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Vyznam rostlinnych napoja z hlediska sloZzeni aminokyselin

Souhrn:
Tato diplomova prace, nesouci ndzev Vyznam rostlinnych ndpoju z hlediska sloZeni
aminokyselin, je roz¢lenéna na dveé Casti —teoretickou a praktickou.

V teoretické ¢asti jsou stru¢né popsany plodiny, ze kterych byly vyrobeny v domacich
podminkach rostlinné ndpoje. Konkrétné se jednalo o hrach sety, merlik ¢ilsky, konopi seté
a brukev rfepku. Soucasti teoretické ¢asti je také obecnd charakteristika aminokyselin, jejich
roz€lenéni do 3 skupin a popis kazdé aminokyseliny.

Prakticka ¢ast se nejprve zabyva stanovenim vytéznosti a obsahu susiny rostlinnych napojich.
Na zacdtku bylo nutné rozmixovat rostlinny material vdaném poméru s vodou a ndsledné
ziskané vylisky a napoje zlyofilozovat. Jesté pred samotnou lyofilizaci vSak byla zjisténa
vytéZnost. U hrachu a fepky Cinil samotny ndpoj 74 %, u quinoi 81 % a u konopi dokonce 84 %.

Cilem tohoto vyzkumu bylo stanovit nejen vytézinost, ale také obsah esencidlnich
a neesencialnich aminokyselin ve vyliscich a ndpojich vybranych vzorku. Zlyofilozované vzorky
byly proto navdzeny na analytickych vahach do zkumavek se zdbrusem, kam byla, v pfipadé
kyselé hydrolyzy, pfiddna jesté 6M kyselina chlorovodikova a nasledné byly uzaviené
zkumavky vloZeny do susarny vyhiaté na 110 °C na 24 hodin. Do navazenych vzorka, u kterych
nasledovala alkalicka hydrolyza, bylo misto kyseliny chlorovodikové pfidano 4,2M hydroxidu
sodného a zkumavky byly v susarné nechany o 4 hodiny méné pfi teploté 105 °C. Po uplynuti
této doby se nechaly zkumavky vychladnout a jejich obsah byl kvantitativné preveden do
odmeérnych banék, které byly doplnény destilovanou vodou po rysku. U vzork(, u nichZz se
provadéla alkalicka hydrolyza, bylo navic pfiddno 10 ml kyseliny chlorovodikové. Obsah
v odmérnych bankdach byl promichdn a zfiltrovan pres filtracni papir a ndsledné pres mikrofiltr
do sklenénych vialek, kde doslo jeSté k nafedéni filtratu destilovanou vodou. Takto pfipravené
vzorky byly zanalyzovany metodou LC-ESI-MS/MS.

Bylo zjisténo, Ze ve vSech vzorcich, v napoji i vylisku, tvofi z celkového mnozstvi esencidlni
aminokyseliny okolo 30 %. Dalsim cilem bylo potvrdit, ¢i vyvratit hypotézu, Ze do napoje se ze
semen vylouzi méné aminokyselin, nez do vylisku. Tato hypotéza byla vyvracena. Do ndpoje
z quinoi se vylouzilo 98,97 mg/g aminokyselin a do vylisku 201,17 mg/g aminokyselin. Ze
ziskanych vysledk(i vyplyvd, Ze nejvyssi obsah aminokyselin je v hrachovém ndpoji
(582,16 mg/g) a naopak nejméné v hrachovém vylisku (89,27 mg/g). Co se esencidlnich
aminokyselin tyée, nejvice jich bylo zjisténo opét v napoji z hrachu (205,25 mg/g) a nejméné
ve vylisku z hrachu (30,98 mg/g).

Klicova slova: aminokyseliny, esencialni, rostlinny napoj, laktézova intolerance



The importance of plant beverages in terms of amino acid

composition

Summary:

This Master's thesis, titled Significance of Plant-Based Beverages in Terms of Amino Acid
Composition, is divided into two parts - theoretical and practical.

The theoretical part briefly describes the crops from which plant-based beverages were
produced under home conditions. Specifically, these included peas, Chilean tarweed, hemp,
and rapeseed. Also included in the theoretical part is a general characterization of amino acids,
their classification into 3 groups, and a description of each amino acid. The practical part first
deals with determining the yield and dry matter content of plant-based beverages. Initially, it
was necessary to blend the plant material in the given ratio with water, and subsequently, the
obtained extracts and beverages were lyophilized. However, before the lyophilization itself,
the yield was determined. For peas and rapeseed, the beverage itself accounted for 74%, for
quinoa 81%, and for hemp as much as 84%.

