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Abstrakt

Tato prace se zabyva vlivem hydrolyzy proteinovych izolat (PI) ze tfi rliznych
odrad Inu (Libra, Agriol a Raciol) na antioxida¢ni vlastnosti a vybrané¢ funkcni
vlastnosti: rozpustnost, vaznost vody a tuku, emulgacni aktivitu a stabilitu. Soucasti
prace je i vyroba PI ze semen Inu. Hydrolyza byla provedena trypsinem, alkalazou a
papainem S$tépeni trypsinem probéhlo nejmirnéji, zatimco $tépeni papainem bylo
nejintezivnéjsi. Sledovan byl 1 pribéh hydrolyzy béhem reakce a rozsah nastépeni. U
PI i hydrolyzath byla zjiSténa vysoka rozpustnost (témet 100%). Naopak vaznost
vody byla nizsi (3,93 g/g a mén€) nez vaznost tuku (4,34 g/g), kterd se u vétSiny
hydrolyzat §tépenim zvySovala, zatimco vaznost vody klesala. Emulgac¢ni aktivita
vlivem hydrolyzy stoupla (1,47x%), avSak stabilita klesla (1,3x%). Nejlepsi emulgacni
vlastnosti prokazaly trypsinové hydrolyzaty. Velky dopad meéla hydrolyza PI na
obsah polyfenold, ktery byl u alkaldzovych hydrolyzat az 3% vys$i a na antioxidacni

aktivitu, ktera narostla u papainovych hydrolyzati az 2,5x%.

Klicova slova: len, proteinovy izolat, hydrolyza, trypsin, alkalaza, papain, funkéni
vlastnosti, rozpustnost, vaznost vody, vaznost tuku, emulgacni aktivita, emulgacni

stabilita, obsah polyfenolt, antioxida¢ni aktivita



Abstract

This thesis focuses on effect on antioxidant properties and chosen functional
properties: solubility, water and fat holding capacity, emulsification activity and
stability caused by hydrolysis of protein isolates (PI) made from three different flax
varieties (Libra, Agriol and Raciol). Part of this work was production of PI from flax
seed. For hydrolysis trypsin, alcalase and papain were used — hydrolysis by trypsin
was the mildest, while hydrolysis by papain was the most intensive one. Dynamics
and degree of hydrolysis were also observed. Solubility of PI and hydrolysates was
discovered to be very high (almost 100%). On the contrary water holding capacity
was lower (3,93 g/g and less) than fat holding capacity (4,34 g/g), which increased
upon hydrolysis for most enzymes, while water holding capacity decreased.
Emulsification activity rised (1,47%) under the effect of hydrolysis, however stability
dropped (1,3%). The best emulsifiction properties were found out in trypsin
hydrolysates. Hydrolysis caused great impact on content of polyphenols which were
in alcalase hydrolysates up to 3% higher and on antioxidant activity which grew in

papain hydrolysates up to 2,5x%.

Key words: flax seed, protein isolate, hydrolysis, trypsin, alcalase, papain,
functional properties, solubility, water holding capacity, fat holding capacity,

emulgation activity, emulgation stability, polyphenolic content, antioxidant activity
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Uvod

Len sety (Linum usitatissimum L.) je jednou z nejstarSich plodin a v soucasnosti je
stale péstovan ve vice jak 50 zemich svéta. Prestoze se jedna o velmi versatilni
rostlinu, jak uz naznacuje jeji latinské jméno znamenajici ,,velmi uzite¢ny*,
pouzivala se v minulosti pfevazné na vyrobu textilu a papiru. V CR byla ukonéena
produkce pradného Inu v r. 2010 a nadale jsou zde péstovany pouze olejné odrady
Inu, jejichZ plochy kolisaji v zavislosti na poptavce a rentabilit¢ mezi 200-2000 ha s
pramérnym vynosem 1,16 t/ha (Kraus, 2020).

Po vylisovani oleje ze semen vznikaji jako odpadni produkt pokrutiny, které
1ze rozemlet na Inénou mouku. Ta je nej€asteji vyuzivana jako krmivo ¢i hnojivo, coz
je pomérné nedostateCné vyuziti tohoto materidlu, vzhledem k tomu, ze se jedna o
dobry zdroj proteinti. Obzvlast’ ve svétle aktualniho zvysSeného zajmu o rostlinné (a
vSeobecné alternativni) proteiny, ktery je spojen se zdravotnimi benefity jejich
konzumace, vyssi cenou zivocisSnych proteinti a dopadu jejich produkce na zivotni
prostiedi, rostouci vlnou vegetarianstvi a pfedpoklddaném nedostatku proteinti v
budoucnu.

Lnény protein ma vybalancovany obsah AK a vSechny prerekvizity nutri¢né
lepsich proteinii. Pfekazkou v SirSim upotiebeni v lidské vyzivé jsou jeho minimalni
funkéni vlastnosti (pfedevsim rozpustnosti ve vodnim prostredi), které jsou potiebné
pro zafazeni do receptli potravin. K jejich zlepSeni lze vsak pfispét hydrolyzou
proteinu, a to az do t¢ miry ze, vysledné hydrolyzaty mohou zisadné ovliviiovat
strukturu a texturu potravin. Mohou mit zménéné 1 zdravotni Gc¢inky, diky vystépeni
peptidi s fyziologickymi aktivitami, napf. antibakterialni, antidiabetickou,
antioxidac¢ni ¢i antihypertenzni.

Tato prace se vénuje vyrobé proteinového izoldtu ze Inénych semen a
zkoumani vlivu nasledné hydrolyzy pomoci trypsinu, alkaldzy a papainu na obsah
polyfenolll, antioxida¢ni aktivitu a vybrané funkéni vlastnosti: rozpustnost ve vode¢,
vaznost vody a tuku, emulgacni aktivitu a stabilitu. Sledovan byl i prabéh hydrolyzy

a stupeni naStépeni vysledného hydrolyzatu.



1 Lnéné semeno

1.1 Morfologie a anatomie plodu a semene

Lnéna semena jsou ulozena v tobolkdch délenych na pét pouzder, které jsou dale
rozdéleny ofasenymi ¢i hladkymi septy. Jedna tobolka tedy mtize obsahovat
maximalné¢ 10 semen, normalni je vSak pocet 5-6 semen na tobolku.

Semena jsou zplo§téla, na prlifezu oboustranné vypoukld, vej€itého tvaru,
dlouha pfiblizn€ 4-6 mm, s lesklym, hladkym povrchem, jehoz zbarveni se pohybuje
od syté¢ hnédé po okrové zlutou. Jednotlivé odriudy se, kromé chemického slozeni
semene li§i hlavné velikosti, vahou a barvou (Divi§, 2010; Spaldon, 1986).
Hmotnost tisice semen (HTS) se udava okolo 5 + 1 g, nicmén¢ je mozné setkat se i s
vyS$$imi hodnotami, obzvlast’ jde-li o olejné odriidy (Daun et al., 2003).

Anatomicky lze semeno rozdélit na pét vrstev osemeni (testy), endosperm a
embryo, které se sklada ze dvou déloh (coletydon), zarode¢ného kotinku (radixu) a
vzrostného vrcholu (Divis, 2010).

1.2 Chemické sloZeni Inénych semen

Chemickou analyzou byly zjiSténo, Ze Inéné semeno obsahuje primérné 4-8 %
vlhkosti, 30-40 % tuku, 20-35 % dietni vldkniny, 20-30 % proteini a 3-4 %
popelovin (Coskuner a Karaba, 2007).

1.2.1 Lipidy

Nejvétsi slozkou Inénych semen jsou lipidy, které predstavuji pro semeno hlavni
zdroj energie pro kliceni. Zaujimaji az 45 % suSiny, z toho je 75 % ulozeno v
délohéch, 22 % v obalu semene a 3 % v embryu (Daun et al., 2003). V semeni se
vyskytuji ve form¢ drobnych tukovych kapének o priméru 1,3 pm, jejichz povrch je
tvofen obalovym proteinem oleosinem, ktery pfedstavuje az 1,3 % z jejich hmoty.
Vnitini obsah kapénky tvoti neutralni lipidy (98 %), fosfolipidy (0,9 %) a volné MK
(0,1 %) (Tzen et al., 1993). Jako hlavni skupiny lze oznacit (tri)acylglyceroly a MK,
méné zastoupené skupiny jsou sterolestery, glykolipidy a fosfolipidy.

U tradi¢nich olejnych odrtd je nejzastoupenéjsi MK vicenenasycena kyselina

a-linolenova, kterd mlze presahnout i 50 % veskerych MK. Vyznamnéji obsazeny

jsou i mononenasycend kyselina olejova (18 %), vicenenasycend kyselina linolova



(14 %) a nasycené kyseliny palmitova (5 %) a stearova (3 %) (Daun et al., 2003).
Pomér ®-6 a ®-3 MK je primérné 0,3:1, coz odpovidd poméru typickému pro
moiské ryby a plody (Bernacchia et al., 2014). Rozlozeni obsazenych MK neni v
semeni homogenni, a pfedevs§im olej obsazeny v embryu ma jedinecnou skladbu MK
oproti zbytku semene (Dorrell, 1969). Kromé klasickych odriid byly navic
vySlechtény 1 odridy se zménénou skladbou MK na nizky nebo stfedni obsah
kyseliny a-linolenové.

Lipidicka faze také obsahuje, diky svému nepolarnimu charakteru, rozpusténé
vitaminy skupiny E — tokoferoly (a, 6, ale hlavné y) a tokotrienoly
(plastochromanol-8), steroly (stigmasterol, campesterol, 6-5-avenasterol) a rtzné
pigmenty jako napf. karotenoid lutein nebo omezené chlorofyly (Bernacchia et al.,

2014; Daun et al., 2003).
1.2.2 Sacharidy

V semeni jsou kromé lipidit hojné obsazeny 1 proteiny (viz 2.2.3) a sacharidy.
Sacharidy jsou soustiedény hlavné v osemeni. Stravitelné sacharidy pfitom tvoii jen
1-2 % z celkového mnozstvi. Zbytek je tzv. dietni vldknina, koncentrovana
pfedev§im v epidermalni vrstvé, kterou mizeme dale délit na rozpustny sliz a
nerozpustny lignin a celulozu (Bekhit et al., 2018).

Velky vyznam ma obzvlast’ vlaknina ve formé slizu diky svym potencialné
zajimavym vlastnostem, jako napf. vysokd rozpustnost, viskozita, bobtnavost,
schopnost vazat vodu, emulga¢ni aktivita atd. (Dev a Quensel, 1988; Mazza a
Biliaderis, 1989). V semeni zaujima 7-10 % celkového obsahu a chemicky je tvofena
dvéma skupinami polysacharidi — z 83 % neutrdlnimi arabinoxylany a
galaktoglukany a ze 17 % kyselymi pektinoidnimi molekulami. Konkrétni sloZeni je
proménlivé v zavislosti na odridé, obvykle je uvadéna smés L/D-galaktozy, D-
xylozy, L-arabindzy, L-rhamozy, kyseliny D-galakturonové, L-fukozy a D-glukozy.
(Bekhit et al., 2018; Shim et al., 2014; Kajla et al., 2015; Bernacchia et al., 2014).
1.2.3 Proteiny

Proteiny jsou hlavnim zdrojem dusiku pro kli¢ici semeno. VétSina (56-70 %) je

ulozena v délohdch semene, zbytek je obsaZen v osemeni a endospermu (Shim et al.,
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2014). Obsah proteinti se mize pohybovat od 10 do 31 % (Shim et al., 2014),
pfi¢emz plati, Ze mnozstvi bilkovin je nepfimo imérné obsahu tukid v semeni (Daun
a Przybylski, 2000). Obecné se vSak uvadi primérna hodnota 20-30 %, ktera je vSak
lehce nadhodnocena, jelikoZ nepocita s neproteinovym dusikem vyskytujicim se v
semeni ve form¢ vitamind, sinapinu, cholinu a kyanogennich glykosida (Bekhit et
al., 2018; Daun et al., 2003).

Lnény protein lze rozdélit na dvé hlavni frakce: vysokomolekuldrni a
nizkomolekularni, znamé téz jako linin a kolinin (Bekhit et al., 2018).
Vysokomolekularni frakce jsou v solnych roztocich rozpustné globuliny, které jsou
zasobnim proteinem semene a tvoii az 80 % veskerého proteinu. (Wu et al., 2019;
Bernacchia et al., 2014). Velikost globulinové frakce je odhadovana na 252-298 kDa,
se sedimentacnim koeficientem 11-12 S (Wu et al., 2019). Strukturalné se sklada z 5
ruznych podjednotek o velikostech 14,4 — 24,6 — 30,0 — 35,2 a 50,9 kDa (Marcone et
al., 1998). Z toho frakce o velikosti 30,0 a 35,2 kDa jsou acidické a frakce o velikosti
24,6 kDa bazicka (Wu et al., 2019). Nizkomolekularni frakci tvoii ve vodé rozpustné
albuminy, ptedstavujici pravdépodobné metabolicky protein, které zaujimaji zhruba
20 % z celkového proteinu semene. Velikost albuminové frakce je 16-18 kDa, se
sedimentacnim koeficientem 1,6-2 S. Strukturné se jedna o jediny linearni fetézec
(Wu et al., 2019; Bernacchia et al., 2014).

