chorobam a skidcim velmi
odolné, a ani nema sklon k poléhavosti. Listové choroby u konopi navic nezpiisobuji
ptilisné Skody, protoze vzhledem k velké listové ploSe nejsou pro rostlinu moc
nebezpecné. Ohrozuji ji jen choroby napadajici stonky nebo kotfeny, napt. plisen Seda
(Bortytis cinerea Pers.). Ze skidct muze Skodit napiiklad diepcik chmelovy
(Psylliodes attenuata Koch.) nebo msSice konopna (Phorodon cannabis Pass.)
(Strasil, 2011). Pfi zrani ohroZuje vynos semen ozob ptakl a ur¢itym rizikem jsou
I neuvédoméli narkomani (Sladky, 2004). Diky rychlému rustu a velkému olisténi
konopny porost brzy zastini a potlaci plevele (Miovsky, 2008). Také je znamo, Ze
dokaze alelopaticky potla¢ovat okolni rostliny.

Vzhledem k naro¢nosti na Ziviny muze konopi pii jejich nedostatku trpét
fyziologickymi chorobami. Deficit vSech Zivin nebo jen dusiku zptsobuje zakrsly
rast, chyb&jici draslik ma za nasledek tzv. kaliovou mozaiku konopi spolu
s prodlouZenim vegetac¢ni doby a oddéalenim kveteni (Strasil, 2011).

Sklizen je ovlivnéna ucelem péstovani. Semena se sklizi pomoci sklizecich
mlati¢ek (John Deere, Claas) nebo upravenych sklizecich stroji v dobé&, kdy jsou ve
spodni poloving kvétenstvi zrald, nad tim ve voskové zralosti a na vrcholku jesté

zelena (Bjelkova, 2017).

2.3 CHEMICKE SLOZENI KONOPNEHO SEMENE

2.3.1 OLEJ

Nejhojnéji zastoupenou slozkou v konopném semeni je olej, které¢ho tato
surovina obsahuje ptes 30 % (Callaway, 2004). Konopny olej se sklada prevazné
z nenasycenych mastnych kyselin, z nichz dominantnimi jsou kyselina linolova (®-6)
(597 g/ kg) akyselina a-linolenova (®-3) (170 g/ kg) (Vonapartis, 2015). Pomér
®-6 mastnych kyselin k ®-3 mastnym kyselinam (n6 : n3) v konopném oleji je

obvykle mezi 2: 1a3: 1, coz je pomér povazovany za ptiznivy pro lidské zdravi.
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Kromé toho jsou v konopném oleji také piitomny biologické metabolity obou
zminénych esenciadlnich mastnych kyselin, kyselina y-linolenova (18 : 3; »-6)
a kyselina stearidonova (18 : 4; ®-3).

Diky jedine¢nému spektru mastnych kyselin ajeho pfimému dopadu na
nasledny metabolismus esencidlnich mastnych kyselin Vv potrave, pii kterém vznikaji
eikosanoidy, které =zahrnuji prostaglandiny a dalsi dilezit¢é metabolity, mize
pridavani konopného oleje do stravy pfispét ke zlepSeni zdravi v Sirokém spektru
akutnich a chronickych stavii. Esencialni mastné kyseliny si lidsky organismus
nedokéaze sam vytvofit, proto se oleje obsahujici vysoké hladiny téchto latek mohou
pouzit k posileni lidského zdravi avyvoje. Konopny olej samoziejmé kromé
esencialnich mastnych kyselin obsahuje idalsi polynenasycené mastné kyseliny,
které organismus vyuziva jako fosfolipidy pfi stavbé bunécnych a organelovych
membran. Dalsi pozitivni vliv na lidské zdravi maji polynenasycené mastné kyseliny

tim, Ze snizuji hladiny LDL cholesterolu (Callaway, 2004).

2.3.2 BILKOVINY

Dale konopné semeno obsahuje 20-25 % hrubych bilkovin (Vonapartis,
2015). House, Neufeld a Leson (2010) uvadégji, ze vylisky po vylisovani oleje za
studena, ve kterych zbyde jesté asi 10 % oleje, obsahuji 30 az 50 % bilkovin. Tito
autofi dodavaji, ze procentudlni zastoupeni bilkovin Vv pokrutindch ovliviiuje nejen
zpusob ziskavani oleje, ale ijejich nasledné zpracovani, které nejcastéji zahrnuje
mleti a nasledné prosévani nebo provivani, ¢imZz se muze obsah bilkovin zvysit
(House, 2010).

Bilkoviny obsaZené v konopném semeni jsou snadno stravitelné, protoze
Jjsou V nejvétsi mife zastoupeny bilkovinami albuminem a globulinem edestinem,
které jsou snadno Stépitelné a bohaté na esencialni aminokyseliny, proto je konopné
semeno vynikajicim zdrojem lidské vyzivy (Callaway, 2004; Vonapartis, 2015).
Konopnad mouka napiiklad obsahuje vSechny nezbytné aminokyseliny V nutriéné
dostate¢nych mnozstvich pro malé déti (Malomo, 2014). Nicméné to, jakou bude mit
tento produkt aminokyselinovou kompozici, mize byt ovlivnéno odridou,
tzn. genetikou, agronomickymi podminkami azpracovanim (House, 2010).
V konopné mouce je limitujici aminokyselinou lysin a dal$imi nedostatkovymi
aminokyselinami jsou leucin a tryptofan. VSechny ostatni aminokyseliny jsou zde

zastoupeny V dostacujicim mnozstvi (House, 2010). Konopny protein je bohaty na
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aminokyseliny, které obsahuji siru, methionin a cystin, anavic obsahuje velmi
vysoké hladiny argininu a kyseliny glutamové (Callaway, 2004). Arginin je
aminokyselina, ktera pomahd ke zlepSovani kardiovaskularniho zdravi, protoze
slouzi jako prekurzor vazodilata¢niho ¢inidla, oxidu dusnatého (Malomo, 2015 b).
Dle jedné studie byla stravitelnost bilkovin ve vzorcich celych
semen konopi primérné 85,2 % ave vzorcich mouky 86,7 %. Tato studie vSak
odd¢lila olej ze semen lisovanim za studena, coZ nesniZuje stravitelnost proteinu. Pii
pouziti list pracujicich pii vysokém tlaku ateplotach by stravitelnost bilkovin ve
vzorcich mouky byla niz§i. Stravitelnost bilkovin je také ovlivnéna obsahem
antinutricnich latek, které se vyskytuji hlavné v obalovych vrstvach semene

(House, 2010).

2.3.3 SACHARIDY

Sacharidi je v konopném semeni 20-30 % (Vonapartis, 2015). Jsou
zastoupeny predevsim vldkninou, které je konopné semeno cennym zdrojem.
Callaway (2004) uvadi ve své studii procentualni zastoupeni sacharidii z celého
konopného semene stejné jako procentualni zastoupeni celkové vlakniny (27,6 %).
Vzorek, ktery tento autor testoval, obsahoval 5,4 % stravitelné vlakniny a 22,2 %
nestravitelné vlakniny (Callaway, 2004). Jiny autor, ktery sledoval obsah neutralné
detergentni vlakniny (NDF) a acido detergentni vlakniny (ADF), zjistil, ze primérna
koncentrace NDF (celuloza, hemiceluléza alignin) vjim sledovaném vzorku
konopného semene Cinila 35,7 %, pficemz primérna koncentrace pro ADF (celuloza
a lignin) byla 27,8 % (Vonapartis, 2015). Vétsina frakci vlakniny (NDF) z celych
konopnych nazek se nachazi v jejich obalovych vrstvach. Obsah vlakniny vyznamné
ovlivituje stravitelnost bilkovinné slozky konopné nazky. Odstranéni oplodi
Z konopnych nazek tudiz vede nartstu obsahu tukl a bilkovin ve vzorcich 0 50 %

a k primérnému zvyseni stravitelnosti bilkovin z 85,2 % na 94,9 % (House, 2010).