The aim of this research was not only to determine the yield but also the content of essential
and non-essential amino acids in the extracts and beverages of selected samples. Therefore,
lyophilized samples were weighed on analytical balances into flasks with ground glass
stoppers, to which, in the case of acidic hydrolysis, 6M hydrochloric acid was added, and then
the sealed flasks were placed in a drying oven heated to 110°C for 24 hours. In the case
of samples subjected to alkaline hydrolysis, 4.2M sodium hydroxide was added instead of
hydrochloric acid, and the flasks were left in the oven for 4 hours less at a temperature
of 105°C. After this time, the flasks were allowed to cool, and their contents were
guantitatively transferred to volumetric flasks, which were filled with distilled water up to the
mark. For samples subjected to alkaline hydrolysis, an additional 10 ml of hydrochloric acid
was added. The contents in the volumetric flasks were mixed and filtered through filter paper
and subsequently through a microfilter into glass vials, where the filtrate was further diluted
with distilled water. The prepared samples were analyzed by the LC-ESI-MS/MS method.

It was found that in all samples, both in the beverage and in the extract, essential amino acids
accounted for approximately 30% of the total amount. Another goal was to confirm or refute
the hypothesis that fewer amino acids are leached into the beverage from the seeds than into
the extract. This hypothesis was refuted. For quinoa beverage, 98.97 mg/g of amino acids
were leached, and for the extract, 201.17 mg/g of amino acids. From the obtained results, it
follows that the highest content of amino acids is in the pea beverage (582.16 mg/g), and
conversely, the lowest in the pea extract (89.27 mg/g). Regarding essential amino acids, the
highest amount was again found in the pea beverage (205.25 mg/g) and the lowest in the pea
extract (30.98 mg/g).

Keywords: amino acids, essential, herbal drink, lactose intolerance
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1 Uvod

Rostlinné napoje jsou v dnesni dobé velmi oblibené nejen u lidi trpicich laktézovou
intoleranci, sportovc( ¢i osob, které se stravuji alternativnim zplsobem stravovani, ale také
u téch, ktefi mlééné vyrobky konzumuji a rostlinnymi ndpoji si chtéji pouze zpestfit svij
jidelnicek ¢i se zajimaji o zdravou vyZivu. Nicméné divodem ke koupi rostlinného napoje muze
byt také chut zkouset nové potraviny.

Nabidka na trhu je opravdu Sirokd. V obchodnich fetézcich nalezneme ndpoje vyrobené
naptiklad ze séji, mandli, maku, ovesnych vlocek, kokosu, konopi, Spaldy, pohanky, ryze.
Problémem pro nékteré spotiebitele vsak mlze byt vyssi cena. Priimérné 1 litr rostlinného
napoje koupeného v obchodé vyjde na 60,-, zatimco 1 litr polotu¢ného kravského mléka stoji
okolo 20,-. Avsak v pfipadé, kdy se clovék rozhodne vyrobit si rostlinny napoj v domdcich
podminkach, je cena za 1 litr podobna cené za 1 litr polotuc¢ného kravského mléka.

Aminokyseliny, které se mimo jiné vyskytuji i v rostlinnych napojich, jsou zakladni stavebni
jednotkou bilkovin. Bilkoviny spolu s tuky a sacharidy radime mezi tzv. makrozZiviny, tedy
Ziviny, které clovék potrebuje pfijimat ve vétSim mnoiZstvi. VSechny tyto makrozZiviny
predstavuji dllezity zdroj energie, ale bilkoviny obsahuji pouze 4 kcal na 1 gram hnotnosti
potraviny.

Lidské télo je tvoreno pfriblizné 20 druhy aminokyselin. Rozdélujeme je na esencidlnimi,
podminéné esencidlni a neesencidlnimi. Esencidlni aminokyseliny si organismus neumi
vytvorfit sdm a musime je proto pfijimat v potravé nebo z doplrik( stravy. Naopak neesencialni
aminokyseliny si télo dokaze vyrobit samo a neni tedy nutné doplhovat je navic potravou.
Dostatecny pfijem podminéné esencidlnich aminokyselin je potfeba zajistit pfedevsim
v détském véku, v obdobi ristu totiz neni jejich syntéza dostatec¢na.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem teoretické c¢asti této diplomové price je prehledné vypracovani literarni reSerse
zamérené na rostliny, z jejichz semen byly rostlinné ndpoje, u nichZ byl stanoven obsah
aminokyselin v této diplomové prace, pfipraveny a zaroven jsou také v literarni reSersi
popsany vsechny aminokyseliny.

V praktické ¢asti se tato prace zabyva vyrobou napojli ze semen ruénim lisovanim. Cilem je
zjistit vytéZnost, obsah susiny, obsah a zastoupeni esencidlnich aminokyselin v ndpoji a ve
vylisku z hrachu setého, merliku Cilského, konopi setého a fepky. Bude zjiSténa vytéZznost
napoje a lyofilizaci suSina v ndpoji i vylisku. Cilem je taktéz ekonomicky vyhodnotit domaci
vyrobu rostlinného napoje a porovnat cenu s bézné dostupnymi produkty na trhu.