SloZenim AK se Inény protein podoba s6jovym proteintim (Shim et al., 2014),
avSak hodnotou aminokyselinového skore 82 je i pred¢i (Wu et al., 2019). Protein je
bohaty na arginin, kyselinu glutamovou/glutamin a kyselinu asparagovou/asparagin
(Wu et al., 2019; Shim et al., 2014; Bekhit et al., 2018). Lnény protein je téz dobrym
zdrojem sirnych AK cysteinu a methioninu a vétvenych AK, tj. valinu, leucinu a
izoleucinu (Bernacchia et al., 2014). Limitujici AK je lysin (Kajla et al., 2015).
Nicméné je jeho obsah v dobrém poméru vici ostatnim AK (napf. pomér lysinu ku
argininu je 0,37), coz indikuje pozitivni vliv na srde¢ni ¢innost. (Wu et al., 2019;
Bekhit et al., 2018). Nizky je téZ obsah threoninu a tyrosinu, (Bernacchia et al.,
2014). Nejveétsi rozdily v obsahu mezi odridami vykazovali izoleucin a kyselina
asparagova. Prostedi zase nejvice ovliviiovalo obsah argininu, methioninu, serinu,

tyrosinu a kyseliny glutamové (Daun a Przybylski, 2000).
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Speciélni skupinou jsou cyklinopeptidy, nachazejici se v oleozomech semene.
Lnéné cyklinopeptidy (CLs) patii do skupiny hvozdikovité (typ VI). Jedna se o tzv.
orbitidy, coz jsou homomonocylinopeptidy. Ty Inéné ¢itaji 8-9 AK, a maji velikost
cca 1 kDa. Nejvice zastoupeny je CLA, hojnéji obsaZzené jsou i1 CLs obsahujici
methionin-S-oxid. Zajimavé jsou pifedev§im pro své bioaktivni vlastnosti, dané
pravdépodobné jejich AK sekvenci, napt. imunosupresivitu, antimalarické ucinky a
rizné dalsi inhibi¢ni procesy. Oxidace nékterych CLs muze také stat za hotkosti delsi
dobu skladovaného vylisovaného oleje. (Shim et al., 2014)
1.2.4 Mineraly a vitaminy
Z mineralt je ve Inéném semenu nejvice zastoupen draslik (560-920 mg/100 g) a
fosfor (650 mg/100 g), vyznamné je i mnozstvi zeleza, zinku a manganu (Kajla et al.,
2015; Bernacchia et al., 2014). Semena jsou 1, kromé vySe uvedenych (viz 2.2.1), v
tucich rozpustnych, vitaminti, zdrojem vitamin skupiny B (pfedevs§im niacinu) a
vitaminu C (Bernacchia et al., 2014).
1.2.5 Fenolické latky
Z nutricné-terapeutického hlediska je zajimava i minoritné zastoupend skupina
fenolickych latek (v mnozstvi 0,8-1,3 g/100 g) (Daun et al., 2003). Jednd se o
derivaty kyseliny benzoové a skoficové v esterifikované ¢i etherifikované formé,
které jsou ve Inénych semenech obsazené jako jednoduché fenolické kyseliny a
flavonoidy v nelipidické ¢asti nebo jako komplexni difenolické lignany v osemeni. Z
fenolickych kyselin byly izolovany kyseliny p-hydroxybenzoova, chlorogenova,
ferulova, kumarova, vanilinova, sinapova, gallova, kavova a protokatechova (Hall et
al., 2006). Hlavnim lignanem je sekoizolariciresinol diglukéza, kromé toho se v
semenech vyskytuji v men$i mife i jiné lignany jako napf. izolariciresinol,
pinoresinol a matairesinol (Meagher et al., 1999).

1.2.6 Antinutricni latky

Mén¢ Zadouci jsou latky s antinutriénim efektem. U Inénych semen patii mezi hlavni
predstavitele této skupiny kyselina fytoova, linatin a kyanogenni glykosidy.
Kyselina fytoova je hlavnim zdrojem fosforu pro klicici semeno a tvofii 0,8

-1,5 % semene, coz je mnoZstvi srovnatelné s tim obsaZzenym napt. v araSidech ¢i
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soje, presto je to mén¢, nez je obvyklé u jinych olejnin (Bekhit et al., 2018).
Antinutriéni vyznam ma kyselina fytoova ptedev§im kvili schopnosti indukovat
deficienci zinku diky silnému chelata¢nimu G¢inku na mono- a divalentni kationty,
jako je pravé zinek, draslik, hoif¢ik a Zelezo nebo dokonce i na proteiny a Skroby
(Harland a Moris, 1995).

Syndrom deficience mlize zpisobovat i antivitamin linatin, zvany také jako
antipyridoxinovy faktor. Jedna se o polarni latku, kterd se nachazi v délohach semene
a pusobi jako inhibitor vitaminu Be. Bézna lidskd strava vSak obsahuje dostatek
vitaminu Bs, aby nedochazelo k jeho absolutni inhibici linatinem (Bekhit et al.,
2018).

Problematickou skupinou jsou i kyanogenni glykosidy. Ze Inu byly izolovany
diglykosidy linustatin a neolinustatin a monoglykosidy linamarin a lotaustralin.
Béhem traveni se $tépi a uvoliuji tim toxicky kyanid, nebo piipadné degraduji na
thiokyanaty, zplsobujici deficienci jodu (Bekhit et al., 2018). Jejich pomér (obzvlast
zastoupeni monoglykosidll) i mnozstvi se pfitom v semeni béhem dozravani méni od
5 % v nezralych semenech az po 0,1 % ve vyzréalych (Cutler a Conn, 1964, Bacala a
Barthet, 2010). Plati pfitom, ze dospély jedinec by mél byt schopny detoxifikovat
davku 30-100 mg kyanidu, coZ odpovida vice nez 1 kg Inéné¢ho semene (Daun et al.,
2003). Nebezpecnost téchto glykosidi je tedy relativni, obzvlast vezmeme-li v
uvahu, ze maji tendenci ptfirozené¢ degradovat v poskozenych (napf. rozemletych)
semenech nebo po vystaveni vys§im teplotam (Hall et al., 2006; Daun et al., 2003).

Kromé¢ toho ma len tendenci kumulovat v semenech kadmium. Jeho mnozstvi
zavisi predevs§im na hladin€ prvku v ptid€ a na dané odridé. Obecné vsak lze fici, ze
riziko konzumace Inénych semen v tomto kontextu je nizsi, nez je tomu napiiklad u
ryze ¢i pSenice (Hocking a McLaughlin, 2000).

V semeni se v mens$i mife vyskytuje také inhibitor trypsinu, jehoZ mnozstvi je
vSak malé v porovnani se sojou ¢i fepkou. HlaSeny byly i piipady alergické reakce po
poziti produktli s obsahem Inénych semen (Daun et al., 2003; Hall et al., 2006).

2 Hydrolyza proteini

Hydrolyza proteint je proces, béhem kterého dochazi ke Stépeni peptidovych vazeb

bilkovin za vzniku peptidi riiznych délek a AK slozeni (McCarthy et al., 2013;
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Panyam a Kilara, 1996). Peptidové fragmenty jsou pfitom zaroven produkty i
vychozi materidl pro dalsi, paralelné probihajici, Stépeni (Qi a He, 20006).

RozliSujeme né€kolik druhi hydrolyzy: tepelnou, chemickou (a to bud
kyselou ¢i alkalickou) a enzymatickou (McCarthy et al., 2013; Schaafsma, 2009).
Enzymatickd hydrolyza mé oproti zbyvajicim typtim né¢kolik vyhod — reakce probiha
za mirnych podminek, velmi rychle a specificky a lze ji provadét v mnoha variantach
(Schaafsma, 2009). Jejimi hlavnimi dasledky je snizeni molekularni hmotnosti,
narist skupin schopnych ionizace a odhaleni hydrofobickych skupin proteint
(Panyam a Kilara, 1996). Na jeji prub¢h ma vliv specifita enzymu, stupeii denaturace
proteinu, koncentrace substratu a enzymu, aktivita enzymu, pH, iontova sila, teplota,
tlak a pfitomnost inhibitort (Panyam a Kilara, 1996; Qi a He, 2006). V zavislosti na
podminkach hydrolyzy miize byt protein hydrolyzovén lehce, stfedn€ nebo rozsahle
(Panyam a Kilara, 1996).

Vysledkem c¢astecné proteolyzy je proteinovy hydrolyzat, definovany jako
smés polypeptidl, oligopeptidii a AK. ,,Hrubé* proteinové hydrolyzaty mohou byt
dale oSetfeny inaktivaci teplem, (ultra)filtraci (kterd se vSak nedoporucuje kvili
znacnému snizeni vynosu pii souc¢asném zvysSeni nakladii na produkei), centrifugaci,
precipitaci, koncentraci, suSenim, hydrolyzou exoprotedzami nebo oSetfenim
specifickymi enzymy (McCarthy et al., 2013; Schaafsma, 2009; Panyam a Kilara,
1996). Pii vyrob¢ proteinovych hydrolyzati vhodnych pro potravinaiské vyuziti je
klicova zejména kontrola molekularni velikosti vznikajicich peptidi, coz je vSak
obvykle velmi obtizné, nicméné feSitelné s pouZitim vysoce specifickych protedz
(McCarthy et al., 2013; Qi a He, 2006, Briones-Martinez et al., 1997).

Soucasti proteinovych hydrolyzati mohou byt i1 produkty se zvlaStnim
nutricnim efektem, které lze podle jejich charakteristik rozdé¢lit do dvou hlavnich
skupin — na frakce s relativné vysokym obsahem urc¢itych AK a bioaktivni peptidy
(3-20 AK dlouhé fetézce, jejichz nutri¢ni hodnota je vyssi nez by byla u odpovidajici
smési volnych AK, aktivované vystépenim z piivodniho proteinu, pfi¢emz pro jejich
aktivitu jsou klicové kromé AK sekvence i N- a C- termalni konce (McCarthy et al.,

2013; Schaafsma, 2009).)
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3 Proteazy

Enzymatickd hydrolyza bilkovin probihd za katalytické ucasti enzymi patticich do
ttidy 3.4 - proteaz. Jejich spole€nym znakem je schopnost $tépit peptidové vazby za
ucasti vody. Mnoho z nich v8ak ma i dalsi aktivity jako napft. esterovou, koagulacni
¢i transpeptiddzovou (Vodrazka, 1991).

Obecné je Ize rozdélit na exoprotedzy a endoproteazy. Exoprotezazy odstépuji
AK vzdy od konce bilkovinného fetézce. Na N-konci $té€pi aminopeptidazy a di- a
tripeptidyl-peptiddzy a na C-konci karboxypeptiddzy a peptidyl-dipeptidazy.
Endoprotedzy Stépi uvnitt AK sekvence bilkoviny. Specialni skupinou jsou
oligopeptidazy, které jsou schopné §tépit pouze peptidové fragmenty do maximalni
délky 17 AK. (Barrett, 2001)

Protedzy se daji dale délit na zdkladé mechanismu jejich uG¢inku, a to na
serinové (viz 4.1), cysteinové (viz 4.2), aspartatove, metalloproteazy, threoninové a
glutamatové (Barrett, 2001; Bakardjijeva, 2015).

Aspartatové protedzy, jinak také karboxylové ¢i kyselé (podle jejich pH
optima), funguji na principu nekovalentni acidobazické katalyzy (Dunn, 2001). V
jejich aktivnim centru se nachéazi aspartatové zbytky s karboxylovymi skupinami,
mezi nimiz je vodikova vazba (Rao et al., 1998; Dunn, 2001). Tyto zbytky aktivuji
molekulu vody, kterd nasledné nukleofiln€ napadd peptidovou vazbu a S§tépi ji
(Bakardjijeva, 2015).