2.3.4 MINERALNI LATKY

Dle rtiznych studii je obsah popela, coz je celkovy obsah anorganickych
slozek, v konopném semeni 48-56 g / kg (Callaway, 2004; House, 2010; VVonapartis,
2015)
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2.4 ZISKAVANI BILKOVINNYCH KONCENTRATU

Primyslovou konopnou mouku ziskanou namletim vyliskl, kterd b&zné
obsahuje asi 37 % bilkovin, lze zpracovat na bilkovinné izolaty obsahujici az kolem
70 % proteinli. Ty jsou velmi cennym materidlem, protoze, jak jiz bylo zminéno
vyse, konopné bilkoviny jsou snadno stravitelné, je v nich zahrnuto nutriéné
vyznamné mnozstvi vSech esencidlnich aminokyselin, zejména maji vysoky podil
aminokyselin obsahujicich siru (methionin acystein), ataké obsahuji vysoké
mnozstvi argininu, ktery je prekurzorem vazodilatacniho ¢inidla, oxidu dusnatého.
Slozeni a funk¢nost proteind V izolatu jsou ovsem silné ovlivnény metodou izolace
(Callaway, 2004; Lu, 2010; Malomo, 2015 b).

K ziskani konopnych vyrobku s ptidanou hodnotou neni konopna mouka
vyuzivana zcela idealné. Nejvyuzivanéjsi metoda K izolaci proteint totiz zahrnuje
alkalickou extrakci a izoelektrické srazeni, coz poSkozuje jejich funk¢nost, zejména

rozpustnost a pénivost (Lu, 2010; Malomo, 2015 b).

2.4.1 PROSEVAN]

Nejjednodussi zpusob, jak ziskat konopnou mouku S vysSim obsahem
bilkovin, je jeji suché prosévani. Nejhrubsi frakce obsahuje pfevazné oplodi konopné
nazky, atudiz i velké mnozstvi vlakniny a minimum bilkovin (asi 10 %). Naproti
tomu jemng&j$i Castice vznikaji spiSe z endospermu semene, a jsou proto velmi bohaté
na bilkoviny, kterych obsahuji pfes 40 %. Nevyhodou téchto koncentratl je, ze
v nich zlstane vétSina antinutriénich latek, jako jsou inhibitory trypsinu, kyselina
fytova, glukosinolaty a kondenzované taniny. Proto je tato technika vhodnad pro
dosazeni zvySené koncentrace prospéSnych latek, ¢imZz by se pfipravil material
Kk nasledné uprave, pii které by se zneskodnily latky branici jejich vyuzitelnosti

(Poji¢, 2014).

2.4.2 1ZOELEKTRICKE SRAZEN{ PROTEINU

Pti této metodé se konopné bilkoviny vyextrahuji za alkalickych podminek
anasledné¢ se vysrazi pii mirné¢ kyselém pH. Diky tomu se muize koncentrace
proteind, tvofenych pfedevsim zdsobnim proteinem edestinem, zvysit témét 0 86 %
vzhledem Kk ptuvodnimu materialu. Vyhoda této techniky tkvi v tom, Ze chemicka
¢inidla v ni pouzivana jsou levna a postup je relativné jednoduchy, takze se mize

vyuzivat V jiz existujicich primyslovych zatfizenich (Mamone, 2019).
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Pouziti izolovanych rostlinnych proteind touto metodou V potravinaistvi je
ale omezené v dusledku jejich nepfijemné chuti a barvy spojené s koextrahovanym
neproteinovym materialem (napf. fenolickymi slou¢eninami).

Konopna mouka je hojnym zdrojem fenolickych slouc¢enin, které se mohou
pti alkalickych podminkach extrahovat spolu s proteiny, coz ma za nasledek vznik
tmaveé zelené az hnédé barvy proteinovych izolatd. Navic bylo prokdzano, ze za
alkalickych podminek fenolické slou¢eniny podléhaji enzymatické i neenzymatické
oxidaci za vzniku chinoni, které se pak mohou vazat na protein a piispivat K jesté
tmavsi barvé izolati. Tmavnuti podporuji i polymeraéni reakce fenolickych latek.

Kromé nezadouciho zbarveni je dalSim problémem spojenym S vysokym
obsahem fenoll v proteinovych izolatech nepiijemna (hotka) chut’ a sviravost.

Nizké hodnoty pH pii extrakci dale zplsobuji agregaci edestinu, coz ma za
nasledek Spatnou rozpustnost konopného proteinu. Nerozpustné komplexy vznikaji
také kvali vy$Simu obsahu kyseliny fytové, kterd se pifi pH pod izoelektrickym
bodem vaze s proteiny. To opét brani jeho vyuziti, navzdory pfiznivému nutricnimu
profilu.

Agregovana struktura ma ale isvé vyhody, protoZze umoznuje véEtsi
zadrzovani vody ve vytvorenych porech prostfednictvim kapilarnich mechanismu.
Kromé toho muze ¢aste¢na denaturace proteinu vést K expozici postrannich fetézcu
polarnich aminokyselin, se kterymi by mohly interagovat dal$i molekuly vody
prostiednictvim vodikovych mustkti (Hadnadev, 2018).

Horsi funkéni vlastnosti proteinovych izolatd (napf. rozpustnost proteinu,
index emulgacéni aktivity, index stability emulze), které mohou zna¢né omezit jejich
aplikaci v potravinaistvi, je snaha odstranit pomoci dal$ich tprav. Yin (2008)
zkoumal vliv enzymatické hydrolyzy trypsinem na tyto vlastnosti a zjistil, ze
hydrolyza sice vyrazné zlepSila rozpustnost proteinu, ale jeSté vic zhorSila ostatni
funk¢ni vlastnosti (Yin, 2008).

Jako vhodnéjsi prostiedek pro zlepseni funkcnich vlastnosti konopného
proteinu se zda byt chemicka tGprava. Bylo totiz potvrzeno, Ze acylaéni (konkrétné
acetylacni a sukcinylac¢ni) zpracovani rostlinnych proteinti vede ke zvySeni jejich
rozpustnosti, schopnosti vazat vodu, kapacity adsorpce tuku a zlepseni emulgaénich
vlastnosti. Pfi acetylaci a sukcinylaci konopného izolatu, pouzitim anhydrida kyselin
octové a jantarové jako acylacnich Cinidel, bylo zjisténo, ze rozsah acetylace byl

vyS$8i nez rozsah sukcinylace pfi stejném mnozstvi acylaéniho ¢inidla. Nicméné ani
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chemicka uprava proteinii nevedla ke zlepSeni vSech jejich funkénich vlastnosti
Vv idealnim rozsahu, napiiklad modifikace pomoci sukcinylu vedla ke zlepSeni jejich
rozpustnosti a emulgacni aktivity, ale snizila se pii ni emulgacni stabilita, a acetyl
zase zlepsil emulga¢ni aktivitu proteini V mnohem mens$im méfitku nez sukcinyl

(Yin, 2009).

2.4.3 MICELIZACE PROTEINU

Aby nedochézelo k poskozovani proteinti jiz béhem jejich izolace, Ize je
extrahovat roztokem soli (NaCl), nésledné nerozpustny material odstiedit a ze
solného roztoku vysrdzet bilkoviny, které se ziskaji dialyzou nebo, po zfedéni
studenou vodou, centrifugaci. V solném roztoku se rozpusti hlavné globulinové
bilkoviny tvofené témét vyhradné edestinem.

Tato vyssi selektivnost postupu vzhledem k ur¢ité proteinové frakci vede ve
srovnani S obecnéjSim postupem izoelektrického srazeni Kniz§i vytéznosti
bilkovinného izolatu. Dle ur€ité studie bylo mnozstvi proteinu izolovaného pomoci
isoelektrického srazeni dvakrat vyssi nez mnozstvi proteinu extrahovaného roztokem
soli. Nicméné obé¢ izola¢ni techniky jsou silné zavislé na ruznych parametrech
izolace a na pfedchozim zpisobu ziskavani mouky (napiiklad velké mechanické sily
pii zpracovavani mohou zpusobit interakce mezi proteiny, atim snizit jejich
rozpustnost béhem izolace), takze jejich srovnavani je velmi obtizné
(Hadnadev, 2018).

Vyhodou miceliza¢ni metody je vys$si kvalita izolatu, kterd souvisi praveé
S vy$§im obsahem edestinu, ktery obsahuje vSechny esencialni aminokyseliny
(Hadnadev, 2018; Mamone, 2019). Izolat vyrobeny touto metodou ma také trochu
vys$si obsah proteinu, nez kdyby byl izolovan izoelektricky, coz miize byt zpiisobeno
vyloucenim vétstho mnoZstvi neproteinovych castic diky silngj$i interakci mezi
proteiny pii micelizaci.