Hypotézy:
+ do napoje se ze semen vylouZzi méné aminokyselin, vétsina zUstava ve vylisku
. .

L)

»  nejvétsi pocet esencidlnich aminokyselin se nachazi v quinoi

v

¢ nejvyssi mnozsti aminokyselin se nachazi v hrachu



3 Literarni reSerse

3.1. Rostlinné napoje

Rostlinné napoje se v dnesni dobé stdvaji stale oblibenéjsimi jako ndhrazky mléka ¢i mléénych
vyrobkud. Od roku 1999 se kazdy rok jejich spotieba zvysi asi 0 11 % (Horackova et al. 2017).
Preferovany mohou byt z riznych dlivodu: laktézova intolerance, alergie na mlécné bilkoviny,
veganstvi, zajisténi welfare zvifat Ci snizeni uhlikové stopy. Existuji ale i jedinci, ktefi si rostlinné
napoje kupuji pouze za ucelem zpestreni svého jidelni¢ku (Popova et al. 2023).

Rostlinné ndpoje se od téch Zivocisnych lisi sloZzenim. Velké rozdily byly pozorovany v obsahu
bilkovin, vapniku, vitaminu B12, vldkniny a tuku (Singhal et al. 2017). Avsak co se vapniku a
vitaminu tyCe, nékteré napoje mohou byt fortifikovany (Xie et al. 2023), to znamen3, Ze dojde
k obohaceni o vyZivovou slozku, kterou v duUsledku technologického procesu ztratily
(Dary et al. 2006). V ptipadé porovndni rostlinnych napoj s kravskym mlékem je dllezZité si
uvédomit, Ze rostlinné napoje se vyrabi pouze vylouhovanim rostliny, a proto se do napoje
dostane oproti kravskému mléku jen velmi malé mnozstvi cennych latek
(Horackova et al. 2017).

Na trhu se nachazi rostlinné napoje z riznych druh( rostlin. Na zakladé pouzitych surovin je
mulzeme rozradit do péti zakladnich skupin: cerealni (oves, ryze), lusténinové (séja, hrach),
pseudoobilné (quinoa), semenné (slunecnice, sezam) a ofechové (mandle, kesu)
(Xie et al. 2023). V této diplomové praci se vénuji rostlinnym ndpojam vyrobenych v domacich
podminkach z hrachu, quinoi, konopi a fepky.

3.2. Hrach sety

3.2.1. Charakterizace hrachu
Hrach sety (Pisum sativum) patfi mezi nejkonzumovanéjsi lusténiny (Devi et al. 2019).

Ve svétové produkci obsadil ¢tvrté misto vedle séji, fazoli a cizrny. Dnes se péstuje ve vice nez
90 zemich a odhadovana celosvétova roc¢ni produkce hrachu ¢ini 13,5 miliond tun
(Ge et al. 2020). Mezi nejvétsi producenty se fadi Kanada, Cina, Rusko a Indie (Raghunathan
et al. 2017).

Jedna se o jednoletou rostlinu z ¢eledi bobovitych (Fabaceae). Plodem je lusk a lodyha hrachu
se vyznacuje svou poléhavosti a délkou 2 — 3 metry (Rungruangmaitree et al. 2017). Povrch
hrachu muze byt bud drsny, nebo hladky a jeho barevnost se pohybuje od svétle Zluté po
oranzové hnédou. Tvar muzZe byt nepravidelny, vélcovity, kosoctverecny Ci elipticky, jak je
znazornéno na obrazku 1. Barva hrachu zalezi na obsahu flavonoidd v semeni, ¢im tmavsi
hrach, tim vice flavonoid( je v ném obsazeno (Devi et al. 2019).
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Obrdzek 1: Kategorie semen hrachu dle barvy, drsnosti a tvaru (Santos et al. 2019)
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3.2.2. Vyuziti hrachu

Hrach je velmi cenny pro vyzivu lidi i zvifat zejména svym obsahem bilkovin, ktery mlze Cinit
az 31 % (Hara et al. 2023). Na 100 g suchého hrachu tedy pfipadd 20 — 25 g bilkovin (Thavarajah
et al. 2022). Zélezi vSak na genetickych faktorech, na prostiedi, kde je hrach péstovan (Hood-
Niefer et al. 2012) a predevsim na zralosti semen (Roy et al. 2010).

Vyuziti hrachu v potravindrstvi je mnohostranné. Sucha semena hrachu se vyuZivaji k ptipravé
hrachové kase, polévek, pomazanek nebo hummusu. Zeleny hrdsek slousi k pfimé konzumaci
a je velice oblibeny diky své nasladlosti (Countrylife 2019).