Na principu nekovalentni katalyzy funguji 1 metalloprotedzy, které maji ve
svém aktivnim misté dvojmocny kov (nejcastéji zinek). Ten puasobi silnym
elektrofilnim tahem a tim koordinuje vazbu s vodou, s niz se poté vaze vodikovou
vazbou zbytek kyseliny glutamové, ktera poskytne proton k rozstépeni peptidové
vazby proteinu. (Dunn, 2001)

Nejnovéjsimi  skupinami  jsou threoninoné protedzy, Stépici kovalentni
katalyzou s pomoci nukleofilniho threoninového zbytku na N-konci enzymu
(Bakardjijeva, 2015), a nedavno reklasifikované glutamatové protedzy, jez
nekovalentné $tépi prostfednictvim molekul vody aktivovanymi katalytickou dyadou

glutamatu a glutaminu (Sims et al., 2004).
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3.1 Serinové proteazy

Serinové proteazy, nékdy nazyvané téz -OH protedzy, jsou nejvice prostudovanou
skupinou. Maji aktivni centrum ve tvaru mélké prohlubné, jehoz kli¢ovou casti je
-OH skupina zbytku serinu ve fyzické blizkosti histidylu a zbytku kysel¢ AK (napf.
aspartatu). Tyto AK jsou navzdjem propojené vodikovymi vazbami a tvoii tak
nabojovou (protonovou) stafetu. Pokud dojde ke spojeni substratu s aktivnim mistem
enzymu, vyvold to zaporny naboj na kysliku serinové -OH skupiny, v dasledku toho
dojde k pienosu protonu na histidyl a z n¢j na N substratu, ¢imz dojde k pferuSeni
peptidové vazby a uvolnéni odstépeného peptidu. Zbytek bilkoviny je kovalentné
spojen se serinem a tvoii tak acetylenzym. K uvolnéni zbytku bilkoviny z enzymu
dochazi ptisobenim molekul vody. (Vodrazka, 1991)

Serinové protedzy jsou velmi rozsifené. Dle jejich specifity 1ze identifikovat
nekolik dil¢ich skupin: trypsinovy typ, ktery s§tépi za kladné nabitymi AK, jako je
arginin a lysin, chymotrypsinovy typ, ktery §tépi za velkymi hydrofobnimi AK jako
jsou fenylalanin, tryptofan a tyrozin, a elastazovy typ, ktery $tépi za malymi AK,
jako napf. glycin, alanin a valin (Bakardjijeva, 2015; Rao et al., 1998).

3.1.1 Trypsin (EC 3.4.21.4)

Jednim ze zastupcii serinovych proteaz je trypsin. Jednd se o zivocCiSnou protedzu,
kterd vznikd od$tépenim hexapeptidu (mezi Lys® a Ile’) od N-konce svého
proenzymu, trypsinogenu. Enzym ma podobu jednoifetézcového polypeptidu,
dlouhého 223 AK, o molekuldrni hmotnosti 23,4 kDa. Jeho nativni forma se nazyva
B-trypsin a je prekurzorem pro a-trypsin, ktery z néj vznika autolyzou (mezi Lys"' a
Ser'??). Sekundarni struktura je tvofena 6 disulfidickymi mustky. Aktivni centrum je
tvofeno His* a Ser'®. (Sigma-Aldrich, 2007a)

Trypsin $tépi vysoce specificky na C-termindlnim konci substratu, kde
rozeznava peptidové vazby mezi argininem a lysinem (Qi a He, 2006). Rychlost
reakce muZe byt omezena, pokud se za témito AK nachéazi na jakémkoli konci zbytek
kyselé AK, anebo se miize dokonce uplné zastavit, nasleduje-li na C-konci prolinovy
zbytek (Sigma-Aldrich, 2007a). Vyslednym produktem takového Stépeni jsou
fragmenty velké 15-20 AK s argininem ¢i lysinem na konci (Shannon, 2001;

Vodrazka, 1991). Kromé& peptidovych vazeb je trypsin schopny S$tépit i esterové
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vazby a amidové vazby syntetickych derivatl, jakozto i AK (Sigma-Aldrich, 2007a).
Jeho optimalni teplotni podminky jsou ur€eny organismem ptvodu, nicméné
se vétSinou jednd o hodnoty kolem 40 °C, pH optimum je mezi 7-9 (Chelulei

Cheison et al., 2011; Buck et al., 1962).
3.1.2 Alkalaza (EC 3.4.21.62)

Alkaldza, zndma téz pod jmény subtilizin A nebo subtilizin Carlsberg, je
extracelularni endoprotedza serinového typu, produkovana bakteriemi Bacillus
licheniformis (Graycar, 2013).

Je produkovand ve formé& preproenzymu, ktery obsahuje piiblizné 77 AK
dlouhy propeptidovy segment, jehoz vystépenim vznikd aktivni forma alkalazy
(Shinde, 2011). Ta md monomerni podobu s fetézcem dlouhym 274 AK a
molekularni vahou 27,5 kDa (DeLange a Smith, 1968; Graycar, 2013). Katalytické
misto je tvofeno Ser”', His* a Asp* (Gupta et al., 2002).

Stépeni touto protedzou probihd nespecificky, diky jeji schopnosti
hydrolyzovat témét vSechny typy peptidovych vazeb. Nicméné u ni mizeme
pozorovat lehkou preferenci neutralnich ¢i acidickych AK v pozici P1 (Bankus a
Bond, 2001). Enzym je velmi stabilni v rozmezi pH 7-10, kde také lezi bod jeho
maximalni aktivity, teplotni optimum je mezi 55-60 °C (Graycar, 2013; Sigma-
Aldrich, 2007b).

3.2 Cysteinové proteazy

Velmi podobny mechanismus jako serinové protedzy maji 1 cysteinové proteazy
(nazyvané taktéz thiolové ¢i sulfhydrylové). V jejich aktivnim centru se nachazi
thiolova skupina zbytku cysteinu a histidyl. Proteolyza probiha opét pies tvorbu
kovalentni vazby mezi substraitem a cysteinem enzymu, kterd je pozd¢ji uvolnéna
pusobenim molekul vody. (Vodrazka, 1991) V ramci skupiny rozeznavame podle
specifity nekolik typl: papainovy, trypsinovy, specificky pro kyselinu glutamovou a
ostatni (Rao et al., 1998).

3.2.1 Papain (EC 3.4.22.2)

Jako zéastupce cysteinovych proteaz lze uvést papain. Jde o rostlinnou proteazu,

nejcastéji pouzivanou ve formé papainového preparatu ziskavané¢ho ze suSeného
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latexu nezralych plodi Caprica papaya, které mimo n¢j obsahuji i dal$i enzymy jako
jsou chymopapain ¢i lysozym (Vodrazka, 1991).

Ma podobu proteinového fetézce Citajiciho 212 AK, o velikosti 23,4 kDa,
slozeného tfemi disulfidickymi mitstky do dvou domén, uspotadanych do tvaru V.
Mezi nimi je §térbina pro substrat s katalytickym jadrem tvofenym Cys®, His'’ v
blizkosti Asn'”, které je tudiz analogem aktivniho centra serinovych proteaz (Mitchel
et al., 1970; Storer a Ménard, 2013).

Papain ma Sirokou substratovou specifitu, pficemz preferuje arginin a lysin na
pozici P1 a AK s velkym hydrofobickym fetézcem, jako napi. fenylalanin nebo valin,
na P2. Nestépi vSak, pokud je na pozici P1' valin (Bankus a Bond, 2001). Krom¢é
hydrolyzy peptidovych vazeb mtlize papain $tépit i vazby amidové a esterové. Znama
je ungj 1 koagula¢ni a synteticka aktivita (Vodrazka, 1991).

Papain, jakoZto cysteinova protedza, je naklonéna spiSe neutrdlnimu pH
reakce. Stabilni je v rozmezi pH 5-9, jeho pH optimum je vSak pro vétSinu substrat
7 (Rao et al., 1998; Vodrazka, 1991). Enzym je také vysoce termostabilni a funguje i
pii teplotach 80-90 °C, jeho idealni teplota prostiedi se pohybuje kolem 55-60 °C
(Frahat et al., 2016).

4 Technologické vlastnosti

Technologické neboli funkéni vlastnosti proteinti jsou fyzikalné chemické vlastnosti,
ovliviljici zpracovani a chovani proteint v kone¢ném produktu (Vojdani a Whitaker,
1994). Bézné potravinové proteiny maji obvykle dobré technologické vlastnosti,
nicméné na né¢ ma velky vliv pl konkrétniho proteinu, pH, iontova sila a teplota
spektru podminek (Patterson, 2008; Panyam a Kilara, 1996). To je dosazitelné
pomoci hydrolyzy proteinti, ktera mize zlepSovat rozpustnost, pénivost a emulgacni
vlastnosti (Vojdani a Whitaker, 1994).

Funk¢ni vlastnosti jsou ovlivnény vnitinimi faktory, jako je sloZeni proteinu,
pfipadné smeési proteind, jejich monomerni ¢i oligomerni povaha, flexibilita,
hydrofobicita, povrchovy naboj, koncentrace, pl, vazané¢ ligandy. Dale maji vliv 1
externi faktory, tj. teplota, pH, oxidac¢ni Ci redukéni stav prostiedi, nebo pfitomnost

soli a iontl, vody, karbohydratt, lipidd, slizli, povrchové aktivnich latek ¢i tiislovin.
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Ovlivnéné mohou byt funk¢ni vlastnosti 1 formou, kterou je s proteiny zachazeno pfi
jejich zpracovani, napt. ohfev, okyseleni, pfidani protiiontl, zména iontové sily,
vystaveni redukénim podminkdm, suSeni, skladovani nebo rizné modifikace.

(Kinsella a Whitehead, 1989)
4.1 Rozpustnost

zasadni vliv na ostatni funkcni vlastnosti. Obzvlast znatelné je to v ptipadé tvorby
gell, pénivosti ¢1 emulgacnich vlastnosti (Meinlschmidt et al., 2006). Sama o sob¢
ma kli¢ovou roli naptiklad pfi vyrob¢ népojii (Vojdani a Whitaker, 1994).

Idedlnim stavem je vysoka rozpustnost v Sirokém spektru pH, teplot,
koncentraci a obsahti soli (Neklyudov et al., 2000). Nejvétsi vliv na rozpustnost ma
pritom pH prostfedi (McCarthy et al., 2013).

ZlepSeni rozpustnosti 1ze dosahnout hydrolyzou piivodniho proteinu, to vede
ke zmenSeni velikosti molekul a odhaleni ionizovatelnych a karboxylovych skupin.
Nejvice pozorovatelné zlepSeni nastava pti pH 4-5 (Neklyudov et al., 2000).

4.2 Vaznost vody a tuku

Vaznost vody je definovana jako schopnost zadrzovat vodu ve 3D struktufe proteinu.
Dle jinych definic jde o mnozstvi vody neodd¢litelné centrifugaci ¢i nezamrazitelné
pii -40 °C. Tato vlastnost hraje hlavni roli pii tvorbé textury jidla. (Zayas, 1997)
Toho je vyuzivano napf. pii zpracovani masa a vyrob& parkti ¢i chlebovych a
dortovych tést (Vojdani a Whitaker, 1994).

Vaznost vody byva po hydrolyze proteinu vyssi. Mira zlepSeni zéavisi na
pouzité proteaze, tepelné uUpravé vychoziho materialu ptfed izolaci proteinu a pH
hydrolyzy (Panyam a Kilara, 1996).

Vaznost tuku charakterizuje schopnost proteinti absorbovat a vazat tuky ¢i
oleje. Absorbovany olej je vSak zpétn€ velmi Spatné odd¢litelny. K pohlceni lipida
dochazi pomoci nepolarnich fetézcii proteinu, které interaguji s hydrokarbonovymi
fetézci lipidd. Mira této schopnosti koreluje s velikosti hydrofobického povrchu
proteinu a je tedy ovlivnénd zdrojem proteinu, jeho zpracovanim, slozenim aditiv,
velikosti partikuli a teplotou. Nejlepsi vaznost tuki obvykle maji nerozpustné

hydrofobické proteiny. (Zaya, 1997) Vyuzivana je tato vlastnost pii zpracovani masa,
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vyrob& parkii a piipravé nékterych tést (naptf. donutovych) (Vojdani a Whitaker,
1994).

4.3 Emulgaéni vlastnosti

Tvorba emulze (homogenni substance ze dvou odliSnych, nemisitelnych fazi)
vyzaduje mnoho energie, jejiz mnoZzstvi lze snizit pfidanim povrchové aktivnich
latek usnadiiujicich emulgaci stabilizaci rozhrani fazi a zcelenim emulze. Do této
kategorie spadaji i nékteré proteiny, diky jejich amfifilické povaze. Jejich emulgacni
schopnost je ovlivnéna hydrofobicitou, flexibilitou a AK slozenim proteinu (Panyam
a Kilara, 1996). Jednim z kritérii hodnoceni je emulgacni aktivita, kterd vyjadiuje
max. objem emulze vznikly po pfidani jednotky proteinu.

Zména emulgacnich vlastnosti po hydrolyze proteinu, zavisi predev§im na
stupni probéhlé hydrolyzy, jelikoz limitovana hydrolyza odhaluje hydrofobické
skupiny proteinu. Mirné rozstépeni proteinu vlastnosti zlepsuje, zatimco extenzivné
Stépené proteiny maji zhorSené emulgacni schopnosti (McCarthy et al., 2013).
Mnoho proteind ma limit emulgaceschopnosti u peptidd o molekularni vaze 2,4-
2,5 kDa. Naopak peptidy o délce 20 AK a vice patii mezi silné emulgatory
(Neklyudov et al., 2000).