Pii srovnani Sizolaty ziskanymi izoelektricky jsou izolaty ziskané
micelizaci také svétlejsi améné zarudlé azazloutlé. Barevné rozdily mezi
proteinovymi izolaty jsou pfisuzovany riznym extrakénim podminkdm pouzivanym
béhem izolace proteinu z konopné mouky. Mirngjsi extrakéni podminky pouzité

micelizaci proteinu nepodporuji oxidaéni a polymeracni reakce semennych fenoli.

Celkovy obsah fenoll je navic pfi pouziti této metody 0 28 % nizsi nez pfi pouziti
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izoelektrického srazeni, a to zpusobuje nejen pritazlivejsi zbarveni, ale i méné trpkou
chut’.

Pro konopny protein je typicka nizka rozpustnost ve srovnani S jinymi
rostlinnymi proteiny, coz je zpusobeno obzvlasté agregaci edestinu pii pH niz$im
nez 7,0. Protoze micelizace nechava proteiny v pfirozenéjsim stavu, maji vyznamné
vy$8i rozpustnost, zatimco metoda izoelektrického srazeni vede ke stiedni denaturaci
proteinu, atudiz ik hydrofobnim interakcim mezi molekulami proteinu a tvorbé
nerozpustnych agregati. P¥iznivy vliv na rozpustnost ma také nizsi obsah kyseliny
fytové.

Jedinou nevyhodou této techniky oproti metod¢ izoelektrické¢ho srazeni, je

niz8i schopnost vazat vodu (Hadnadev, 2018).

2.4.4 ENZYMATICKE STEPEN{ VLAKNINY

Jinou metodou zvySovani podilu bilkovin v konopné mouce je rozstépeni
vétSiny neproteinovych slozek a jejich nasledné odstranéni membranovou filtraci,
¢imz se oproti pivodnimu obsahu mnozstvi bilkovin zdvojndsobi. K rozlozeni
vétSiny polysacharidi (vldkniny) a fytath se vyuzivaji potravinaiské enzymy
(karbohydrazy, fytazy). Rozlozeny material S nizkou molekulovou hmotnosti se
vycletuje ultrafiltraci nebo diafiltraci. Timto postupem se tolik nenici bilkoviny jako
pii alkalické extrakci sizoelektrickym srazenim, azaroven se odstrani vlaknina
a fytaty, které snizuji rozpustnost proteint. Takto izolovany protein ma dle jedné
studie 74% obsah proteinu s vynikajicimi funkénimi vlastnostmi, zejména
rozpustnosti a stravitelnosti, ve srovnani s jinymi podobnymi produkty. Nedochazi
zde ani kK vyraznym zménam v aminokyselinovém slozeni, krom¢ mirného poklesu
obsahu argininu ve prospéch valinu a leucinu, coz lehce snizuje jeho G¢innost na
zlepSovani kardiovaskularniho zdravi. Piesto ziistdva pomér lysinu ku argininu niZsi
nez U bilkovinnych produktl naptiklad ze Inu nebo s6ji, a tudiZ jeho vliv na zdravi
ob¢hové soustavy neni zanedbatelny. Je nutné dodat, Ze obsahy esencidlnich
aminokyselin v izolatech ziskanych touto metodou jsou v porovnani s izoelektrickou
metodou vyssi. Lze fici, Ze se jednd o G€inny zpisob, jak zajistit vysoky vytézek
bilkovin s minimalni konformac¢ni denaturaci. Navic lze tento zplsob izolace

proteint provadét i primyslové (Malomo, 2015 b).
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2.5 VLASTNOSTI KONOPNYCH KONCENTRATU

Vlastnosti bilkovinnych koncentrati zavisi na tom, z jakych bilkovin se
skladaji ajaké maji dané bilkoviny vlastnosti. Slozeni konopného proteinu je
jedinecné, hlavni slozkou je globulin nazyvany edestin, ktery tvoii 65 %
z konopnych bilkovin, a dalsi dilezita bilkovina je albumin, ktery zde zabira 33 %.
Edestin se sklada ze Sesti identickych podjednotek, jejichz kyseld a zasadita cast je
vzdy spojena jednou disulfidovou vazbou (Malomo, 2015 a; Teh, 2016; Mamone,
2019).

Ve srovnani S jinymi rostlinnymi proteiny (napf. s6jovym) je ten konopny
méné rozpustny, coz je zpusobeno tvorbou disulfidovych vazeb mezi podjednotkami
edestinu pii kyselém pH (Hadnadev, 2018). Rozpustnost proteinu totiz nastava, kdyz
se molekuly odpuzuji v dusledku elektrostatickych interakci, které ionizuji vnitini
nepolarni skupiny proteinu, ¢imz se zacne rozkladat polypeptidovy fetézec. Zatimco
albumin ma minimalni rozpustnost pti pH 3,0, minimalni hodnota rozpustnosti pro
globuliny mtze byt pozorovana jiz pii pH 5,0.

Na druhou stranu, diky interakcim mezi proteiny se na nich tvoii lepsi
povrchové membrany, coz ma za nasledek vysSsi emulgaéni schopnost. Proto, kdyz
pii pH 5,0 molekuly globulinu nejvice interaguji, tvofi se Vv roztoku nejmensi
kapicky oleje, coz praveé charakterizuje lepsi emulgacni €innost. Celkové se konopné
bilkovinné koncentraty vyznacuji tim, Zze tvofi emulzi smalou velikosti castic
avykazuji lepsi emulgaéni aktivitu ve srovnani S jinymi rostlinnymi proteiny
(Malomo, 2015 a).

V porovnani s jinymi plodinami obsahuje konopné semeno jen velmi nizké
mnozstvi antinutri¢nich latek, jako jsou naptiklad inhibitory trypsinu, diky ¢emuz je
lépe stravitelné a pifi jeho traveni se uvoliiuje vyznamné mnozstvi biologicky
ptistupnych aminokyselin.

Mamone (2019) ve své praci uvadi, ze pfi analyze bilkovinnych izolat
z konopi nezjistil Zadny ze zndmych alergeni ani pfed, ani po simulovaném
gastrointestinalnim traveni. Konopi je povazovdno za mirny alergen, ale vétSina
hlaSenych ptfipadli mozné alergie na konopi souvisela s uzivanim této rostliny jako

drogy (Mamone, 2019).
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2.6 VYUZIT{ KONOPNYCH BILKOVINNYCH PRIPRAVKU

Konopné koncentraty lze, diky jejich uzite¢nym vlastnostem, pouzit jako
zlepSujici slozky v potravinach. Jedna se o vhodny alternativni zdroj funk¢énich
proteintt (Malomo, 2015 a). Velkou vyhodou jsou niz8i naklady spojené s jejich
ziskavanim ve srovnani S Zivo¢isnymi bilkovinami, a proto mohou byt prostiedkem
k vyrobé levnych potravinaiskych ptisad (Malomo, 2014).

Konopné semeno ma vysokou nutricni hodnotu, takze by mohlo byt
vyuzivano jako cenna slozka bezlepkového chleba, ktery je obvykle chudsi na Ziviny
nez pSeni¢ny nebo zitny chléb. Pfidanim vyrobku z konopnych pokrutin, at’ uz se
jedna o bilkovinny koncentrat nebo jen 0 konopnou mouku, se v bezlepkovém pecivu
vyrazné zvysi obsah proteint, tuk®, mineralnich latek a vlakniny (Korus, 2017).
Vsechny tyto slozky jsou nutriéné pfinosné. Konopné proteiny, tvofené V prvé fade
edestinem, obsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny. Samotny termin ,,edestin®
pochazi z teckého ,,dobré K jidlu*“ (Mamone, 2019). Konopny olej, ktery obsahuje
80 % polynenasycenych mastnych kyselin, je velmi bohatym zdrojem kyseliny
linolové a a-linolenové (Callaway, 2004). Obohaceni chleba 0 vlakninu je
povazovano ze zdravotniho hlediska za prospésné. Konopna mouka je vyznamnym
zdrojem zejména nerozpustné dietni vlakniny.

Podil bilkovinného koncentratu muze také zlepSovat pekaiské vlastnosti
tésta. Korus (2017) pii sledovani reologickych vlastnosti té€sta s ptidavkem konopné
mouky a konopného koncentratu zjistil, ze nahrazeni 10 % Skrobu konopnym
proteinovym koncentratem zpusobilo oslabeni tésta. AvSak 20% nahrada méla za
nasledek presné opacny efekt—vedla k posileni tésta. To muze byt zplisobeno
zvySenou absorpci vody proteinem. Pfidani konopné mouky do tésta nemélo, dle jiz
zminované studie, tak vyznamné vlivy na reologické moduly, jaké byly pozorovany
pfi pfidani proteinového koncentratu. Piidavek konopné mouky nékteré vlastnosti
tésta zhorsil, jiné zlstaly srovnatelné kontrolou (tésto bez konopnych piidavkit).