Hrach sety muze také ale najit své vyuZiti jako zdroj biomasy. Brant et al. (2017) provadéli
pokusy, pfi nichZ byla sledovana produkce porostli vybranych odrdd hrachu setého a hrachu
rolniho a produkce biomasy jednotlivymi ¢astmi rostliny. Z vysledku vyplynulo, Ze nejvice se
na celkové produkci biomasy podilela lodyha a listy. Bylo by vSak potfeba provést jesté dalsi
vyzkum, protoZe tento pokus trval pouze 1 rok a tudiz neni mozné vyvozovat z ného obecné
zavéry.

3.3. Merlik Cilsky

3.3.1. Charakterizace merliku
Merlik cilsky neboli quinoa (Chenopodium quinoa) je rostlina, ktera se radi spolecné

s amarantem (Amaranthus spp.) a pohankou (Fagopyrum spp.) mezi pseudoeredlie (Alvarez-
Jubete et al. 2009), které jsou na rozdil od obilovin dvoudélozné a liSi se také stukturou
a funkci. DGvod, proc se pouziva pravé nazev ,pseudoobiloviny, je ten, Ze svymi vlastnostmi
(obsah skrobu, chut, textura, zplsob vareni) jsou blizké obilovindm (Morales et al. 2021).
Pseudoobiloviny jsou bohaté na bilkoviny, vitaminy, mineralni latky, vlakninu a neobsahuji
lepek (Kaur et al. 2023). Diky svym nutri¢nim vlastnostem je quinoa povazovana za plodinu
21. stoleti. (Vilcacundo et al. 2017).

Quinoa se konzumuje jiz pfes 5000 let. Semena jsou mal3a, kulata, plocha a jejich barva muze
byt bila, Seda, cerng, ale i cervend nebo Zluta (Nowak et al. 2016). Na obrazku 2 je znazornéna
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quinoa bild, ¢ervend a ¢ernd. Mezi mista, kde se merlik Cilsky péstuje nejvice, patfi Argentina,
Bolivie, Chile, Ekvador, Kolumbie a Peru (Vilcacundo et al. 2017).

red quinoa quinoa real

black quinoa

Obrdzek 2: Druhy quinoi (Derakhshan 2018)

3.3.2. Vyuziti merliku
Semena quinoi je mozno rozemlit na mouku a pfiddvat ji do vyrobku jako je chléb, susenky,

palacinky, téstoviny nebo nudle. Dalsi vyuZiti najde quinoa pfi vyrobé piva nebo alkoholického
napoje ,chicha” pochazejiciho z Jizni Ameriky (Vilcacundo et al. 2017). Ke konzumaci slouzi
i listy quinoi, které se v kuchyni pouzivaji podobné jako napftiklad listy Spenatu. Klicky quinoi
se pridavaji do zeleninovych salata. Merlik Cilsky se vyuziva rovnéz ke krmeni hospodarskych
zvitat (Hernandez-Ledesma 2019).

3.4. Konopi seté

3.4.1. Charakterizace konopi
Konopi seté (Cannabis sativa) je jednoleta, krytosemenna rostlina z ¢eledi konopovitych

(Cannabaceae) (Kaczorova et al. 2020). Péstuje se jiz 5000 az 6000 let. Je proto tézké urcit jeho
plvod, ale predpoklada se, Zze pochazi z alpského predhari Himalaji (EISohly et al. 2017).

V soucasnosti je v konopi identifikovano pres 1400 rlznych latek, z nichz 144 predstavuji
kanabinoidy (Landa et al. 2020). Mezi dva nejzndméjsi patfi tetrahydrokanabinol (THC),
predstavujici hlavni psychoaktivni slozku konopi, a kanabidiol (CBD) tvofici nepsychoaktivni
slozku (Hajer 2015). Konopi obsahuje také flavonoidy, lignany, terpenoidy a polysacharidy
(Peng et al. 2021).

Rostliny konopi se péstuji bud za ucelem produkce semen a vlaken, pak hovofime
o technickém konopi, které ma vysSi obsah kanabidiolu (CBD) a nizsi obsah
tetrahydrokanabinolu (THC) a je péstovano na polich (Kaczorova et al. 2020). Naopak |écebné
konopi, ziskavané ze samicich kvét(, se stale Castéji péstuje v uzavienych prostorech, kde je
moznost nastaveni teploty, vlhkosti, koncentrace kysliku a intenzity svétla. Zaroven je
umoznéna vyssi ochrana rostliny pred skidci (Magagnini et al. 2018).
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Povoleni |é¢ebného konopi se lisi na statni Urovni. Lékarské pouziti je povoleno ve 40 statech,
zatimco péstovani pro rekreacni Ucely je legalni pouze ve 24 statech (Allen et al. 2024).
Obréazek 3 znazorfuje legalizaci konopi ve svété. Cervené vyznalené jsou staty, ve kterych
konopi nebylo legalizovdno a modfe jsou znazornény staty, jejichz zdkony povoluji konopi
pouze jako soucdst nékterych léCiv.