Emulgacni vlastnosti proteinli nachdzi nejcastéji upotiebeni pii vyrobé parkd,

polévek a dortovych tést (Vojdani a Whitaker, 1994).
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5 Cile

Cilem mé diplomové prace byla vyroba bilkovinnych hydrolyzath a vyhodnoceni

stupné jejich hydrolyzy, technologickych vlastnosti a antioxidacni aktivity. K vyrobé

bylo pouzito tii riznych odrid olejnatého Inu (zastupujicich skupiny dle skladby

nenasycenych mastnych kyselin) a tfi modelovych druhii protedz (rostlinné,

zivoc¢isné a mikrobialni). Vyroba a analyza proteinovych hydrolyzatt byla provedena

v téchto krocich:

odslizeni a usuSeni semen
vylisovani oleje

rozemleti vyliski a prosati mouky

izolace celkového proteinu alkalickou extrakci a izoelektrickou precipitaci

vyroba proteinového koncentratu lyofilizaci
hydrolyza za optimalnich podminek proteaz
hodnoceni stupn¢ hydrolyzy a spektra peptidi
hodnoceni technologickych vlastnosti:

* rozpustnosti

* schopnosti vazat vodu a tuk

* emulgacni aktivity a stability
hodnoceni antioxida¢ni aktivity a obsahu polyfenol

statistické vyhodnoceni dat a evaluace vysledki
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6 Material a metody
6.1 Vychozi materialy

Vychozim materidlem pro experimentalni ¢ast této diplomové prace jsou tfi olejné
odrady Inu setého (Linum usitatissimum L.), reprezentujici jednotlivé skupiny podle
skladby nenasycenych mastnych kyselin, sklizené 21. 8. 2018 z pokusného pozemku
ZF JU (48°97'44,09 s. 8., 14°44'85,69 v. d. - 381 m. n. m., obilnafskéa vyrobni oblast,
pseudoglej) a ndsledné uskladnéné pti -4 °C v chladici mistnosti v temnu.

Jako zastupce odrid s nezménénou skladbou MK, tj. s vysokym obsahem
kyseliny a-linolenové a nizkym obsahem kyseliny linolové, byla vybrana odriida
Libra, registrovana v Nizozemsku v roce 2012. Jedna se o stfedné ranou odriidu s
rostlinami nizkého vzristu (60 cm), kvéty bledémodré barvy a hnédymi semeny s
deklarovanou HTS 6,53 g. Radi se mezi vysoce vynosné odriidy s vynosem semen
2,10 t/ha a oleje 0,87 t/ha. Obsah oleje v semeni (46,8 %) je vysoky az velmi vysoky,
se zastoupenim kyseliny a-linolenové 56 % a kyseliny linolové 16,8 %. Jodové ¢islo
je taktéz hodnoceno jako vysoké (Kraus, 2020).

Reprezentantem odrid se zménénym pomérem nenasycenych MK na nizky
obsah kyseliny a-linolenové a vysoky obsah kyseliny linolové je ceska odruda
Agriol, registrovana v roce 2016. Je popisovana jako polopozdni odriida s rostlinami
nizkymi az sttedné vysokymi (64 cm), s kvéty sttedné modré barvy a Zlutymi
semeny o HTS 6,31 g. Jedna se o vynosnou odriidu s vynosem semen 2,12 t/ha a
oleje 0,83 t/ha. Obsah oleje v semeni (44,1 %) je vysoky, se zastoupenim kyseliny a-
linolenové 3 %, linolové 68,7 % a nizkym jodovym cislem (Kraus, 2020).

Za posledni skupinu odrid se zménénym pomérem nenasycenych MK na
sttedni hodnoty, tak aby se obsah kyselin a-linolenové a linolové blizil poméru 1:1,
byla vybrana Ceskd odrida Raciol, registrovana v roce 2011. Je to stiedné rana
odrida s nizkymi az stfedné vysokymi (63 cm) rostlinami, modrofialovymi kvéty a
zlutymi semeny s HTS 5,96 g. Vynos semen je 2,10 t/ha a oleje 0,80 t/ha. Obsah
oleje v semeni je stfedné vysoky (43,2 %), stejn¢ jako jodové ¢islo. Zastoupeni

kyselin a-linolenové a linolové je 30,9 a 40,6 % (Kraus, 2020).
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6.2 Priprava materialu

6.2.1 Odslizeni

Prvnim krokem v ptipravé materidlu je odmyti slizotvornych latek z osemeni, nebot’
by tvorbou gelu a svymi elektrostatickymi vlastnostmi ztézovaly pribéh dalSich
operaci.

Od kazd¢ odrtudy bylo do 2000 ml kadinek navazeno po 200 g semen v péti
opakovanich. Nasledné bylo ke vzorkiim ptidano 1,5 | kohoutkové vody a obsah
kadinek byl vytemperovan ve tiepaci vodni ldzni SW22 (Julabo, Némecko) na 50 °C,
kde byla semena ponechdna 1 h bobtnat. Po uplynuti lhiity byla semena scezena a
obdobnym zptisobem jesté¢ dvakrat promyta. U 2. a 3. promyvu vSak muselo byt
pouzito méné vody kvili masivnimu nabobtnani semen, konkrétné byla davka vody
snizena na 1,25 1 u odriidy Libra a na 1 1 u odrid Agriol a Raciol. Po promyti byla
semena rozprostiena v tenké vrstveé na plastove tacy vylozené pe€icim papirem a
suSena pii 50 °C 2 dny. Po vysuSeni byly vzorky zvazeny, aby mohlo byt stanoveno
% odmytého slizu.

6.2.2 Lisovani oleje a analyza obsahu zbytkového tuku

Déle byl z odslizenych semen odstranén piebytecny olej vylisovanim na doméacim
lisu YODA YD-ZY-02A (Yoda, Cina) za pouziti programu ,flaxseed”. Vzniklé
pokrutiny byly jest¢ jednou vylisovany stejnym zpisobem. Po vylisovani byly
zvéazeny, kvili ur€eni % vylisovaného tuku.

Po rozemleti vzorkti (viz. 4.2.3) byla také provedena analyza zbytkového
obsahu tuku semiautomatizovanou Soxhletovou extrakci. Pro provedeni analyzy byl
pouzit 1 g vzorku od kazdého opakovani, ktery byl zataven do filtraéniho sacku a
vysousen v susarné Universal oven UN75 (Memmert, Némecko) pii 100 °C 3 h.
Vzorky pak setrvaly az do uplného vychladnuti v exikatoru. Poté byla provedena
extrakce tuku v extraktoru ANKOM*™® Extractor (ANKOM Technology, USA)
promyvanim petroletherem po 30 min pfi 90 °C za miné vySsiho tlaku.
Vyextrahované vzorky se dale vysousely po 30 min pii 100 °C a nechaly zchladnout
v exikatoru. Nakonec bylo provedeno analytické vazeni pro odecet hrubého obsahu

tuku.
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Ze zjisténych primérnych hodnot pro odriidu Libra 7,79 %, Agriol 5,16 % a

Raciol 5,54 % bylo usouzeno, ze dalsi odtu¢iiovani hexanem neni nutné.

6.2.3 Mleti a prosivani
Ziskané vylisky byly pro lep$i manipulaci se vzorkem a zvétSeni povrchu pro
naslednou izolaci proteinu mlety noZovym mlynem GRIMDOMIX GM 200 (Retsch,
Némecko) pti 10 000 ot./min po dobu 1 min. Ziskana mouka byla zvdZena pro urceni
% vytéznosti.

Mouka byla dale prosita na nerezovém sité (PRECISELECT, Ceska
republika) o hrubosti 0,250 mm, aby doslo k odstranéni zbytkli osemeni z mouky,
jelikoz je v osemeni soustfedén neodmyty zbytek slizotvornych latek. Presatd mouka
byla zvaZzena pro stanoveni % vytéznosti hladké mouky.

6.2.4 Izolace celkového proteinu

Ptipravend mouka byla pouZita jako vychozi matrial pro izolaci celkového proteinu
alkalickou extrakci a izoelektrickou precipitaci. Od kazdého opakovani bylo
navazeno 60 g, které byly rozdéleny, kvuli lepSimu promichavani vzorku, do dvou
kadinek. K nim bylo pfiddno 600 ml vody (taktéz rozdélenych do kazdé z kadinek).
Smés byla poté michana 30 min a nasledné bylo upraveno pH vzorku na 8,5 s
pomoci 1M NaOH. Po tupravé byly vzorky dalSich 90 min michany za obcasné
kontroly pH a jeho ptipadného doupraveni. Potom byla smés pterozdélena po 40 ml
do tub (Eppendorf, Némecko) a centrifugovana 10 min pii 4500 ot./min na centrifuze
ROTINA 420 R (Hettich, Némecko). Vznikly supernatant byl slit do sbérné nadoby a
pelety byly jest¢ dvakrat promyty 10 ml redestilované vody pii stejnych
centrifugacnich podminkach. Supernatant z promyva byl taktéZ slit do sbérné
nadoby, jejiz obsah byl poté upraven na pH 4,5 pomoci 2M HCI. Takto vysrazené
bilkoviny byly oddélené centrifugaci v tubach a vzniklé pelety byly rozpustény v
10 ml redestilované vody. Tato smés byla nasledn¢ upravena na pH 7 a zamrazena na
-20°C. Mnozstvi a vytéznost ziskaného proteinu bylo urceno z analytického vaZeni
az po nasledné lyofiliaci (viz. 4.2.5) a po matematické korekci obsahu soli, vzniklych

neutralizaci alkalickych a kyselych ¢inidel pouzitych k precipitaci.
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6.2.5 Lyofilizace
Izolovany protein byl zbaven vody metodou lyofilizace na lyofilizatoru Alpha 1-4
LSC (Martin Christ, Némecko) pfi nastaveni tlaku pod 0,520 mBa, teploté -50 °C a
dobou trvani 72 h. Podstatou metody je sublimace a desorpce zmrazené vody. K
sublimaci ledu dochdzi za teplotnich a tlakovych podminek pod trojnym bodem (t;.
0°C a 0,611 mBa), vznikla para je pak znovu pievedena do tuhého stavu na
kondenzatoru. Cely proces probihda ve tfech krocich: zmrazeni vzorku, primarni
suSeni a sekundarni dosouseni (Nireesha et al., 2013).
Tato metoda byla zvolena pro svou Setrnost ke vzorkiim, jelikoz nizké teploty
omezuji aktivitu enzymdu, je omezena oxidace vzduSnym kyslikem, bilkoviny
nedenaturuji a nizké je téz riziko mikrobiadlni kontaminace (Kas, 2005).

Po lyofilizaci byly vzorky podrceny na prasek na tieci misce.
6.2.6 Hydrolyza proteinu
Ziskany lyofilizovany proteinovy izolat byl dale podroben hydrolyze tremi
modelovymi protedzami. Enzymy byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Inc.
(USA). Jako zastupce zivociSnych protedz byl pouzit trypsin z praseci slinivky v
lyofilizované formé&, 1000-2000 BAEE U/mg v pevném stavu (katalogové ¢islo
T4799), jako rostlinnd protedza papain z Caprica papaya v praskové formé se
specifickou enzymovou aktivitou >3 BAEE U/g (katalogové ¢islo 76220) a jako
bakteridlni enzym alkaldza (taktéz pod ndzvem proteaza z Bacillus licheniformis ¢i
subtilizin A) ve form¢ vodného roztoku se specifickou enzymovou aktivitou
>2.4 Anson U/g (katalogové Cislo P4860). Podminky reakce byly pfizplisobeny, tak
aby byly pro danou protedzu co nejoptimalné;si.

Od kazdého opakovani bylo analyticky navdzen 1g do 50ml tuby
(Eppendorf, Némecko). Ke vzorkiim byla pfidana predtemperovana redestilovana
voda, tak aby pomér proteinového izolatu vici tekuté fazi byl po pifidani enzymu
1:20. Smés byla kratce vortexovdna a opétovné dotemperovdna na pozadovanou
teplotu ve vodni lazni SW22 (Julabo, Némecko). Poté bylo pomoci IM NaOH a IM
HCI upraveno pH vzorkli na 7 pro trypsin, 6,5 pro papain a 8,5 pro alkalazu.
Nasledné byly vzorky umistény zpét do vodni 14zné a vytemperovany na teplotu

zvolenou pro jednotlivé hydrolytické reakce: trypsin na 37 °C, papain na 65 °C a
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alkalaza na 55 °C. Dalsim krokem bylo ptfidani enzymii roziedénych ve vhodnych
pufrech (trypsin v 1 mM HCI, papain v SmM L-cysteinu, alkaldza ve své komer¢ni
podob€) v poméru k substratu 5 % w/w. Hydrolytickéd reakce probihala po dobu 4
hodin. Hydrolyza byla zastavena varem ve vodni lazni po 10 min. Vzorky byly déle
zchlazeny na ledu a centrifugovany pii 4000g po 20 min. Supernatanty byly slity a
spolu s pelety zamrazeny na -20 °C. Supernatanty obsahujici hydrolyzovany protein
byly pozdé;ji lyofilizovany (0,520 mBa, -50 °C, 72 h) na lyofilizatoru Alpha 1-4 LSC
(Martin Christ, Némecko) a podrceny na prasek sklenénou ty¢inkou.