Nahrazeni c¢asti Skrobu V receptufe chleba koncentraitem konopnych
bilkovin nebo konopnou moukou vede k vyznamnému zvétSeni objemu chleba, coz
je zptisobeno piedevsim schopnosti tésta udrzet porézni strukturu tvorenou oxidem
uhli¢itym vznikajicim béhem fermentace. Tuto schopnost podporuje obzvlasté
ptitomnost bilkovin, které zpocatku absorbuji vodu a bobtnaji, apfi vysokych
teplotach denaturuji. Zvétseny objem chleba je tedy vice zfejmy u vzorku s pridanym

bilkovinnym koncentratem nez u vzork s konopnou moukou. Na druhou stranu pii
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peceni chleba s pfidanou konopnou moukou dochazi k niz§imu odparovani vody, a
tudiz k niz§im ztratam.

Dalsimi vlastnostmi chleba s konopnou pfimési je zvySena poréznost skyvy,
zlepsené senzorické hodnoty, zejména barva achut, apomalejsi ,,starnuti® tzn.

tvrdnuti (Korus, 2017).

2.7 POUZITE METODY

2.7.1 STANOVEN[ OBSAHU DUSIKATYCH LATEK

Stanovit obsah dusiku ve vzorku lze nékolika zplsoby. Mezindrodni
referenéni metodou je metoda dle Kjeldahla, pfestoze Dumasova metoda byla
objevena o vice jak padesat let diive. V soucasnosti je Dumasova metoda na
vzestupu azacala nazpét nahrazovat Kjeldahlovu metodu, coz nastalo diky
zlepSovani technologii analyzatorti dusiku pii suchém spalovani (Jung, 2003;
Serrano, 2013).

Vyhodou Kjeldahlovy metody je jeji vysoka ptesnost, napiiklad v jedné
studii, kterd porovnavala obé& jiz zminéné metody, byla u vzorkad mléka zjiSténa pfi
Dumasové metod¢ standardni odchylka 0,082, zatimco u Kjeldahlovy metody je
u vzorki mléka s typickym obsahem bilkovin kolem 3,3 g/ | standardni odchylka
men$i nez 0,020 (Saint-Denis, 2004). Nicméné ma tato metoda ifadu nevyhod,
hlavné to, Ze je spojena S pouzitim korozivnich a toxickych chemikalii, které se navic
po splnéni svého celu stavaji odpadem. Zejména pro primyslové aplikace je velkou
nevyhodou jeji ¢asova naro¢nost (trva mnoho hodin). A to, Ze se sklada z n¢kolika
kroktl, poskytuje mnoho pfilezitosti k chybam (Saint-Denis, 2004; Jung, 2003).
Hlavnimi pfednostmi Dumasovy metody je tedy to, Ze je rychlejsi (trvd méné neZ
metoda dle Kjeldahla (Serrano, 2013; Elementar, 2019).

Kjeldahlova metoda je zalozena na ptevedeni vSech forem dusiku na
amoniak a nasledném stanoveni jeho obsahu. JelikoZ je nékteré slouceniny dusiku
velmi obtizné, mozna i nemozné, prevést na amoniak, dosahuje tato metoda nizkych
vytézkt dusiku z anorganickych sloucenin, jako jsou dusi¢nany a dusitany.
Disledkem toho byvaji hodnoty ziskané pomoci Dumasovy metody mirné vyssi nez

hodnoty zjisténé Kjeldahlovou metodou. Z toho 1ze vyvodit, Ze Dumasova metoda
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v

poskytuje spolehlivéjsi vysledky obsahu dusiku nez Kjeldahlova (Jung, 2003;
Serrano, 2013).

Princip Dumasovy metody spociva Vv pieméné vSech forem dusiku ve
vzorku na oxidy dusiku a plynny dusik spalovanim v atmosféte kysliku pii teploté
800-1000 °C. Vsechny vzniklé plyny vzniklé spalovanim (O2, CO2, H20, N2 a NOy)
se shromazd'uji a prochézeji pres nékolik sorpénich kolon, kde se zachyti vSechny
plyny, krom¢ dusiku a jeho oxida. Ty jsou neseny na médnaty katalyzator, kde se
oxidy dusiku redukuji na plynny dusik (N2). Hodnoty obsahu dusiku jsou nasledné
méfeny tepelné-vodivostnim detektorem. Zjisténa koncentrace dusiku ve vzorku se
prepocte na obsah dusikatych latek (NL) pomoci ptevodniho faktoru, ktery je obecné
pro potraviny 6,25 (Jung, 2003; Saint-Denis, 2004; “Dumasova metoda”, 2012).

2.7.2 SDS-PAGE ELEKTROFOREZA

Obecné je elektroforéza separacni technika zalozend na diferencialnim
transportu elektricky nabitych Castic. Separace je primarn¢ zalozena na rozdilech
Vv hustoté elektrického naboje separovanych ¢astic, ktera je spojena s jejich velikosti,
protoze velikost ¢astic je ovlivnéna tloustkou elektrické dvojvrstvy (Janca, 2000).

K separaci proteint S relativni molekulovou hmotnosti vétsi nez 10 kDa se
pouziva elektroforéza na polyakrylamidovém gelu probihajici v prosttedi dodecyl
sulfatu sodného (SDS-PAGE). Mensi proteiny se touto metodou zjiStuji obtizné
v disledku nizké schopnosti vazby na dodecyl sulfat sodny (SDS), a tak se k jejich
zjisténi pouzivaji jiné gely nebo jiné podminky elektroforézy (napf.
Tricin-SDS-PAGE) (He, 2011).

V metod¢ SDS-PAGE slouzi dodecyl sulfat sodny jako anionicky detergent,
ktery plsobi na proteinovy vzorek pfi jeho pfipraveé a v gelovém systému i pti vlastni
separaci (Barta, 2010).

Kdyz se SDS ptidd ke vzorku, proteiny tvofi aniontové micely
S konstantnim zipornym nabojem na jednotku hmotnosti. NaruSi se tercidrni
a sekundarni struktury a polypeptidy se rozlozi. Aby se toho dosahlo Gplné€, musi byt
disulfidové vazby mezi cysteiny stépeny redukénim cinidlem, jako je tfeba 2-
-merkaptoethanol (BME) nebo dithiotreitol (Friedman, 2009).

Béhem elektroforézy migruji vSechny vzniklé SDS-peptidové komplexy
V polyakrylamidovém gelu 0 vhodné porozité smérem ke kladné elektrodé. Jejich

elektroforetickd mobilita zavisi pravé na molekularni hmotnosti. Vztah mezi relativni
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mobilitou proteinu a jeho molekulovou hmotnosti je hyperbolicky, ale z praktického
hlediska se bézné pirevadi do linedrni podoby. Ze smési proteind 0 znamé
molekulové hmotnosti, tzv. markert, lze tudiz sestrojit kalibra¢ni kiivku pro
stanoveni molekulovych hmotnosti iU neznamych proteina (Friedman, 2009;
Barta, 2010).

Detekce proteinovych pruht na gelu se provadi barvenim roztokem barvy
Coomassie Blue. Tim se ale obarvi i pozadi geld, a proto je nutné nechat je odbarvit.
Nasleduje dehydratace a suseni gelti @ vyhodnoceni ziskanych dat pomoci obrazové
analyzy a specialniho software. Jedna se 0 Casové velmi naro¢nou metodu, ktera ve

vétsing piipadi trva i nékolik dnt (Barta, 2010).