@ lllegal / Strict Laws [ Mixed Status [ Legal / Decriminalized

Obrazek 3: Legalizace konopi ve svété - mapa (Allen et al. 2024)

3.4.2. Vyuziti konopi

Hajer (2015) uvadi, Ze v poslednich letech zdjem o plsobeni Cannabis na lidsky organismus
vyrazné roste. DelSi dobu je zndm pozitivni vliv kanabinoid( na neurologicka onemocnéni jako
je napriklad epilepsie, Parkinsonova choroba nebo amyotrofickd laterdini sklerdza
(Hajer 2015). Dale se konopi pouZiva v dermatologii. Ma protizanétlivé ucinky a pouziva se
proto pfri [éCbé akné, lupénce, dermatitidé ¢i sklerodermii (Shao et al. 2021).

3.5. Brukev repka

3.5.1. Charakterizace repky
Brukev fepka (Brassica napus) je zluté kvetouci olejnina (Calisir et al. 2005), patfici do celedi

brukvovitych (Brassicaceae), kterd pravdépodobné vznikla pred 7500 lety spontanni
mezidruhovou hybridizaci mezi genotypy repky a kapusty (Iniguez-Luy et al. 2011). Zrald
semena fepky jsou kulovitd s cervenohnédou az tmavé hnédou nebo cernou barvou
(Raboanatahiry et al. 2021).

Repka se péstuje na celém svét&, celkem v 66 zemich, kdy 34 zemi je v Evropé, 15 zemi v Asii,
9 zemi v Americe a 2 zemé v Oceanii. Celkem cely svét vyprodukuje vice nez 70 milion( tun
fepkového semene a mezi nejvétsi producenty patii Kanada, Cina a Indie, jak vyplyva
z obrazku 4 (Raboanatahiry et al. 2021).
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Obrazek 4: Produkce repky ve svété (Raboanatahiry 2021)

3.5.2. Vyuziti fepky

Vyuziti nachazi fepka nejen pfi vyrobé biopaliv, ale také v potravinaiském, kosmetickém nebo
zdravotnickém primyslu (Raboanatahiry 2021). V tradi¢ni mediciné byly dfive kofeny repky
pouzivany jako diuretikum, proti kurdéjim a zdnétim mocového méchyre
(Saeidnia et al. 2012). Ze semen se vyrabi repkovy olej, ktery obsahuje az 99 % triacylglycerold.
V kuchyni se tento olej pouziva pro pripravu salatt, dresinkd, majonéz a na smazeni ¢i peceni
(Beszterda 2019). Zaroven slouZi fepkovy olej také jako mazivo, palivo a surovina pro vyrobu
nékterych chemikalii (Li et al. 2014).

3.6. Aminokyseliny

3.6.1. Obecna charakteristika aminokyselin
Aminokyseliny patfi mezi organické slouceniny, pro které je charakteristické, Ze obsahuji

alespon jednu aminoskupinu (-NHz) a karboxylovou skupinu (-COOH) a zaroven postranni
retézec (-R), ktery je pro kazdou aminokyselinu specificky a rozhoduje o jejim charakteru
(Kalidas & Sangaranarayanan 2023). V pfirodé se vyskytuje okolo 800 aminokyselin, od nichz
je odvozeno velké mnozstvi slouc¢enin (Holecek 2023), ale pouze 20 zékladnich aminokyselin
tvori bilkovinné molekuly (Lopez et al. 2023). Na obrazku 5 je zndzornén obecny vzorec
aminokyselin.

R—Cl)H—-COOH
NH,

Obrdzek 5: Obecny vzorec aminokyselin (https://e-chembook.eu/bilkoviny)
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3.6.2. Rozdéleni aminokyselin
Aminokyseliny se rozdéluji do nékolika skupin na zakladé stanovenych kritérii, které jsou

uvedeny v tabulce 1 (Holecek 2023). Tato diplomova prace se bude vénovat predevsim
klasifikaci aminokyselin dle nezbytnosti v potravé.