Béhem reakce byly postupné odebirany alikvoty v ¢asech 0, 30, 60, 90 a 240
minut a dv€ kontroly (tj. materidl pfipraveny k reakci, v¢etné¢ upraven¢ho pH, a
vzorek totozné smési temperované ve stejnych podminkach jako probihajici reakce
bez pifidani enzymu). Odebrano bylo vzdy 1,5 ml. Jejich hydrolyza byla zastavena
ithned po odbéru jiz uvedenym zptisobem, shodné probéhla i1 centrifugace a
uskladnéni vzorkl do -20 °C. Pelety a supernatanty alikvot byly pro dalsi pouziti
lyofilizovany (0,520 mBa, -50 °C, 24 h).

6.3 Laboratorni analyzy

6.3.1 Analyza obsahu dusiku Dumasovou metodou
Lyofilizovany izolovany protein a pelety odebranych alikvét byly podrobeny analyze
obsahu dusiku (respektive hrubého proteinu) Dumasovou metodou.

Navazeno bylo vzdy 25 mg vzorku do cinové folie, ze které byla nasledné
vytvoiena peletka. Ta byla v analyzatoru N cube (Elementar, Némecko) spalena pfi
900 °C v kyslikové atmosféfe, ¢imz byl vzorek pieménén na plyny (O,, CO,, H,O,
N: a NOy). Molekularni dusik a oxidy dusiku byly oddéleny priichodem pies kolony
od zbytku smési a oxidy dusiku byly dale redukované na molekularni dusik, ktery
byl hnan s pomoci CO, az do detektoru termdlni vodivosti zaznamenavajiciho
mnozstvi dusiku ve vzorku (Mihaljev et al., 2015). Naméiené hodnoty byly
zpracovany pocitacem a automaticky piepocitany na obsah dusiku a dusikatych latek
ve vzorku.

6.3.2 Stanoveni obsahu bilkovin v hydrolyzatech metodou BCA
Supernatanty odbérti provedenych béhem hydrolyzy byly podrobeny stanoveni
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obsahu bilkovin bicinchoninovou metodou (BCA), kterd je zaloZzena na
kolorimetricky métitelné barevné zméné (ze zelené na fialovou), k niZ dochazi v
dasledku chelatace dvou molekul kyseliny bicinchoninové jednim iontem Cu'",
vzniklym redukci Cu?* proteinem v alkalickém prostiedi b&hem biuretické reakce
(Smith et al., 1985).

Ke stanoveni bylo pouzito kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA). Dle pfilozeného ndvodu byla namichéna riiznd tedéni
standardu (bovinniho sérového albuminu) s redestilovanou vodou jako fedidlem,
které byly zakladem k sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Pfed samotnou analyzou byly
vzorky 50x nafedény kviili vysoké koncentraci bilkovin.

Provedeni reakce probihalo nasledujicim zplsobem: do kyvet bylo
napipetovano vzdy 100 pl nafedéného vzorku ¢i standardu, k tomu byly pfidany 2 ml
pracovniho roztoku, piipraveného smichanim reagenti A (Na,CO;, NaHCO;,
kyselina bicinchoninova a vinan sodny v 0,1M NaOH) a B (4% CuSO4) v poméru
50:1. Tato smés byla promichdna a inkubovdna 30 min pii 37 °C, poté byla
ponechana zchladnout na pokojovou teplotu a jeji absorbance byla zméfena na
spektrofotometru Spectronic BioMate 5 UV-Vis (Thermo electron corporation, USA)
pfi vinové délce 562 nm.

Obsah bilkovin ve vzorku byl dopocitan podle zjisténé absorbance dosazené
do rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky (1).

koncentrace (pg/ml) =(Ase-0,1420467047)/0,0007723707 (1)
Kde Ase, je absorbance namétend pii vinové délce 562 mn.

6.3.3 SDS-PAGE

Velikost proteintd, vzniklych peptidli a uroven hydrolyzy byla hodnocena pomoci
SDS-PAGE (sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis), fungujici
na principu pohybu nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Separace
molekul touto metodou zavisi pouze na jejich velikosti, jelikoz piidavek
dodecylsulfatu sodného (SDS) vede k denaturaci bilkovin s nimiz pak tvori
komplexy, ¢imz ziskavaji rovnomérny elektricky naboj (Kas et al., 2005). K jejich
rozdéleni dochédzi na polyakrylamidovém gelu, vzniklém polymeraci N, N'-

methylenbisakrylamidu a akrylamidu, v diskontinualnim pufra¢nim syst¢ému dvou
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typt gelii zaostfovaciho a separac¢niho, z nichz kazdy ma rozdilnou poréznost a pH
(Prosser, 1989).
Gely byly pfipraveny podle slozeni (tab. 1) a ponechany pfes noc vychladit na
10,5 °C v lednicce:
Tabulka 1: SloZeni gelu

Slozky: Separacni gel (12%) Zaostfovaci gel (3,75%)
ddH,O 36,7 ml 12,15 ml
AC/BIS 31,9 ml 2,5ml
Pufr A 10 ml -
(pH 8,8, 36,3 g Tris, 48 ml 1M HCI/100 ml)
Pufr B - Sml
(pH 6,8, 6g Tris, 48 ml 1M HCI/100 ml)
Na,SO; 60 ul 20 ul
SDS (10%) 800 ul 200 pl
(NH4)S:0s5 (15%) 400 pl 150l
TEMED 40 ul 20 ul

K analyze bylo pouzito tekutych supernatantti z probéhlé hydrolyzy a extrakti z
lyofilizovanych izolovanych proteinti.

Extrakce byla provedena nasledovné: bylo navazeno 25 mg vzorku do 1,5 ml
centrifugacnich mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko), k nim byl pfiddn 1 ml
extrakéniho ¢inidla (0,065M Tris-HCI, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) 2-
merkaptoethanol), smés byla promichana a ponechana inkubovat 3 h pii 4 °C, po
uplynuti doby byl supernatant oddélen centrifugaci (10000 ot./min, 4 °C, 15 min) na
centrifuze ROTINA 420 R (Hettich, Némecko), piepipetovin do nové
mikrozkumavky a uchovan do pouziti pti -20 °C.

Pfed nanesenim na gel bylo ke vzorkiim (100 pl) pfidano 25 pl nanéseciho
pufru s 2-merkaptoethanolem a po promichéani byly inkubovany 3 min v termobloku
pti 99 °C. Po vychladnuti byly vzorky nanesené na gel spolecné s ladderem Roti®-
Mark TRICOLOR XTRA (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko). Nanaska extraktd
byla 15 pl a supernatantti 50 pl.

Ptipravené gely byly umistény do elektroforetické vany diskontinudlni

deskové denaturacni elektroforézy SE 600 (Hoefer, USA) s elektrodovym pufrem
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(0,025M Tris, 0,192M glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3). Separace probihala ptfi 4 °C a
nastaveni proudu na 40 mA a napéti 150 V, které bylo po projiti vzorkli zaostfovacim
gelem zvyseno na 200 V. Pouzit byl zdroj PS 300B (Hoeffer, USA).

Po dokonceni separace byly vyjmuté, oplachnuté gely barveny pies noc v
roztoku 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma Co.) ve smési metanolu,
ledové kyseliny octové a destilované vody v poméru 5:1:4. Nasledovalo dvoudenni
odbarvovani ve smési ethanolu, kyseliny octové a destilované vody v poméru
2,5:1:6,5. Odbarvovaci roztok byl tifikrdt vyménén. Odbarvené gely byly
naskenovany v Gel doc XR+ (Bio-Rad, USA).

6.3.4 Stanoveni rozpustnosti, vaznosti vody a tuku
Stanoveni rozpustnosti, vaznosti vody a tuku bylo provedeno podle metodiky Barty
et al. (2020) s niZze uvedenymi Gpravami.

Urcovany byly tyto parametry jak pro lyofilizované HPI, tak i pro PI. Do
zvazenych 2ml centrifugacnich mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko) bylo
navazeno 90 mg vzorku. K nim bylo pfidano 1,5 ml redestilované vody pro
stanoveni rozpustnosti a vaznosti vody nebo stejné mnozstvi fepkového oleje pro
stanoveni vaznosti tuku. Po dikladném promichani byly vzorky ponechdny stat 30
min pii pokojové teploté. Poté byly centrifugovany (3600g, 15 min, 20 °C) na
centrifize  ROTINA 420 R (Hettich, Némecko), supernatant byl slit a
mikrozkumavky s mokrymi pelety byly zvazeny. Pelety vzorktl, ke kterym byla
pfiddvana voda byly pro urceni rozpustnosti a vaznosti vody lyofilizovany (0,520
mBa, -50 °C, 24 h) na lyofilizatoru Alpha 1-4 LSC (Martin Christ, Némecko) a
znova zvazeny.

Ze zjisténych 1udaji byly vypocitany rozpustnost (2), vaznost vody

lyofilizovaného vzorku (3) a vaznost tuku (4) podle vzorci:

S (%) = 100 x (me-my,)/m (2)
WHC (g/g) = (mp-myp)/mg 3)
FHC (g/g) = (mg-ms)/m 4)

Kde S je rozpustnost uvaddéna v %, ms navazka vzorku, my, vaha lyofilizovaného
peletu, WHC vaznost vody lyofilizované¢ho vzorku, vyjdiena v g/g, m,s vdha

mokrého peletu, FHC vaznost tuku lyofilizovaného vzorku a m¢ vaha tukem
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nasaklého peletu.

6.3.5 Stanoveni emulgacni aktivity a stability
Emulgacni vlastnosti byly stanoveny dle postupu navrzeném Djuardi et al. (2020) s
drobnymi Gpravami.

Vzorky byly navaZeny po 45 mg do 50 ml centrifugacnich tub (Eppendorf,
Némecko), kde k nim bylo pfidano 15 ml destilované vody a 5 ml fepkového oleje.
Obsah byl poté Slehan 2 min na homogenizatoru ULTRA TURRAX T 18 basic
(IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko) pii 18000 ot./min. Ze vzniklé emulze
bylo odebrano ode dna 10 pl, které byly pfidany do pfipravenych kyvet a
promichany s 2 ml 0,1% roztoku SDS. Déle byla méfena absorbance této smési pii
vinové délce 500 nm na spektrofotometru Spectronic BioMate 5 UV-Vis (Thermo
Electron Corporation, USA). Tento postup byl aplikovan na vzniklé emulze znovu po
30 min pro ur¢eni emulgacni stability. Vysledné hodnoty byly dosazeny do rovnic
pro vypocet emulgacni aktivity (5) a stability (6).

EAI (m%/g) = (2 x 2,303A x DF)/(1®C) (5)

ESI (min) = (Ao x At)/(Ao¢-A,) (6)
Kde EAI je index emulgaéni aktivity v jednotkach m?/g, A absorbance, DF faktor
fedéni (= 200), 1 délka kyvety (= 0,1 m), ® podil oleje z celkového objemu (= 0,25),
C koncentrace proteinu vypocitana jako (navazkax100)/1,5. ESI je index emulgacni
stability vyjadieny v min, A, absorbance naméifena ihned po vytvoieni emulze, At
casovy rozdil mezi prvnim a druhym méfenim, A,absorbance pii druhém méfeni.
6.3.6 Stanoveni polyfenolickych latek metodou FCM

Polyfenolické latky byly stanoveny spektrofotometricky pomoci Folin-Ciocalteuovy
metody (FCM), jejimz zadkladem je Folin-Ciocalteutiv roztok, coz je smés kyseliny
fosfore€nowolframové (H;PW,04) a fosforecnomolybdenové (H;PMo,04), ktery
tvoti s polyfenoly modie zabarvené komplexy, pfiCemz intenzita zabarveni je piimo
umérnd mnozstvi polyfenolll (Blainski et al., 2013).

Ke stanoveni bylo pouzito extrakti z lyofilizovanych proteinovych izolath a
hydrolyzati piipravenych dle nasledujictho postupu. Do 2 ml centrifugacnich
mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko) bylo navazeno 50 mg vzorku, ke kterym byl

pfidan 1 ml 80 % ethanolu, jakoZto extrakéniho ¢inidla. Po dikladném zvortexovani
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byly vzorky ponechény extrahovat pifi pokojové teplot¢ 24 h za obcasného
promichéni. Poté byl supernatant oddélen na centrifuze ROTINA 420 R (Hettich,
Neémecko) pii 8000 ot./min po dobu 15 min pii teploté 20 °C. Po piepipetovani do
novych mikrozkumavek byly extrakty uloZeny do -20 °C az do analyzovani.

Pro stanoveni bylo do 1 ml kyvety napipetovano 10 pl extraktu, 990 pl
destilované vody, 50 pl Folin-Ciocalteuova ¢inidla a 150 pl 20% uhli¢itanu
sodného, vSe bylo promichano a ponechano pii 20 °C po 2 h vyvijet, nacez byla
zmefena absorbance pifi vinové délce 765 nm na spektrofotometru Spectronic
BioMate 5 UV-Vis (Thermo electron corporation, USA). Ziskané hodnoty byly
pouzité pro vypocet celkového obsahu polyfenolli, dosazenim do rovnice (7), ziskané
z kalibra¢ni kiivky, sestrojené podle kyseliny gallové, jako standardu. Vysledky byly
nakonec prepocitany z pg/ml na mg/g susiny.