2.7.3 KOLORIMETRICKE STANOVEN{ OBSAHU BILKOVIN

Celkovy obsah proteini se stanovuje pomoci bicinchoninové kyseliny. Tato
metoda je zalozena na redukci Cu?* na Cu* pomoci proteinu V alkalickém prostiedi
(tzv. biuretovd reakce) anasledné velmi citlivé a selektivni spektrofotometrické
detekci Cu* za pouziti ¢inidla obsahujiciho bicinchoninovou kyselinu (BCA). BCA
reaguje s méd’nymi ionty za vzniku chelatu obsahujiciho dvé molekuly BCA a jeden
médny ion. Tento ve vod¢ rozpustny komplex mé intenzivni fialovou barvu
S maximem absorbance pii 562 nm, kterd je téméf linedrni se zvySujicimi se
koncentracemi proteinu, pokud jsou tyto koncentrace v rozmezi od 20 pg/ ml do
2000 pg / ml. Fialova barva se ve vzorku neustale vyviji, nicméné po inkubaci je
rychlost vyvijeni barvy dostatecné¢ pomald, aby bylo mozné spolecné analyzovat
velké mnozstvi vzorki.

Koncentrace neznamych proteint se stanovuje z grafu zavislosti absorbance
na koncentraci, ktery se vytvofi z hodnot naméfenych u standardnich proteinovych
roztokll. Jako standardy se mohou pouzit napiiklad bovinni sérovy albumin (BSA)
nebo tieba bovinni gama globulin (BGG). Vybér standardu zavisi typu testovanych
bilkovin (Thermo Scientific, 2013; Yalamati, 2015).
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3. CiL

Krom¢ zhotoveni literarniho piehledu z odborné literatury bylo cilem této
bakalarskeé prace:

1) ptipravit mechanickym zpisobem nékolik typt konopnych mouk o rizné
koncentraci bilkovin z vyliski konopnych nazek, namletim na mouku a rozdélenim
na velikostni frakce,

2) vyhodnotit vytézek pokrutin, oleje a jednotlivych velikostnich frakci
mouky, a také obsah susiny,

3) pomoci riznych laboratornich analyz zjistit procentické zastoupeni
bilkovin v mouce i jejich frakcich awurcit, kterd frakce by mohla plnit roli

bilkovinnych koncentrata.
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4. METODIKA

4.1 MATERIAL
Ve své praci jsem se zabyvala péti odrudami konopi setého (Cannabis
sativa L.) dodanymi ¢eskou spole¢nosti HEMP PRODUCTION s.r.o.
Byly to: dvoudoma Finola ajednodomé Fedora 17, Futura 75, Tygra
a USO 31 (Grabowska, 2009; Kabasta, 2014; Ihempfarms, 2017). Nejrangjsi z nich
byla Finola, ktera se fadi mezi stfedn¢ rané odrudy konopi, Ostatni odridy byly

stitedné pozdni, jak vyplyva z tab. ¢. 1, ktera popisuje vlastnosti téchto odrud.

Tab. ¢. 1: Vlastnosti hodnocenych odrid

Odrida Finola Fedoral7 |Futura75 |Tygra USoO 31
Doba vegetace

100-120 130 140 140 125
[dny]
Vyska

150 200-250 250-350 281 200-250
[cm]
HTS

12-15 16-18 16-18 14 16-18
[a]
Obsah THC

0,10-0,15 |<0,12 <0,12 0,046 <0,06
[%]

HTS = hmotnost tisice semen, THC = tetrahydrocannabinol (Upraveno z: Callaway, 2004; Grabowska, 2009;
Callaway, 2013; Kabasta, 2014; lhempfarms, 2017; Agrolitpa, 2019)

4.2 VYPOCET HMOTNOSTI TISICE SEMEN
Ze vSech odrid bylo po tfech opakovanich napocitano 500 nazek, které byly
nasledné zvaZeny, navazena hodnota vyndsobena dvéma a od kazd¢ odriidy udélan

prumér.

4.3 PRIPRAVA VZORKU
Ze vsech odrid bylo po tfech opakovanich analyticky navazeno kolem sto
gramil nazek, ze kterych byl vylisovan olej. Z vyliskii byla umleta mouka na
ultraodstiedivém mlynu ZM 100 (Schoeller instruments, Némecko), kterd byla

nasledné suSena pii 40 °C 24 hodin. Poté byla vysuSena mouka prosivana na tfi
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velikostni frakce — na ¢astice veétsi nez 0,250 mm, mens$i nez 0,250 a zaroven veétsi
nez 180 mm a nejjemné;jsi frakcei tvotily ¢astice mensi nez 0,180 mm.
Béhem této ptipravy vzorkli k dalSim analyzam byl zjistovan vynos

jednotlivych materiald z konopného semene.

4.4 STANOVENI VYTEZNOSTI
Zvazenim pokrutin, které vznikly po vylisovani leje, byla gravimetricky
urcena vytéznost tohoto materialu. Po umleti mouky byly rovnéz vazkovou analyzou
zjiStény ztraty pii mleti. VSechny frakce prosaté mouky byly opét vazeny a bylo

vypocitano jejich procentické zastoupeni v mouce.

4.5 STANOVEN{ SUSINY
Do véazenek bylo s analytickou ptesnosti navazeno po dvou opakovani
kolem 2 g vzorki hodnocenych vzork. Po tfihodinovém suSeni pii 150 °C
v susarné UN 75 (Memmert, Némecko) byl zjistén rozdil hmotnosti az né& byl

vypocitan obsah susiny.

4.6 STANOVEN{ OBSAHU DUSIKATYCH LATEK

Na analytickych vahach bylo do cinovych folii pfesné navdzeno po dvou
opakovani kolem 25 mg ze vSech vzorkl vcetné jednotlivych opakovanich z odrad
a kazda navazka byla tésné¢ zabalena. Analyza byla provadéna pomoci analyzatoru
rapid N cube (Elementar, Germany). Jako standard pro stanoveni denniho faktoru
byla pouzita kyselina asparagova, ktera byla navdZena do cinovych f6lii po 25 mg ve
Ctyfech opakovani. Po stanoveni denniho faktoru byla provedena vlastni analyza
vzorkd, pfi¢emz pied kazdou odriidou byla jako kontrola analyzovéana kyselina
asparagova.

Hodnoty obsahu dusiku byly pomoci piepoctového faktoru 6,25
automaticky pfevadény na obsah dusikatych latek (NL).

4.7 SDS-PAGE ELEKTROFOREZA PROTEINU

4.7.1 EXTRAKCE PROTEINU
Do centrifugac¢nich mikrozkumavek bylo s analytickou pfesnosti navazeno
kolem 50 mg vzorku konopné mouky, do které byl pfidan 1 ml extrakéniho pufru

(0,0625M Tris-HCI; pH=6,8; 5% BME; 2% SDS). Pied extrakci, ktera trvala
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3 hodiny v ledu pfi 4 °C, a béhem ni byly vzorky promichany. Po ukonceni extrakce
byly vzorky 15 minut centrifugovany pii 4 °C. Poté byl Ciry supernatant z kazdého
vzorku odpipetovan (800 pl) do nové mikrozkumavky. Vzorky byly uchovavany

V mrazicim boxu.

4.7.2 ELEKTROFOREZA

Separace probihala na diskontinudlnim denaturacnim PAGE systému, ktery
se skladal ze 4% zaostiovaciho gelu (pH=6,8; +SDS) a 10% separa¢niho gelu
(pH=10; +SDS). Jamky zaostfovaciho gelu byly naplnéné elektrodovym
Tris-glycinovym-SDS pufrem. Metoda SDS-PAGE byla uskute¢néna na systému
vertikalni elektroforézy SE 600 (Hoeffer, USA).

Pted elektroforézou byl supernatant ziedén destilovanou vodou v poméru
1:1a 100 pl tohoto roztoku bylo smichano s 25 pl nanaSeciho pufru. Nasledovalo
zahtivani vzorkt na teplotu 99 °C po dobu 3 minut. Po zchlazeni byly nanaseny do
jamek v zaostfovacim gelu v mnozstvi 10 pl. Do prvni jamky byl vzdy nanesen
hmotnostni marker Blue Protein ladder 5-245 kDa (Central European Biosystems,
CR). Gely se vzorky byly vlozeny do vertikalni elektroforetické vany s elektrolytem
(0,192 M glycin, 0,025 M Tris, 0,1 % SDS). Elektroforéza probihala prvnich 30
minut pii napéti 150 V anasledné 4-6 hodin pfi napéti 200 V. Aby bylo chlazeni
ucinngjsi byla sestava v pritbéhu separace proteini umisténa v chladnicce.