Tabulka 1: Klasifikace aminokyselin (Holecek 2023)

Kriterium Klasifikace

konfigurace na asymetrickém uhliku L-aminokyseliny, D-aminokyseliny

poloha NH; skupiny a, B, v, ... aminokyseliny

struktura a acidobasické chovani Kyselé, zasadité, neutrdlni

charakter postranniho fetézce polarni, nepolarni

vyskyt v proteinech proteinogenni, vzniklé posttranslaéné a ostatni
metabolismus glukogenni, ketogenni, glukogenni i ketogenni
nezbytnost v potravé Esencialni, podminéné esencialni, neesencialni

Rozdéleni aminokyselin na essencidlni (EAA, essential amino acids) a neesencidlni (NEAA, non-
essential amino acids) bylo poprvé popsano ve 20. stoleti, kdy William C. Rose diky své studii
zjistil, Ze lidé a zvifata dokazi udrZet dusikovou rovnovdhu pouze s dietou, ktera obsahuje
8 urcitych aminokyselin, nazyvanych jako esencialni (Lopez et al. 2023). Nékdy se mlzZeme
setkat s oznacenim ,nezbytné”, nebot organismus neni schopen si sdm tyto aminokyseliny
syntetisovat v dostacujicim mnozstvi a je proto nutné dodavat je télu z potravy (Wuest et al.
2011). Pri této studii bylo taktéz zjisténo, Ze v pripadé, kdy byly z diety odstranény pravé
esencialni aminokyseliny, jednotlivci nebyli schopni rist a rychle se u nich rozvinula negativni
dusikova bilance (Lopez et al. 2023).

Mezi esencialni aminokyseliny byl nejprve zarazen isoleucin (lle), leucin (Leu), lysin (Lys),
methionin (Met), fenylalanin (Phe), threonin (Thr), tryptofan (Trp) a valin (Val) (Orgeron et al.
2014), a aZ pozdéji k nim byl pfidan jesté histidin. Ostatni aminokyseliny byly oznaceny za
neesencialni.

Pozdéjsi studie vSak pojmenovaly jesté treti skupinu podminéné esencialni aminokyseliny
(CEAA, conditionally essential amino acids), do které byl zafazen cystein (Cys), tyrosin (Tyr),
taurin (Tau), arginin (Arg), prolin (Pro) a glutamin (Glu). U podminéné esencialnich
aminokyselin bylo dokazadno, Ze u nékolika dédicnich i ziskanych onemocnéni dochazi
k nedostatku nékterych neesencidlnich aminokyselina a aby lé¢ba téchto nemoci byla
Uspésna, je nezbytné zvysit prijem CEAA (Holecek 2023).

Za neesencialni aminokyseliny je tedy momentdalné povaZzovan Alanin (Ala), Asparagin (Asn),
kyselina asparagova (Asp), glycin (Gly), serin (Ser) a kyselina glutamova (Glu).
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3.6.2.1. Esencialni aminokyseliny

3.6.2.1.1. Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem
Mezi aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, zndmé také pod nazvem BCAA (Branched-Chain

Amino Acids), fadime isoleucin, leucin a valin (Hakansson 2018). Tyto tfi aminokyseliny tvofi
20 — 25 % vétsiny bilkovin ve stravé a u savcu predstavuji 35 % esencidlnich aminokyselin
v potravé (Dimou et al. 2022).

Vsechny tfi BCAA jsou si velmi podobné, avsak jejich chovani neni identické. Tvarem, velikosti
a hydrofobnosti se lisi jejich postranni fetézce. Lisi se taktéZ v sekunddrni strukture, kdy leucin
Castéji tvori a-Sroubovice a isoleucin s valinem naopak B-struktury (Brosnan et al. 2006). Dalsi
rozdily se vyskytuji u katabolismu téchto aminokyselin. Valin je glukogenni, leucin ketogenni
a isoleucin je glukogenni i ketogenni (Holecek 2023).

BCAA zlepsuji sportovni vykon a snizuji Unavu, cozZ je primarni divod, pro¢ tyto aminokyseliny
uzivaji zejména sportovci pred zatézi (Chen et al. 2023). Kromé toho vSak aminokyseliny
s rozvétvenym fetézcem maiji priznivé Ucinky pfi chronickém onemocnéni jater, kdy zejména
leucin se vyznacuje svym stimulaénim ucdinkem na syntézu proteinli, sekreci inzulinu
a regeneraci jater (Holecek 2010). Siddik (2019) uvadi, zZe studie provadéné na lidech a na
zvitatech naznacuji dalezZitou roli BCAA pfi obezité, diabetes mellitus, srde¢nich chorobach
a dokonce pfi Alzheimerové chorobé.

CH; O

HsC OH

NH,

Obrdzek 6: L-isoleucin (www.sigmaaldrich.com)

@)

OH
CH;  NH,

Obrazek 7: L-leucin (www.sigmaaldrich.com)

CH; O

HsC OH
NH

Obrdzek 8: L-valin (www.sigmaaldrich.com)
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3.6.2.1.2. Lysin

Lysin je proteinogenni a ketogenni aminokyselina, kterda je hojné pfitomna zejména
v potravinach ZivociSného pulvodu a v lusténindch. Naopak malo lysinu se vyskytuje
v obilovindach, ryzi a kukufici (Holecek 2023). Doporucéeny denni pfijem pro dospélého jedince
je 30mg/kg hmotnosti. Hlavni funkci lysinu je podilet se na syntéze bilkovin. Jeho katabolismus
je lokalizovan pouze v jatrech (Tomé et al. 2007).