TPP (ug/ml) = (1197,8967xA75)-31,5042 (7)
Kde TPP je mnozstvi celkovych polyfenola vyjadiené v pg/ml a Ass je absorbance
nameétend pii vinové délce 765 nm.

6.3.7 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita proteinovych izolath a hydrolyzath byla stanovovana ABTS
radikdlovou kationtovou dekolorizacni zkouskou. Tyto radikdly maji pfirozené
modrozelenou barvu, kterd se v pfitomnosti antioxidantl vytraci umérné jejich
mnozstvi (Cano a Arnao, 2018).

Radikalové kationty ABTS (kyseliny 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonové) byly vytvotrené oxidaci z 54,8 g ABTS, 1 g MnO; a 20 ml redestilované
vody, které byly michany 20 min a poté filtrovany pfes 5 um filtr. Dokonceny byly
postupnym piidavanim pufru PBS (5 mM KH,PO,, 5 mM Na,HPO,, pH 7,4) az bylo
dosazeno absorbance 0,8 (+ 0,02) o vlnové délce 734 nm.

Pak byly radikaly napipetovany v objemu 1 ml do kyvety a k nim bylo
pridano 100 pl 20x nafedénych extraktl, které byly pfipravené stejnym zptisobem
jako na stanoveni polyfenoll (viz. 7.3.7). Absorbance byla zméfena po 1 min proti
blanku (100 pl dH,O, 1 ml ABTS™) pii vinové délce 734 nm na spektrofotometru
Spectronic BioMate 5 UV-Vis (Thermo electron corporation, USA) a hodnoty byly

dosazeny do vzorce (8) kalibra¢ni kiivky sestrojené s kyselinou askorbovou jako
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standardem. Ziskané hodnoty byly piepocitany z pg/ml na mg/g susiny.
koncentrace (pug/ml) = 20%[51,4839-(68,3952xA74)] (8)

Kde A4 je absorbance namétend pii vinové délce 734 nm.
6.4 Zpracovani vysledki
Data byla statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA 12 (StatSoft, USA).

Analyzovany byly testem ANOVA (Analysis of variance) s hladinou
vyznamnosti o < 0,05. V ptipad¢ neplatné nulové hypotézy, tj. ze priméry sledované
zavislé proménné se uvnitf a mezi skupinami nelisi, byly provedeny testy
mnohonasobnych porovnavani, konkrétné Fishertv LSD test, porovnéavajici v§echny
dvojice, ktery byl upfednostnén pied jinymi testy kvili vyssi citlivosti. Jeho
vyjadieni v grafech, bylo provedeno piifazenim pismen ke skupindm (pficemz a patii
nejvysSim hodnotam). Pokud je u jedné skupiny vice pismen, nebyla zjiSténa

prikaznd rozdilnost.
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7 Vysledky

7.1 Vytéznost jednotlivych kroku vyroby proteinového izolatu

m Sliz (%)
m Olej (%)
Mouka (%)
Hladka mouka (%)
Protein (%)

Graf 1: Meziodridovy pramér vytéZnosti produktii vyroby PI

Béhem vyroby PI byla zkoumana vytéZnost jednotlivych kroki. Statistickou
analyzou (pfiloha 1) bylo prokazano, ze % odmytého slizu se mezi odriidami 1i$i —
nevice ho bylo odstranéno z odridy Agriol, nejméné z odridy Libra. Stejné tak byly i
meziodriidové rozdily v mnozstvi vylisovaného oleje, pricemz nejvice oleje bylo
ziskédno z odridy Libra a vynos odrid Agriol a Raciol byl srovnatelny. Naopak ve
vytéznosti mouky, a potazmo i1 hladké mouky, nebyly prokazatelné rozdily. Hodnoty
vytéznosti konecného PI jsou u Agriolu a Raciolu ve stejném intervalu, z odrady
Libra ho vSak bylo ziskéno prokazateln¢ vice.

Tabulka 2: Primérné vytéZnosti krokii vyroby PI.
(a-c = vyjadruji pritkazny rozdil mezi odriidami na hladiné vyznamnosti 0=0,05)

Odrida Sliz(%) Olej (%)  Mouka (%) Hladka mouka (%)  PI (%)

Libra 9,35 ¢ 46,16 a 4432 a 35,47 a 17,89 a
Agriol 13,21 a 41,96 b 4494 a 33,96 a 14,67 b
Raciol 1227 b 42,68 b 45,08 a 34,57 a 14,90 b

7.2 Vyvoj obsahu dusikatych latek a bilkovin béhem hydrolyzy
Analyza PI odhalila vliv odridy na obsah NL. Primérny obsah NL v PI odrid
Libra a Raciol si je velmi podobny - 70,67 % a 69 %. Odruda Agriol obsahuje 77,25
% NL. Bylo prokazano, Ze na obsah NL v PI béhem hydrolyzy mé vliv kombinace
odridy, enzymu a doba jeho pisobeni v libovolné kombinaci faktori (pfiloha 2).

Naopak meéfenim provadénych kontrol (vzorkll piipravenych k hydrolyze bez
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proteaz, odebranych pied zapocetim reakce a inkubovanych za stejnych podminek
jako hydrolyzované vzorky) se odhalilo, Ze rozsah nativné probihajici hydrolyzy je
minimalni, pokud viibec néjaky. Testy mnohonasobnych porovnavani nedokazaly
prikazny rozdil mezi jednotlivymi rizné dlouho hydrolyzovanymi vzorky, nebot’
intervaly hodnot se u vzorka s po sob¢ jdouci délkou reakce piekryvaly. Nejméné
znatelny byl tento trend u vzorkli papainového HPI.

Dynamika obsahu NL v PI béhem hydrolyzy je zobrazena v grafu 2, na nichz
1ze pozorovat sestupné tendence s pribyvajici délkou reakce, jelikoZ protein je Stépen

na mensi peptidy, které se uvoliiuji do supernatantu reakce.
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Graf 2: Vyvoj obsahu NL (%) béhem hydrolyzy

nemd na obsah bilkovin vliv (ptiloha
3) S prodluzujici se dobou hydrolyzy
obsah bilkovin v supernatantu stoupal, v duasledku Stépeni proteinu. Nejvice
bilkovinnych latek pfechazelo béhem hydrolyzy do supernatantu pii Stépeni
trypsinem, o néco méné pii St€penim papainem a nejméné pii St€peni alkaldzou (tab.

3).
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Graf 3: Mezienzymovy primérny vyvoj obsahu bilkovin (%) v supernatantu béhem hydrolyzy

Tabulka 3: Primérny obsah bilkovin (%) v tekuté fazi hydrolyzované smési béhem 4h $tépeni

Obsah bilkovin (%) Libra Agriol Raciol Primeér
Trypsin 60,17 58,29 71,72 63,40
Alkalaza 17,31 19,74 26,67 21,24
Papain 43,39 58,41 53,80 51,87

7.3 Hodnoceni rozsahu hydrolyzy a velikosti vzniklych peptidii
Rozsah hydrolyzy a pfibliznd velikost vzniklych peptidi byla urCena =z
elektroforeogramii metody SDS-PAGE. Proteinové profily odriid byly navzijem
témeéf totozné, at’ uz v proteinovych izolatech ¢i hydrolyzatech (obr. 1). Odhadovana
velikost frakei je kviili rozmazanosti pruhil spiSe orientacni, piesto je z nich zfetelna
ucinnost hydrolyzy jednotlivych enzymii.

Pruhy nehydrolyzovanych PI Ize rozdé¢lit do tii skupin 35-25 kDa, 15-10 kDa a mén¢é
nez 10 kDa, tj. oproti hydrolyzatim obsahuji 1 pruhy o vyssi molekulové hmotnosti
okolo 28 kDa. U hydrolyzatl se jiz nevyskytuji, protoze byly protedzami nastépeny
na mensi peptidy. Trypsinovy HPI ma také pruhy ve tfech skupinach, nicméné frakce
nejvetsSich peptida je mezi 25-15 kDa. Alkalazovy HPI ma pouze dvé skupiny pruht
— mens$i nez 10 kDa a malé mnozstvi do cca 15 kDa. Papainovy HPI mé pouze
jedinou frakci o velikosti pod 10 kDa. Nejvétsi peptidy tedy zbyly pro hydrolyze

trypsinem, naopak papain $tépil nejvice. (tab. 4)
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| LP | AP | RP

Obrazek 1: Bilkovinny profil PI a HPI
(M = marker, L A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkaldza, papain)

Tabulka 4: Odhad molekulové hmotnosti (kDa) a relativni zastoupeni (%) frakci

(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkaldza, papain)

35 kDa % 25kDa %  15kDa % 10 kDa %
L 28,2 8,6 14,5 12,9 <10 78,5
A 28,2 9,3 14,8 11,8 <10 79,0
R 28,4 16,0 15,2 17,7 <10 66,3
LT 18,3-16,2 10,1 11,7 9.4 <10 80,6
AT 19,1-17,4 11,5 12,7 13,8 <10 74,8
RT 18,2-17,0 8,2 13,7-12,3 15,6 <10 76,4
LA 13,7 16,5 <10 91,8
AA 13,0 8,1 <10 92,0
RA 16,0 24,8 <10 75,3
LP <10 100
AP <10 100
RP <10 100

7.4 Rozpustnost, vaznost vody a vaznost tuku

Zjisténd rozpustnost byla velmi vysokd (nad 99,9 %) u PI i HPI, nicméné u

hydrolyzat je rozpustnost jesté primérné o 0,05 % vyssi.

V souvislosti s tim byla zji§téna schopnost vazat vodu pomérné nizka. Vliv na
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vaznost vody ma dle analyzy vysledkl pouze pouzita proteaza, nikoli odruda (pfiloha
4). PI maji primérnou vaznost vody 3,928 g/g, zatimco trypsinové HPI 0,745 g/g,
alkalazové 1,359 g/g a papainové 0,874 g/g. Nejlépe si tedy zachovaly schopnost
vazat vodu hydrolyzaty alkalazy, kde byl pokles zhruba trojnasobny, nejhlife naopak
trypsinové hydrolyzaty s ptiblizné pétinasobnym poklesem (graf 4).
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Graf 4: Vaznost vody (g/g) PI a HPI
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkaldza, papain, a-f = a-c = vyjadreni pritkazného
rozdilu mezi skupinami na hladiné vyznamnosti a=0,05)
Vaznost tuku byla vy$s§i nez vaznost vody, nicméné byla stejné ovlivnéna pouze
pouzitym enzymem (piiloha 4). U vychozich PI ¢inila 4,338 g/g. Trypsinové a
papainové hydrolyzaty mohou vazat tuk dle namétenych udajh jesté vice, 5,755 a

4,773 g/g, alkaldza naopak téméi dvakrat méné — 2,275 g/g (graf 5).
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Graf 5: Vaznost tuku (g/g) PI a HPI
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkalaza, papain, a-f = vyjadreni pritkazného
rozdilu mezi skupinami na hladiné vyznamnosti a=0,05)
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7.5 Emulgacéni aktivita a stabilita

Analyzou dat byl potvrzen vliv zvoleného enzymu a odriidy na emulgacni aktivitu
vysledného HPI, nicméné u emulgacni stability byl zaznamendn pouze vliv enzymu,
nikoli odridy (pfiloha 5). Testy emulgacni aktivity se potvrdila vychozi hypotéza, ze
HPI ma vyssi emulgacni aktivitu nez vychozi nehydrolyzovany PI, u trypsinovych
HPI narostly hodnoty 1,79%, u alkalazovych 1,22 a u papainovych 1,41x. U vSech
pouzitych protedz byla emulgacni aktivita hydrolyzatd nejvyssi pro odriidu Raciol a

nejmensi pro Agriol s odridou Libra mezi nimi (graf 6).
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Graf 6: Emulgaéni aktivita (jako index emulgaéni aktivity v m*/g)
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkaldza, papain, a-e = vyjadieni LSD testu )

Schopnost emulgacni stability byla naopak u HPI sniZena oproti nehydrolyzovanym
PI. Pokles byl pro vsechny protedzy podobny — u trypsinovych HPI 1,29%, u
alkalazovych 1,31x a u papainovych 1,35% (graf 7).
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Graf 7: Emulgacdni stabilita (jako index emulga¢ni stability v min)
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkalaza, papain, a-c = vyjadreni LSD testu)
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7.6 Obsah celkovych polyfenolii a antioxidacni aktivita

Dle ziskanych hodnot bylo zjisténo, Ze na obsah polyfenol v HPI ma vliv volba
proteazy a pouzita odruda (pfiloha 6). U HPI byl pozorovan zna¢ny nartist v obsahu
celkovych polyfenold oproti nehydrolyzovanym PI. Trypsinové HPI mély obsah
polyfenoll 2,49 vyssi, a papainové 2,78 vyssi, alkalazové dokonce az 3,05x vyssi.
Nevyraznéjsi pfirtstek mély odridy Libra a Raciol. Obsah polyfenolti u odridy

Agriol byl ve vétSin€ pripadl nizsi nez u zbyvajicich odrad (graf 8).
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Graf 8: Obsah celkovych polyfenoli (mg/g GAE)
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkaldza, papain, a-e = vyjadreni pritkazného
rozdilu mezi skupinami na hladiné vyznamnosti a=0,05)
S obsahem polyfenold souvisi i1 antioxidacni aktivita, kterd byla u HPI taktéZ vyssi ve
srovnani s neStépenymi PI. Nejvice se v tomto ohledu osvéd¢ilo pouziti papainu, kde
byla naméfena antioxidacni aktivita 2,56 vyssi. Jen o néco mensi byl nartst aktivity
u alkalazovych HPI, které meély 2,49x vice antioxidantl néz piivodni neStépeny
vzorek. Trypsinovy HPI mél antioxidacni aktivitu vyssi 2,19%. Z pouzitych protedzy
dosahovala obvykle nevyssich hodnot odriida Raciol, nejméné naopak Libra (graf 9).
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Graf 9: Antioxidacni aktivita (mg/g AAE)
(L, A, R = Libra, Agriol, Raciol, T, A, P = trypsin, alkalaza, papain, a-g = vyjadreni pritkazného
rozdilu mezi skupinami na hladiné vyznamnosti a=0,05)
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8 Diskuze

8.1 Vytéznost vyroby proteinového izolatu
Zjistény obsah odmytého slizu, obzvlast u odridy Agriol, byl velmi podobny
vysledkim, které ziskal ve své praci Zhang et al. (2009), ktefi mac¢enim v horké vod¢
odstranili 13,44 % slizu ze semene.