Po skonleni elektroforézy byly vyjmuté gely oplachnuty destilovanou
vodou a nechany do druhého dne (tj. min. 14 hodin) namocené v roztoku slozeného
z methanolu, kyseliny octové a destilované vody v poméru 5:1:4s0,1 % barviva
Coomassie Brilliant Blue R-250. Tim doslo k obarveni separovanych proteini. Aby
se barvici roztok vymyl z port geld, nechaly se odbarvovat v roztoku methanolu,
kyseliny octové a destilované vody v poméru 2,5:1:6,5 pti aktivnim tfepani o velmi
nizké intenzité na tiepacce.

Odbarvené gely byly skenovany pomoci fotodokumenta¢niho zatizeni Gel
Doc XR+ (Bio-Rad, USA) a digitalizovany zaznam byl vyhodnocen pomoci software
Image Lab (Bio-Rad, USA).
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4.8 STANOVENI OBSAHU BILKOVIN POMOCI BICINCHONINOVE
KYSELINY

4.8.1 EXTRAKCE PROTEINU

Extrakce proteinti na bicinchoninovou metodu probihala obdobné jako
jejich extrakce na elektroforézu. Rozdil byl pouze ve slozeni extrakéniho pufru, ktery
VvV tomto pfipadé neobsahoval merkaptoethanol. Do centrifuga¢nich mikrozkumavek
s 50 mg vzorku konopné mouky byl pfidan 1 ml extrak¢niho pufru (0,0625M Tris-
HCI + 2% SDS). Pied extrakci, ktera trvala 3 hodiny v ledu pii 4 °C, a béhem ni byly
vzorky promichény. Po ukonceni extrakce byly vzorky 15 minut centrifugovany pfii
4 °C. Ciry supernatant byl odpipetovan ve mnozstvi 800 pl do nové mikrozkumavky.

Vzorky byly uchovavany v mrazicim boxu.

4.8.2 KVANTIFIKACE PROTEINU

Ke kvantifikaci celkovych proteini metodou BCA byl pouzit kit Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Kalibra¢ni fada (obr. ¢. 1)
byla sestrojena z riznych koncentraci standardu, kterym byl bovinni sérovy albumin
(BSA).

Obr. ¢. 1: Kalibracéni kiivka

absorbance = 0,1316+0,001"x

koncentrace:absorbance: y =0,1316 +0,001™x; r =0,9968; p =0,00000;
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(Autor: Veronika Bartova)
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Nejprve se pripravil pracovni roztok tim, ze se smichalo 50 dili reagentu A
s 1 dilem reagentu B. Reagent A se sklada z uhli¢itanu sodného, hydrogenuhlic¢itanu
sodného, kyseliny bicinchoninové a vinanu sodného v 0,1M roztoku hydroxidu
sodného. Reagent B je 4% roztok siranu médnatého.

Kwvili vysoké koncentraci bilkovin bylo nutno vzorky ztedit destilovanou
vodou. Prvni adruhé frakce byly ziedény 900ul destilované¢ vody na 100 pl
supernatantu. Pro tieti frakce bylo toto fedéni nedostaCujici, atak byly zfedény
950 pl destilované vody na 50 ul supernatantu.

Dale bylo odpipetovano po 100 pl ze ziedénych vzorkd do kyvet ado
kazdého ptidano 2000 pl pracovniho roztoku. Kyvety byly zavickovany, dukladné
promichany a dany inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Absorbance byla méfena na piistroji xMarkTM Microplate Absorbance
Spectrophotometrer (Bio-Rad, USA), na kterém byla nastavena vinova délka
562 nm.

4.9 VYHODNOCOVANI VYSLEDKU
Zjisténé vysledky byly vyhodnoceny dvoufaktorovou a tfifaktorovou
analyzou metodou ANOVA v programu Statistica. Ke srovnavani byl vyuzit
Fishertv LSD test.
Grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel.
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5. VYSLEDKY

5.1 HMOTNOST TISICE SEMEN
Hmotnost nazek vysla nejméné u odridy Finola, kde ¢inila na tisic kust
11,74 g. Nasledovala odrida Futura 75, kterda méla HTS 14, 57 g, a Tygra, U niz byla
HTS 15,25 g. Témét shodna HTS vysla u odrud Fedora 17 (HTS=16,24 g) a USO 31
(HTS=16,429).

5.2 VYNOSOVE HODNOTY

Primérné relativni vynosy pokrutin ze sledovanych odrid po dvojitém
lisovani 100 g nazek jsou uvedeny na obrazku ¢ 2. Z téchto udaju byly vypocitany
pramérné obsahy tuku, které jsou také obsazeny v nésledujicim grafu. Ve vsech
odrudach nebyl zjistén pomoci Fisherova LSD testu (p <0,05) prikazny rozdil ve
mnozstvi oleje krom& odriidy Finola, kterda méla vy$si vynos pokrutin, atudiz se
vymykala niz§im obsahem tuku.

Pfi néasledném mleti na mouku doslo prumémé k 2,88% ztratdm, coz lze
detailngji vidét opét z obr. €. 2. celkovy vynos mouky ¢inil u odridy Finola 66,78 %,
Fedora 17 66,11 %, Futura 75 64,35 %, Tygra 64,42 % a USO 31 65,94 %.

Obr. &. 2: Vynosové udaje konopného semene
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti p <0,05 (Fishertv LSD

test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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Procentické zastoupeni jednotlivych frakci v mouce bylo ve vSech odrtidach
podobné, jak je vidét na obrazku ¢. 3. Primérné ze vSech odrid zabirala v mouce
nejhrubsi frakce 33,50 %, frakce od 180 um do 250 pm 8,16 % a nejjemng;jsi frakce
tvorila 58,33 % mouky.

Obr. ¢&. 3: Relativni zastoupeni frakci v moukach
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Odlisna pismena nad sloupci Vv grafu indikuji prukazny rozdil na hlading vyznamnosti p <0,05 (Fishertiv LSD

test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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5.3 OBSAH SUSINY
Nejnizsi obsah susiny méla odriida Finola (92,99 %), dale Tygra (93,56 %),
Fedora 17 (93,58 %), Futura 75 (93,74 %) anejvice suSiny obsahovala odruda

USO 31 (93,96 %).

Z obrazku ¢. 4 Ize detailnéji vidét, ze obsah suSiny se lisil 1V jednotlivych

frakcich, kdy nejméné suSiny obsahovala vzdy nejjemnéjsi frakce (prumérné

93,02 %). Frakce od 180 um do 250 um obsahovala suSiny primérné 93,71 %

a nejhrubsi frakce ji méla v priméru nejvice, tzn. 93,92 %.

Obr. &. 4: Obsah susiny

95,00

94,50

e
94,00 —f
g 9336

93,50 93,32

I 92 29

| -+~ M Q

%

93,00

92,50

92,00

91,50

91,00

Finola

a
b
c
d
e

m o o T w

93, 86 f

H nad 250 um

93 00

Fedora

a

b a

c b
94,03 e 94,10
f

a
b
c
d
e

om -~ M Q O

93,84
93,34

Futura Tygra

©180-250 um Hpod 180 um

93,48

92 84

94,50

o o0 T w
-~ 0 Q 0o T

94,01
93,65

Uso 31

Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladin€ vyznamnosti p <0,05 (Fisherav LSD

test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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5.4 OBSAH DUSIKATYCH LATEK
Z obrazku ¢. 5 je jasné patrny velmi vyrazny rozdil v obsahu dusikatych
latek (NL) mezi frakcemi, ktery se zvySoval se zmenSovanim c¢astic v mouce.
Primérné ze vsech odrid bylo ve frakci mouky nad 250 um 8,09 % NL, pfi ¢asticich
velkych 180-250 um bylo NL 16,43 % a v nejjemné&jsi mouce s velikosti ¢astic pod
180 um se nachézelo 37,59 % NL.
Konkrétni vysledky uvadi ptiloha v tabulce €. 2.

Obr. ¢&. 5: Relativni obsah NL
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji priikazny rozdil na hlading vyznamnosti p <0,05 (Fisherav LSD

test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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5.5 OBSAH BILKOVIN

Pti kvantifikaci proteini metodou BCA bylo zjisténo, ze celkové zastoupeni
bilkovin v mouce neni mezi odridami konopi vyrazné rozdilné. Ze zkoumanych
odrid obsahovala v mouce nejméné bilkovin odrada Fedora 17 (23,45 %),
nasledovaly odrudy Tygra (23,87 %), USO 31 (24,26 %), Futura 75 (25,10 %)
a nejhojnéji bilkovin bylo zanalyzovano v mouce odrudy Finola (27,29 %).