Holecek (2023) uvadi, zZe lysin se vyuziva jako doplnék stravy pfi herpetickych infekcich, kdy se
doporucuje ve formé masti podavat 2-3 g/den. Na druhou stranu Mailoo et al. (2017) tuto
skutecnost vyvraci a z jeho studie vyplyva, Ze lysin se zda byti neucinny pfi lécbé oparu.

O

H2N \/\/\HJ\OH

NH.,

Obrdzek 9: L-lysin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.1.3. Methionin
Methionin patfi mezi aminokyseliny, které obsahuji siru (Aledo 2019). Vyznacluje se

hydrofobnosti jeho vedlejsiho fetézce, coz je dlvod, proc proteiny s vyssim zastoupenim
methioninu jsou Casto ve spojeni s lipidy, napt. ve struktufe bunécénych membran (Holecek
2023). Zbytky methioninu Ize snadno oxidovat na methioninsulfoxid, ktery muze byt
redukovan zpét na methionin za Ucasti methioninsulfoxidreduktaz (Lim et al. 2019).

Doporucend denni ddvka methioninu je 0,5-1,5 g/den (Holecek 2023). Zivoci¢éné bilkoviny
obsahuji 2-4 % methioninu, zatimco rostlinné pouze 1-2 % (Velisek 2009). Ze Zivocisnych
potravin obsahuji nejvice methioninu kriti prsa (682 mg/100g) a z rostlinnych potravin mak
(391 mg/100g) (Floridankova et al. 2018). V lusténinach je methionin limitujici aminokyselinou
(Velisek 2009), tedy takovou esencidlni aminokyselinou, kterd je v urcité bilkoviné zastoupena

vV

O

H3C

NH>

Obrazek 10: L-methionin (www.sigmaaldrich.com)
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3.6.2.1.4. Fenylalanin
Fenylalanin patfi mezi aminokyseliny s aromatickym jadrem, které neni lidsky organismus

schopny syntetizovat, a proto je fenylalanin rfazen mezi esenciadlni aminokyseliny (Holecek
2023). Za ucasti enzymu fenylalaninhydroxyldzy je fenylalanin metabolizovan v jatrech na
tyrozin (Akram et al. 2020).

Fenylalanin je nepostradatelny pro syntézu protein, hormonu S§titné Zlazy, dopaminu,
noradrenalinu, adrenalinu a melaninu (Holecek 2023). Denni potieba u zdravého clovéka,
ktery vazi 70 kg, Cini 1,8 g fenylalaninu (Koolman et al. 2012).

S fenylalaninem souvisi onemocnénni fenylketonurie (PKU). Jedna se o vrozené metabolické
onemocnéni zplsobené nizkou aktivitou ¢i Uplnou absenci fenylalaninhydroxyldzy (Kuila et al.
2023). Vcasna diagndza je velmi dulezitd a z tohoto divodu se provadi novorozenecky
screening (Spronsen et al. 2021). V pfipadé, Ze se u novorozence potvrdi PKU, je nutné ihned
zahdjit 1écbu, ktera spociva v dietnim omezeni fenylalaninu vétSinou po cely Zivot jedince
(Cleary et al. 2019). Pokud se PKU neléci, dochazi k poskozeni mozku, mentalnimu postizeni,
rozvoji epilepsie a porucham v chovani (Spronsen et al. 2021). Holecek (2023) uvadi, Ze se také
zkouma ucinek zvySeného pfijmu tzv. LNAA (Large Neutral Amino Acids), tedy tyrosinu,
methioninu, tryptofanu, leucinu, isoleucinu a valinu, které kompetuji s fenylalaninem
o transport v tenkém stfevu a pies hematoencefalickou bariéru.

130
“OH

NH,

Obrdzek 11: L-fenylalanin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.1.5. Threonin
Threonin je polarni organicka sloucenina, ktera je velmi dilezita pro lidsky organismus (Chetry

et al. 2021). Holecek (2023) uvadi, ze jeho plasmatickd koncentrace se pohybuje okolo
140 pumol/l a denni doporuceny prijem je 15 mg/kg hmotnosti. Role threoninu je klicova pfi
zpomalovani procesu starnuti, posilovani imunity a odolnosti téla (Duan et al. 2023). Je
pritomen ve vysoké koncentraci v mucinu. Jednd se o glykoprotein pfitomny ve slinach
a gastrointestinalnim traktu, ktery usnadnuje polykani a ochranuje Zaludecni sliznici pred jejim
poskozenim agresivnimi latkami (Holecek 2023).