MnoZzstvi vylisovaného oleje odpovida vice nez 95 % primérného celkového
obsahu oleje danych odrtd, deklarovaného Krausem (2020) a orientané zjistované
mnozstvi zbytkového tuku v pokrutinach bylo v ptipadé odridy Libra shodné s udaji
uvadénymi Muellerem et al. (2010).

MnozZstvi ziskané mouky je lehce vyS$i nez matematicky predikovana
hmotnost zbytku semene po odslizeni a vylisovani, coz je pravdépodobné zpiisobeno
navlhavosti materidlu. Ocekdvané mnozstvi osemeni v susin¢ odtuc¢néné mouky je
38 % (Kadivar, 2001). Pokud tuto hodnotu srovndme se ziskanym mnoZstvim hrubé
frakce ziskané prosivanim a pfipocteme i mnozstvi odmytého slizu, ktery byl
puvodné v osemeni obsaZen, zjistime, ze bylo odstranéno ptiblizné 60 % osemeni.

V patentu na vyrobu Inéného PI je uvadéna vytéznost 29,3 % (Burcon
Nutrascience MB Corp, 2007). V této praci bylo dosazeno trochu odliSnym postupem
vytéznosti od 14,9 do 17,89 % v zavislosti na odride.

8.2 Vyvoj obsahu dusikatych latek a bilkovin béhem hydrolyzy
Obsah NL byl po izolaci proteinu, dle ocekévani, ndsobné vyssi ve srovnani s
moukou, ktera slouzila jako vychozi materidl. Namétené hodnoty NL v PI byly u
vybranych odrad nasledujici: Libra 70,67 %, Agriol 77,25, Raciol 69 %. Podobnych
vysledki jako mé odruda Libra dosahli i Silva et al. (2013). Hodnoty odrady Raciol
se zase blizi dajim uvadénym Kaushikem et al. (2016). Byly hlaSeny i1 vyssi
naméiené obsahy NL v PI (Rabetafika et al., 2011; Dev a Quensel, 1988), coz miize
byt zptisobeno odlisSnym postupem piipravy PI, obzvlast odstranovanim osemeni a
pouzitymi extrakénimi metodami.

Rostouci trend obsahu proteinu v HPI béhem hydrolyzy byl pozorovan i
Tangem et al. (2009) na konopnych HPI vyrobenych trypsinem nebo alkaldzou a
Khalil et al. (2006) na papainem vytvofenych sojovych HPI. BliZ8§i srovnani
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konkrétnich hodnot je obtizné i kviili riznorodosti pouzitych analytickych metod
(Nwachukwu a Aluko, 2019).

8.3 Bilkovinny profil proteinového izoliatu a hydrolyzata

Vysledky SDS-PAGE potvrdily predpokladany rozklad PI protedzami. Piiblizny
bilkovinny profil PI se sklddal z frakci kolem 28, 15 a pod 10 kDa. Podobné
vysledky uvadi ve své praci i Tirgar et al. (2017), ktery vSak navic uvadi i vyssi
frakce o velikosti 35-40 a 50 kDa. Absence téchto frakci ve zkoumanych vzorcich
muze byt zptusobena pfirozenou hydrolyzou béhem skladovani ¢i béhem piipravy
proteinového izolatu.

Trypsinovy HPI ma oproti alkalazovému a papainovému Sirs$i spektrum
bandl, coz je v souladu s piedpokladem, ze se jednd o specifickou protedzu.
Obdobnych zaveért bylo dosazeno i u jinych olejnin (Karamac et al., 2016; Tang et
al., 2006; Xinhuai a Hou, 2009)

Shodné se zjisténymi vysledky jsou i alkalazové HPI s vétSinou proteinti o
velikosti pod 6,5 kDa uvadéné v pracich Karamac et al. (2016) a Silva et al. (2013),
ktefi taktéz zaznamenali slabé bandy ve vysSich frakcich.

Naopak papainovy HPI v provedeném experimentu byl nejvice nastépeny ze
vsech vyprodukovanych hydrolyzati, to je protichiidné tomu, co uvadi Karamac et
al. (2016). Naopak Meinlschmidt et al. (2016) oznacili papain jako jedenu z
nejucinngjsich proteaz pi1 hydrolyze sdjového proteinu, ktery je svym slozenim
velmi podobny Inénému. Rozdilné vysledky mohou byt zplsobeny odlisnymi
podminkami reakce.

8.4 Rozpustnost, vaznost vody a vaznost tuku

Rozpustnost ziskanych PI a HPI byla exrémné vysokd, coz se dalo piedvidat,
vzhledem k tomu, Zze HPI byly ziskany lyofilizaci nastépenych proteint rozpusténych
v supernatantu hydrolytické reakce. S takto vysokou rozpustnosti PI jako celku musi
byt 1 rozpustnost samotného proteinu v PI obsazeném téméf stoprocentni. Vysoka
rozpustnost proteinu (94,8 %) pii neutrdlnim pH byla u Inénych proteinovych
koncentratli pozorovana i Tirgarem et al. (2017). Bylo potvrzeno, Ze rozpustnost
proteinu lze hydrolyzou (trypsinem, alkalazou i papainem) déale zvySovat (Jones a

Tung, 1993; Taha a Ibrahim, 2002).
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V souvislosti s vysokou rozpustnosti, bylo mozné domnivat se, Ze vaznost
vody nebude piili§ vysokd. Oomah a Mazza (1993) publikovali, Ze vaznost vody
komer¢ni Inéné mouky (kterd obsahovala sliz z osemeni) je 7,55 g/g. Bylo tedy
pfedpokladano, Ze vaznost vody samotného PI bez slizu bude niZsi, coZ se i u
naméfenych hodnot (3,928 g/g) potvrdilo. Velmi podobnych vysledkll pii analyze
vaznosti vody PI dosahli i Kaushik et al. (2016). Enzymatické Stépeni PI vedlo u
vSech pouzitych proteaz ke snizeni vaznosti vody. Podobny jev zaznamenali i Jones a
Tung (1983) pii Stépeni sojového proteinového koncentratu trypsinem, i kdyz
zdaleka ne v takové mife (tj. zhruba trojnasobn¢). Naopak Taha a Ibrahim (2002) a
Govindaraju (2003) ve svych pracich uvadéji zvyseni vaznosti vody po hydrolyze
sojové mouky a PI papainem ¢i alkalazou. Pfi¢inou muze byt kromé odliSného
vychoziho materidlu a produktu, ¢i odliSnych analytickych metod, pfedev§im razny
rozsah provedené hydrolyzy.

Vaznost tuku PI byla oproti ostatnim publikacim piekvapivé vyssi nez
vaznost vody (4,338 g/g). Pokud vSak zaméfime na samotnou vaznost tuku, tak
podobné hodnoty uvedli 1 Dev a Quensel (1988) a Rabetafika et al. (2011).
Hydrolyza PI vybranymi enzymy (krom¢ alkaladzy) vedla ke zvySeni vaznosti tuku.
Yin et al. (2008) b&hem svého vyzkumu vlivu hydrolyzy trypsinem na konopny PI
dosahli jak vyssi, tak i niz§i vaznosti tuku v zavislosti na mife proteolyzy. Vliv mtize
mit 1 velikost ¢astic a jejich povrchovy naboj. Zlepsené vaznosti tuku bylo docileno i
u alkalazou a papainem hydrolyzovanych s6jovych PI (Govindaraju, 2003).

8.5 Emulgacni aktivita a stabilita

V dostupnych publikaci o emulgacnich vlastnostech Inéného PI se hodnoty EAI
zna¢né lisi — 375 m*/g (Kaushik et al., 2016) i 40,1 m?*/g (Karaca et al., 2011) — coz
naznacuje nakolik tato vlastnost z&visi na konkrétni piipravé PI a podminkach
emulgace (pH, koncentrace, teplota atd.). PI vyrobené v ramci tohoto experimentu
mély EAI 25,5 m?/g. Téméf identicky vysledek pii pH 7 uvedl i Elsorady (2020).

Vliv hydrolyzy na emulgac¢ni vlastnosti neni jednoznacny. Zatimco EAI u
nékterych plodin hydrolyzovanim nariistd, u jinych naopak klesa (Wouters et al.,
2016). Tsumura et al. (2005) navic potvrdil, Ze zlepSeni ¢i zhorSeni emulgacni

aktivity vuci PI zavisi na pH a zatimco trypsinem vytvoiené sdjové HPI mély pfi
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pH 4 lepsi emulgacni aktivitu, pti pH 7 byly naopak horSi. Experimentem ziskané
HPI projevily u vSech pouzitych proteaz narist EAI — u trypsinu 45,5 m?*/g, alkalazy
31,19 m?¥/g a papainu 36 m’/g.

ESI se také u semen olejnin projevil jako dost individudlni parametr a v
literatufe se pohybuje od extrémnich 180 h (po stabilizaci emulze proteiny) (Kaushik
et al., 2016) az k 10,5-15,5 min (Karaca et al., 2011). V této praci byl u PI zjistény
ESI 52,77 min. K tomu nejbliz§i dohledany vysledek (81-70 min pii pH 4-9)
zvetejnili Rabetafika et al. (2011). Vliv hydrolyzy na ESI je zavisly na jeji délce,
pokud je mira hydrolyzy malé4, mize dojit ke zlepseni ESI, avSak vlivem extenzivni
hydrolyzy dochézi k poklesu, jelikoz krat$i peptidy tvoii slabsi elasticky film na
rozhrani oleje a vodné faze (Wounters et al., 2016). K tomu doslo i u tohoto pokusu
trypsinové HPI mély ESI 40,88 min, alkalazové 40,25 min a papainové 38,98 min.
Hydrolyzaty s obdobnym ESI ziskal i Padial-Dominguez et al. (2020) po oSetieni
sojového PI trypsinem.

8.6 Obsah polyfenoli a antioxidacni aktivita

Obsah polyfenolt v PI, které byly pozdé€ji oSetfeny protedzami, byl ekvivalentni 3,31
mg GAE/g. Silva et al. (2013) a Alu'datt et al. (2013) naméfili o néco mensi obsah
(2,2 mg/g a 1,27 mg/g).

rozkladem lignanii vlivem alkalického prostfedi v némz probihd enzymatické Stépeni
¢i rozruSenim interakci mezi fenoly, proteiny a lipidy. Oomah a Mazza (1998) uvedli,
ze celkovy obsah polyfenolil ve Inénych semenech je 8,8-8,77 mg/g dle obsahu oleje.
Po hydrolyze byly ziskané vysledky u trypsinového HPI 8,23 mg/g, u alkalazového
10,09 mg/g a u papainového 9,17 mg/g. Hodnoty jsou vysS$i vici uvadénému
celkovému obsahu polyfenoli, jelikoZ PI jsou ve srovnani se semeny zbaveny oleje a
osementi se slizotvornymi latkami, vychozi zéklad je tedy odliSny.