Mezi velikostnimi frakcemi byly rozdily podstatné vétsi. Primérné relativni
zastoupeni bilkovin v nejhrubsi frakci bylo 7,35 %, v prostiedni frakci 18,97 %
a v nejjemnéjsi frakei 35,62 %. Nazorné to ukazuje obr. €. 7.

Vsechny vyslé hodnoty jsou uvedeny v ptiloze v tabulce ¢. 3.

Obr. ¢. 7: Relativni obsah bilkovin
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji priikazny rozdil na hlading vyznamnosti p <0,05 (Fisherv LSD

test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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5.6 ELEKTROFOREZA PROTEINU
Obrazek ¢. 6 je vysledek jednoho opakovani elektroforézy. Celkoveé byly

provedeny tii opakovéni s velmi podobnymi V}'fsledky. Je na ném jasné zietelné, jak

s molekulovou hmotnosti kolem 18 kDa a20 kDa apas castic s molekulovou
hmotnosti pfiblizn¢ 34 kDa. Tyto pasy znaci kyselé a zésadité podjednotky edestinu,
které byly oddéleny pomoci merkaptoethanolu. Zbyl¢é kyselé a zasadité podjednotky,
mezi kterymi se disulfidové vazby nerozstépily, identifikuje lehce patrny pas

s molekulovou hmotnosti kolem 52 kDa.

Obr. ¢. 6: Elektroforeticky snimek
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6. DISKUZE

6.1 HMOTNOST TISICE SEMEN

Hmotnost tisice semen vysla U odridy Finola nepatrné nizsi (11,74 g), nez
se obecné uvadi (12-15 g), nicméné jak uvadi Grabowska (2009), velikost semen
zavisi na tom, ve které zemépisné Sifce se rostlina péstuje. Déle uvadi, ze
,v nasich zemépisnych S§itkach“ se HTS pohybuje vrozmezi od 8,4do 135g.
Protoze zminovana studie pochazi ze Slovenska, které se vyskytuje ptiblizn¢ na
stejnych rovnob&zkach jako Ceska republika, lze tento Gdaj srovnavat i s na§imi
vysledky. V tom pfipadé mi vysla tato vynosova hodnota bézna v naSem regionu.
Nizsi HTS, nez je uvedena v tab. ¢. 1, byla navazena jest¢ u odrudy Futura 75,
u ostatnich odrtd se pohybovala vétSinou na dolni hranici uvedeného rozmezi.

Na zdklad¢ Fisherova LSD testu bylo zjisténo, ze HST uzce souvisi

s obsahem oleje. Hladina vyznamnosti pro tato dva parametry vysla p=0,009.

6.2 VYNOSOVE HODNOTY

Obsah oleje vysel primérné 32,53 % z celych semen, coz je o trochu vice,
nez se bézné uvadi. Napiiklad Callaway (2004) tvrdi, ze pro konopné semeno je
typicky obsah tuku kolem 30 % a House (2010) k podobnému tudaji dodava, ze
vétsinu lze vylisovat za studena, ale dle tohoto autora zustane v pokrutinach jesté asi
10 % tuku. Vys$si vynos oleje v této praci vySel proto, Ze byl vypocitan ode¢tem
vynosu pokrutin od celkové navazky nazek pied lisovanim anebyly zapocitany
U odridy Finola, zatimco Vonapartis (2015) uvadi, Zze ze vzorki, které porovnaval
on, obsahoval kultivar Finola oleje nejvice. Samoziejmé porovnaval jiné odriidy, nez
byly hodnoceny v ramci feSeni této bakalaiské prace apodil jednotlivych slozek
semene navic zavisi na mnoha ruznych parametrech (napt. klimatickych
a agrotechnickych).

Nejmensi zastoupeni v mouce méla prostiedni frakce. To je pochopitelné,
protoze obsahuje, na rozdil od zbylych dvou frakci, Castice S dosti omezenym
intervalem velikosti. Naopak nejhojnéji bylo nejjemnéjsi mouky, odivodnila bych to
tim, ze tato frakce vznika predev§im z endospermu semene, kterého ma nazka vice

nez oplodi, zZ néhoz zase vznika podstatna ¢ast nejhrubsi frakce.
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6.3 OBSAH SUSINY
Na zaklad¢ vazkové analyzy bylo zjisténo, Zze nejnizsi obsah susiny je
U nejjemnéjsi frakce a zbylé dvé frakce maji susinu podobnou. Logicky by to mohlo
byt zplisobeno tim, ze pokud je suchy materidl tvofen mensimi ¢asticemi, ma vetsi
plochu, kterou mutize absorbovat vzdusnou vlhkost. Jak bylo zminéno, nejjemnéjsi
frakce také obsahuje nejvice bilkovin, které se vice hydratuji vodou. Nicméné

vSechny frakce mély pftijatelnou vlhkost pod 8 %.

6.4 OBSAH DUSIKATYCH LATEK

Analyza dusikatych latek vysla dle oCekavani, protoze jejich obsah zaroven
poukazuje na obsah bilkovin. Obsah dusikatych latek prudce stoupal se
zmenSovanim ¢astic ve velikostnich frakcich, to znamenad, Ze i obsah bilkovin rostl se
zjeminovanim konopné mouky. Je to diky tomu, ze tuzs$i vlaknité ¢asti nazky,
obsazené hlavné v oplodi, se nenamelou tak najemno jako tfeba pravé vnitini ¢ast
semene, ktera obsahuje zejména bilkoviny. Pfi prosivani se pak nad sity vyselektuje
hruba mouka bohata na vldkninu a pod oka sit propadne jemnéjsi mouka, ve které se
koncentruji bilkoviny. To se shoduje i s tvrzenim, které zastava Malomo (2015 b), ze
konopnou mouku Ize prosévat pres nckolik sit, a ziskat tak vyrobek s vysokym
obsahem bilkovin. Dale tento autor uvadi, Ze proces prosévani opousti material
s vysokym obsahem vlakniny, ktery ma mensi ekonomickou hodnotu nez bilkovinny

produkt.

6.5 OBSAH BILKOVIN

Kvantifikace bilkovin pomoci bicinchoninové kyseliny vysla vice méné
vsouladu s vysledky obsahu dusikatych latek. Zatimco mezi odridami nebyly
vykyvy v zastoupeni bilkovin pfili§ vysoké, velikostni frakce byly v tomto parametru
rozdilné propastné. Rozdily vysledkti mezi zminovanymi metodami jsou zptisobené
tim, Ze prepocet zjiSt€én¢ho obsahu dusiku na dusikaté latky pomoci koeficientu
pochopitelné¢ nemiize zaruéit piesny vysledek, jedna se spise o0 odhad. Stejné tak
kolorimetrické stanoveni obsahu bilkovin neni naprosto spolehlivé. Pro porovnani,
Vv nejhrubsi mouce bylo uréeno 8,09 % NL a 7,35 % bilkovin, V prostiedni frakci
zaujimaly NL 16,43 % a bilkoviny 18,97 %, V nejjemnéjsi frakci bylo stanoveno
37,59 % NL a 35,62 % bilkovin.
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Primérmé vyslo zastoupeni bilkovin Vv konopné mouce 24,79 %. House
(2010) ve své studii pise, ze celé semeno prumérné obsahuje 24 %. Pti jeho vyzkumu
bylo zjisténo v semeni odridy Finola 23,0 % bilkovin apo vylisovani oleje za
studena 30,7 %. Rozdilny obsah bilkovin stanoveny pii vyzkumu K této bakalaiské
praci potvrzuje, ze na slozeni konopného semene maji vliv geografické a klimatické

podminky a mistni agrotechnické faktory.

6.6 ELEKTROFOREZA

Elektroforéza nejen potvrdila zna¢né nerovnomérné rozlozeni obsahu
bilkovin ve velikostnich frakcich, ale také stvrdila, ze nejhojnéji zastoupenou
bilkovinou v konopné mouce je edestin. Ke stejnym vysledkim dosel i Raikos
(2015), ktery tika, ze hexamerova forma edestinu, ktera ma molekulovou hmotnost
kolem 300 kDa, se za redukénich podminek, které jsou zajistény 2-
-merkaptoethanolem, rozpadne na tfi hlavni pasy S pfibliznymi hodnotami
molekulové hmotnosti 34 kDa, 18 a20 kDa, adodava, ze za neredukujicich
podminek by disulfidové vazby mezi kyselymi a zasaditymi podjednotkami edestinu
nebyly naruSeny 2-merkaptoethanolem a nejzietelnéjsi proteinovy pas na

elektroforéze by odpovidal asi 52 kDa.
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7. ZAVER

Pti sledovani vynosovych hodnot péti odrid konopi bylo zjisténo, Ze obsah
vyliskll po vylisovani oleje koreluje s hmotnosti semen. To znamena, Ze pii niz$im
obsahu oleje je i niz$i hmotnost tisice semen.

Také bylo zjisténo, Ze nejvice dusikatych latek, ai bilkovin, je vzdy
zastoupeno ve velikostni frakci konopné mouky S ¢asticemi mensimi nez 180 pm
a této frakce je navic nejvetsi vytézek. Pii péstovani konopi v nasich podminkach je
v nejjemnéjsi frakci primérny relativni obsah bilkovin 35,62 %. To sice neni tolik,
kolik se dosahuje jinymi metodami, naptiklad izoelektrickym sraZzenim bilkovin, ale
na druhou stranu vlaknina, které je Vv mechanicky ziskaném koncentratu znacné
mnozstvi, je z dietetického hlediska také cenny material.

Pii elektroforéze byla potvrzena hojna piitomnost globulinu edestinu
v konopné bilkoving, ktery, jak bylo zjisténo z citovanych zdrojt, je velmi piinosny
pro lidské zdravi, protoze obsahuje vSechny esencialni aminokyseliny aje dobfie
stravitelny.

Celkov¢ lze fici, Ze nejjemné&jsi frakci konopné mouky lze vyuzit jako
bilkovinny koncentrat ke zlepSeni potravinaiskych vyrobki, protoze ma vynikajici
nutri¢ni vlastnosti a pii spravném pouziti mize zlepsit i technologické vlastnosti.
Piednosti konopné mouky je, Ze neobsahuje zadny znamy alergen a muze byt tedy
soucasti i napiiklad bezlepkovych vyrobki. Navic jsou s jejim ziskavanim spojené

niz$i nadklady ve srovnani S Zivo¢iSnymi bilkovinnymi produkty.
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9. PRILOHA

Tab. ¢. 2: Vysledky Dumasovy instrumentaln¢ modifikované metody

(zaokrouhleno)

Obsah N Obsah NL | Odrlida Obsah N Obsah NL

(%] [%] [%] (%]
Finola Ala 1,33 8,32 | Futura 75 B2b 2,66 16,60
Finola Alb 1,15 7,17 | Futura 75 B3a 6,06 37,85
Finola A2a 1,77 11,09 | Futura 75 B3b 6,04 37,76
Finola A2b 1,80 11,25 | Futura 75 Cla 1,20 7,48
Finola A3a 6,00 37,51 | Futura 75 Clb 1,22 7,61
Finola A3b 5,80 36,23 | Futura 75 C2a 3,07 19,21
Finola Bla 1,17 7,29 | Futura 75 C2b 3,02 18,88
Finola B1b 1,30 8,12 | Futura 75 C3a 5,78 36,15
Finola B2a 187 11,69 | Futura 75 C3b 5,87 36,69
Finola B2b 1,82 11,35 | Tygra Ala 1,48 9,24
Finola B3a 6,12 38,25 | Tygra Alb 1,27 7,95
Finola B3b 5,96 37,28 | Tygra A2a 2,83 17,66
Finola Cla 1,26 7,87 | Tygra A2b 2,84 17,78
Finola Cl1b 1,54 9,59 | Tygra A3a 6,00 37,47
Finola C2a 2,70 16,88 | Tygra A3b 5,78 36,12
Finola C2b 2,65 16,54 | Tygra Bla 1,21 7,58
Finola C3a 6,31 39,43 | Tygra Blb 1,22 7,64
Finola C3b 6,19 38,66 | Tygra B2a 2,62 16,38
Fedora 17 Ala 1,47 9,19 | Tygra B2b 2,43 15,16
Fedora 17 Alb 1,35 8,46 | Tygra B3a 6,03 37,67
Fedora 17 A2a 2,34 14,60 | Tygra B3b 5,93 37,09
Fedora 17 A2b 2,19 13,72 | Tygra Cla 1,47 9,18
Fedora 17 A3a 6,37 39,80 | Tygra C1b 1,46 9,16
Fedora 17 A3b 6,14 38,41 | Tygra C2a 3,69 23,05
Fedora 17 Bla 1,24 7,74 | Tygra C2b 3,55 22,18
Fedora 17 Blb 1,39 8,68 | Tygra C3a 5,90 36,90
Fedora 17 B2a 2,78 17,40 | Tygra C3b 6,12 38,25
Fedora 17 B2b 2,92 18,22 | 0SO 31 Ala 1,55 9,68
Fedora 17 B3a 6,45 40,32 | 0SO 31 A1b 1,39 8,69
Fedora 17 B3b 6,53 40,79 | 0SO 31 A2a 3,02 18,84
Fedora 17 Cla 1,31 8,22 | 0SO 31 A2b 2,90 18,16
Fedora 17 Clb 1,29 8,04 | 0SO 31 A3a 5,88 36,73
Fedora 17 C2a 2,86 17,89 | 0SO 31 A3b 5,85 36,56
Fedora 17 C2b 2,68 16,75 | 0SO 31 B1a 1,24 7,73
Fedora 17 C3a 6,27 39,20 | 0SO 31 B1b 1,17 7,32
Fedora 17 C3b 6,25 39,07 | 0SO 31 B2a 2,74 17,11
Futura 75 Ala 1,33 8,30 | 0SO 31 B2b 2,68 16,76
Futura 75 Alb 1,19 7,41 | OSO 31 B3a 5,84 36,49
Futura 75 A2a 2,42 15,10 | 0SO 31 B3b 5,78 36,13
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Futura 75 A2b 2,35 14,69 | 0SO 31 Cla 1,16 7,25
Futura 75 A3a 5,92 36,99 | 0SO 31 C1b 1,17 7,30
Futura 75 A3b 5,72 35,76 | 0SO 31 C2a 2,51 15,68
Futura 75 Bla 1,21 7,58 | 0SO 31 C2b 2,41 15,07
Futura 75 Blb 1,09 6,83 | 0SO 31 C3a 5,66 35,37
Futura 75 B2a 2,77 17,32|0S0 31 C3b 5,89 36,80

Pismena A, B, C znac¢i opakovani; ¢islice v kodu udavaji velikostni frakci (1 znac¢i frakci >250 um;
2 odpovida velikosti <250 pm A >150 pm; 3 je frakce <150 pum); pismena a, b, ¢ oznacuji analytické

opakovani (zdroj: vlastni zpracovani).

Tab. ¢ 3: Vysledky spektrofotometrické kvantifikace bilkovin

(zaokrouhleno)

Odrada Obsah bilkovin [%] Odrada Obsah bilkovin [%]

Finola A1 6,16 | Futura75B 3 35,29
Finola A 2 11,07 |Futura75C1 4,84
FinolaA3 40,66 | Futura 75 C2 23,23
FinolaB 1 7,90 | Futura75C3 32,70
Finola B 2 12,80 | Tygra A1l 9,43
Finola B 3 38,98 | Tygra A2 21,86
FinolaC1 5,61 |TygraA3 29,24
Finola C 2 16,87 | TygraB 1 7,56
Finola C3 41,35 | TygraB 2 22,09
Fedoral7 A1 5,26 | TygraB 3 29,48
Fedoral7 A2 13,86 | TygraC1 13,70
Fedoral7 A3 37,74 | TygraC?2 25,70
Fedoral7B1 5,46 |TygraC3 39,38
Fedora17B 2 16,91 |USO31A1 8,83
Fedora17B 3 37,79|USO31A2 26,46
Fedoral7C1 7,25|USO31A3 32,91
Fedora 17 C2 17,39({USO31B1 5,03
Fedora17C3 24,58 | USO31B2 20,87
Futura75A1 7,51(USO31B3 32,22
Futura 75 A2 17,61|USO31C1 7,38
Futura75A 3 42,12|USO31C2 19,79
Futura75B 1 8,29|USO31C3 39,94
Futura 75B 2 18,00

Pismena A, B, C zna¢i opakovani; ¢islice v kodu udavaji velikostni frakci (1 znaéi frakei >250 pm;

2 odpovida velikosti <250 pm A >150 pum; 3 je frakce <150 pm) (zdroj: vlastni zpracovani).
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