Bylo prokazano, ze antioxida¢ni aktivita je ve srovnani s vychozim PI po
hydrolyze u vSech vybranych enzymt vyssi, a to jak v této praci, tak i u jinych autort
(Khalil et al., 2006; Karamac¢ et al., 2014; Sbroggio et al., 2016). Pfesn¢ji byl nartst
v této praci 2,19-2,56ndsobny v zdvislosti na pouzité protedze. Nejucinngjsi byl z

tomto ohledu podle ziskanych udaji papain, poté alkaldza a nakonec trypsin.
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Podobnému nartstu se pfiblizil s antioxidac¢ni aktivitou 1,6x az 2,1x vyssi 1 Karamac¢
et al. (2016), avSak jako nejvice antioxidacni vlastnosti indukujici enzym uvadi
alkalazu, poté trypsin a teprve az poté papain. Divodem jsou nejspiS odlisSné

podminky proteolytické reakce.
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Zavér

Béhem vyroby PI se prokézalo, ze mnozstvi odmytého slizu a vylisovaného oleje je
dependentni na odridé. Mnozstvi z pokrutin ziskané mouky (a jeji hladké frakce)
bylo u vSech odriid velmi podobné. Nejvice proteinového izoldtu bylo ziskano z
odridy Libra — 17,9 %.

Pribéh hydrolyzy byl sledovan jako obsah NL v hydrolyzovaném
proteinovém izolatu pomoci Dumasovy metody. Tento obsah, dle o¢ekavani u vSech
variant odrid i enzymu klesal, nebot’ vlivem hydrolyzy byl uvoliiovan nastépeny
protein a peptidy do vodné faze reakce. Ta byla analyzovana na obsah bilkovinnych
latek metodou BCA, ¢imz byl potvrzen komplementarni narist danych slozek.
Rozsah nastépeni proteini byl urcen pomoci techniky SDS-PAGE, jez odhalila, Ze
vychozi proteinovy izolat obsahuje tii velikostni frakce proteind, stejné tak i
trypsinové hydrolyzaty, jejichz molekularni velikost vSak byla oproti proteinovému
izolatu niz$i. Alkalazové hydrolyzaty mély proteiny rozdéleny do dvou frakei,
pficemz zastoupeni molekularné¢ vétsi frakce bylo velmi malé. Papainové
hydrolyzaty byly rozStépeny nejvice — byla u nich zjiSténa pouze jedna frakce
proteinti pod 10 kDa.

Zjisténd rozpustnost proteinovych izolatd i hydrolyzati byla velmi vysoka
(témé&f 100 %). V souvislosti s tim, byla vaznost vody pomérné nizkd (3,93 g/g) a
Stépenim proteinu doSlo k dalSimu, aZz pétindsobnému, poklesu (nejvice u
trypsinovych hydrolyzatii). Vaznost tuku byla naopak vyssi (4,34 g/g) nez vaznost
vody a hydrolyzovanim (s vyjimkou alkaldzy) se tento rys u vétSiny odrid nadale
zvyraznil.

Emulgaéni aktivita vlivem proteolyzy stoupala, avSak emulgacni stabilita
poklesla zhruha 1,3%. Nejvétsi nartist emulgacni aktivity (1,79%) a nejmensi pokles
stability byl zaznamenén po hydrolyze trypsinem, jelikoz tyto hydrolyzaty mély
nejvetsi peptidové fragmenty. Z pouzitych odrad prokazal nejvyssi emulgacni
aktivitu Raciol.

Obvzlast znatelny vliv méla hydrolyza proteinovych izolath na obsah

polyfenolickych latek, ktery byl az 3x vys$i (podle pouzité protedzy). Nejvice
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polyfenolickych latek se uvolnilo po Sté€peni alkaldzou. Nejméné polyfenolt bylo
zjisténo z pouzitych odrid u odridy Agriol. Ve spojitosti s nartistem polyfenolt byla
zjisténa i vysSi antioxidaéni aktivita, a to az 2,5x. Uginnost v jeji idukci jednotlivymi
proteazami je od nejucinngj§i po nejméné Ucinnou nasledujici: papain, alkalaza,
trypsin, tudiz plati, Ze ¢im vice je protein nastépen, tim vyssi ma antoxidacni aktivitu.
Z pouzitych odriid mél nejvice antioxidantl Raciol.

Ze ziskanych poznatkll nelze vyvodit jednoznacné doporuceni. Vysoce
naStépeny Inény protein bude mit naptiklad vynikajici antioxidacni vlastnosti, ale
dobrych emulgacnich vlastnosti budou dosahovat spise c¢astecné st€pené hydrolyzaty.
Proto bude praktickd aplikace vysledki velmi zaviset na zamySleném vyuziti

produktu.
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Seznam zkratek

MK — mastné kyselina

AK — aminokyselina

CLs — cyklinopeptidy

HTS — hmotnost tisice semen

SDS-PAGE

Lys — lysin

Ile — izoleucin

Ser — serin

His — histidin

Asn — asparagin

P1 — prvni AK zbytek od sté€pené peptidové vazby smérem k N-konci
P1'— prvni AK zbytek od Stépené peptidové vazby smérem k C-konci
P2 druhy AK zbytek od stépené peptidové vazby smérem k N-konci
SDS — dodecylulfat sodny

AC/BIS - akrylamid a N, N'-methylenbisakrylamid

TEMED - tetramethylethylendiamin

PI — proteinovy izolat

HPI — hydrolyzovany proteinovy izolat

GAE — ekvivalent kyseliny gallové

AAE — ekvivalent kyseliny askorbové



Seznam ilustraci
Obrazek 1: Bilkovinny profil PLa HPT ........cccooooiiiiiiiiiieeecee e, 35

Seznam grafi

Graf 1: Meziodridovy pramér vytéznosti produkt vyroby Pl.........cccccooveiivieeennnnn. 32
Graf 2: Vyvoj obsahu NL (%) béhem hydrolyzy..........c.ccooveiiiniiiiiiiiiiieieeeeeee, 33
Graf 3: Mezienzymovy pramérny vyvoj obsahu bilkovin (%) v supernatantu béhem

MY ATOLYZY ..ottt et ettt et e st e e e e e ennbeeeennee 34
Graf 4: Vaznost vody (g/g) PLa HPL.........ccocviiriiee e 36
Graf 5: Vaznost tuku (g/g) PLa HPL......coooiiiii e 36
Graf 6: Emulgacni aktivita (jako index emulgacni aktivity v m2/g) ........ccccveeeennneee. 37
Graf 7: Emulgacni stabilita (jako index emulgaéni stability v min).........cccccevuveeenenne 37
Graf 8: Obsah celkovych polyfenolit (mg/g GAE).....cccvvviieiiiiieiieeeeeee e, 38
Graf 9: Antioxidacni aktivita (ME/ AAE)....cc.cooiiiiiiieieeeeeeee e 38

Seznam tabulek

Tabulka 1: S10Zeni GEIT......c.ccoiiiiieiieiee e e ens 27
Tabulka 2: Primérné vytéznosti krokli vyroby Pl.........cccoooiiiiiiiiiiiiieeeee 32
Tabulka 3: Primérny obsah bilkovin (%) v tekuté fazi hydrolyzované smési béhem

i N < 0 1<) 1) RSP PSUPRRPSRRPI 34

Tabulka 4: Priblizné molekulové hmotnosti (kDa) a relativni zastoupeni (%) frakci



P¥ilohy

Priloha 1: ANOVA - Hodnoceni zavislosti vytéZnosti jednotlivych kroki vyroby PI na odridé

X ¢tverci Stupeni  Primér F p
Sliz (%) volnosti  Ctverci
Absolutni ¢len 2022,39 1 2022,39  5582,854 0,000000
Odrtuda 40,651 2 20,326 56,11  0,000001
Chyba 4,347 12 0,362
Olej (%)
Absolutni ¢len 26321,13 1 26321,13 108153,6 0,000000
Odrtda 47,52 2 23,76 97,6  0,000000
Chyba 2,68 11 0,24
Mouka (%)
Absolutni ¢len 27761,6 27761,6  53952,13 0,000000
Odrtda 1,59 2 0,79 1,54  0,256739
Chyba 5,66 11 0,51
Hladka mouka (%)
Absolutni ¢len 18025,04 18025,04 9336,508 0,000000
Odrada 5,81 2 2,91 1,505 0,261029
Chyba 23,17 12 1,93
PI (%)
Absolutni ¢len 3755,311 1 3755,311 2036,415 0,000000
Odrtda 32,132 2 16,066 8,712 0,004601
Chyba 22,129 12 1,844

Ptiloha 2: ANOVA - Hodnoceni zavislosti obsahu NL (%) v PI a HPI na odridé, pouzité
proteaze a délce trvani reakce

X ¢tvercii Stupenn  Primér F p
NL (%) v PI volnosti  ¢tverci
Absoluti ¢len 78429,6 1 78429,6  19048,72 0,000000
Odrida 190,02 2 95,01 23,08  0,000077
Chyba 49,41 12 4,12




NL (%) v HPI:

Absolutni ¢len 7550349 1 7550349 15225,92 0,000000
Enzym 3728 2 4864 37,59  0,000000
Odrtda 57123 2 2856,1 57,6 0,000000
Odbér 295 4 73,7 1,49  0,207971
Enzymxodrida 1553,6 4 388,4 7,83 0,000008
Enzymxtrvani 16,56 8 207 4,17 0,000133
Odriadyxtrvani 2666,6 8 3333 6,72 0,000000
Enzymxodridaxtrvani 2586,6 16 161,7 3,26 0,000056
Chyba 8926 180 49,6

Ptiloha 3: ANOVA- Hodnoceni vliva enzymu, odriady a délky hydrolyzy na obsah bilkovin (%)
zjistovany metodou BCA v tekuté fazi hydrolyzovaného vzorku

Y ¢tvercii Stupenn  Primér F P

Bilkoviny (%) volnosti  ¢tverci

Absolutni ¢len 265741,3 1 265741,3 243,5176 0,000000
Odbér 68135,9 4 17034 15,6094 0,000000
Enzym 31766,2 2 15883,1 14,5548 0,000013
Odrtuda 12006,8 2 6003,4 5,5013  0,007288
Odbérxenzym 3728,2 8 466 0,427  0,898624
Odbérxodrada 51229,3 8 6403,7 5,8681 0,000038
Enzymxodrida 2465,9 4 616,5 0,5649  0,689334
Odbérxenzymxodrada 3198,8 16 199.,9 0,1832  0,999702
Chyba 49106,8 45 1091,3

Piiloha 4: ANOVA - Hodnoceni vlivu enzymu a odridy na vaznost vody a tuku (g/g) u PI a

vysledného HPI
X ¢tverci Stupenn  Primér F p
Vaznost vody (g/g) volnosti  ¢tverci
Absolutni ¢len 107,3054 1 107,3054 1095,537 0,000000
Enzym 60,0503 3 20,0168 204,361 0,000000
Odrtda 0,6052 2 0,3026 3,090 0,063979
Enzymxodrida 0,9647 6 0,1608 1,642  0,179100

Chyba 2,3507 24 0,0979




Vaznost tuku (g/g)

Absolutni ¢len 661,1069 1 661,1069 1135,469 0,000000
Enzym 57,9979 3 19,3326 33,204  0,000000
Odrada 2,6527 2 1,3263 2,278 0,124210
Enzymxodrida 2,9806 6 0,4968 0,853  0,542431
Chyba 13,9736 24 0,5822

Piiloha 5: ANOVA - Hodnoceni vlivu zvoleného enzymu a odridy na emulga¢ni vlastnosti
vychoziho PI a vysledného HPI

X ¢tverci Stupeii  Prumér F p
Emulgaéni aktivita (m?/g) volnosti  ¢tverci
Absolutni ¢len 42991,4 1 429914  2326,3 0,000000
Enzym 1946,33 3 648,78 35,106  0,000000
Odrtda 204,34 2 102,17 5,528  0,010598
Enzymxodrada 50,49 6 8,41 0,455  0,834058
Chyba 443,53 24 18,48
Emulgaéni stabilita (min)
Absolutni ¢len 67251,18 1 67251,18 2785,314 0,000000
Enzym 1112,05 3 370,68 15,352 0,000009
Odrida 100,73 2 50,37 2,086 0,146131
Enzymxodrida 97,37 6 16,23 0,672  0,673117
Chyba 579,48 24 24,14

Ptiloha 6: ANOVA - Hodnoceni vlivu pouZzité proteazy a odrudy na obsah polyfenoli a
antioxidaé¢ni aktivitu P1 A HPI

X ¢tverci Stupenn  Primér F p
Polyfenoly (mg/g GAE) volnosti  Ctverci
Absolutni ¢len 2134,363 1 2134,363  1145,653 0,000000
Enzym 246,826 3 82,275 44,163  0,000000
Odrtuda 15,365 2 7,682 4,124  0,028883
Enzymxodrida 11,858 6 1,976 1,061  0,412676
Chyba 44,412 24 1,863

Antiox. latky (mg/g AAE)




Absolutni ¢len 4826,891 1 4826,891 7898,792 0,000000
Enzym 447,796 3 149,265 244,26  0,000000
Odrada 12,897 2 6,449 10,553  0,000515
Enzymxodrada 13,860 6 2,31 3,78  0,008610
Chyba 14,666 24 0,611
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