Krom toho je tato esencialni aminokyselina hojné vyuzivdna v krmivarském, potravinafském

a farmaceutickém prdmyslu (Duan et al. 2023). Threonin se spolu s lysinem, methioninem
a tryptofapem pridava do krmnych smési hospodarskych zvitat.
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Obrdzek 12: L-threonin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.1.6. Tryptofan
Tryptofan byl jako prvni aminokyselina zafazen mezi esencidlni (Comai et al. 2020). Jedna se

o aminokyselinu nepostradatelnou pro biosyntézu proteini (Richard et al. 2009). Po jeji
konzumaci dochazi k metabolické pfeméné na serotonin, melatonin, tryptamin, niacin,
kynurenin a dal$i metabolity, takZie ma vliv na fadu nemoci u lidi i zvifat (Friedman 2018).
Tryptofan je dulezity pro fadu fyziologickych procesl jako napfiklad fungovani neurond,
imunity a homeostazy stfev (Comai et al. 2020).

Doporucenny denni pfijem pro dospélého Clovéka ¢ini 3,5 — 6 mg/kg télesné hmotnosti
a 12 mg/kg télesné hmotnosti u novorozencl a déti (Richard et al. 2009). Mezi hlavni zdroje
tryptofanu patfi maso, ryby, mlécné vyrobky, lusténiny a brambory (Hole¢ek 2023). Primérny
obsah tryptofanu v bilkovinach je 1,1 %. V ZivociSnych vyrobcich je obsazeno primérné
1 -2 % tryptofanu, ale vyjimku pfedstavuji histony a kolagen, v nichz tryptofan neni pfitomen
vibec (Velisek 2009).

O
OH
D NH
N 2
H

Obrdzek 13: L-tryptofan (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.1.7. Histidin
Histidin patfi mezi nejméné zastoupené aminokyseliny v bilkovinach v téle u lidi (Brosnan et

al. 2020). Avsak vysoky obsah histidinu mGzeme pozorovat u hemoproteint (hemoglobin,
myoglobin, cytochromy, hemové peroxidasy, katalasy), histatin( a filaggrin(. Histatiny jsou
pfitomny ve slinach a jsou vyznamné kvili svym antibakteridlnim a fungicidnim vlastnostem.
Filaggriny, umoZznujici agregaci cytokeratinovych filament, jsou v kizi (Holecek 2023).

Histidin muazZe byt enzymaticky dekarboxylovan na histamin za ucasti enzymu
histidindekarboxylazy (HDC) (Brosnan et al. 2020). Mezi mista, kde dochazi k syntéze
a ukladani histaminu, patfi ECL buriky (enterochromaffin-like cells) v Zaludku, histaminergni
neurony v mozku a granule Zirnych bunék a basofild, z nichZ se histamin uvolfiuje pomoci
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degranulace, ktera je vyvolana imunitnim podnétem, a to predevsim interakci alergenu
s protilatkou typu IgE (Holecek 2023).

Doporucenny denni prijem histidinu je 10 mg/kg télesné hmotnosti (Brosnan et al. 2020). Pro
srovnani je mozno uvést, Ze 100 g bilkoviny z hovéziho masa obsahuje pfiblizné 3,7 g histidinu

(Wade et al. 1998).
O
N OH
4 \ NH,
N
H

Obrdzek 14: L-histidin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.2. Podminéné esencialni aminokyseliny
3.6.2.2.1. Cystein
Cystein je velmi dllezity pro strukturu a funkci proteind, je vyznamnym antioxidantem. Mezi

hlavni produkty jeho metabolismu patfi cystin, glutathion, taurin, cysteamin a pyruvat.
Hlavnimi katabolity, které jsou vylu¢ovany moci nebo pouzivany pro syntézu latek obsahujicich
siru, jsou amoniak a sulfaty (Holecek 2023).

AZ 17 % cysteinu je spolu s produktem oxidace cystinem pritomno v keratinech, v mensim
mnozstvi pak v mnoha dalSich bilkovinach (1 — 2 %). V organismu mohou z ¢asti nahradit
esencialni aminokyselinu methionin (Velisek 2009).

O

HS OH
NH>

Obrdzek 15: L-cystein (www.sigmaaldrich.com)
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3.6.2.2.2. Tyrosin
Tyrosin je podminéné esencidlni aminokyselina, ktera je systetizovdana z esencidlni

aminokyseliny fenylalaninu (Holec¢ek 2023). Dle Veliska (2009) doprovazi tyrosin ve vétsiné
bilkovin fenylalanin.

O

OH
NH
HO 2

Obrdzek 16: L-tyrosin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.2.3. Taurin
Taurin je aminokyselina, ktera obsahuje siru. V plasmé se vyskytuje v koncentraci 55 umol/I

(Holecek 2023). Nachazi se ve vysokych koncentracich ve vétsiné bunék, v nichZz reguluje
zakladni déje (Schaffer et al. 2018). Taurin predstavuje v lidském téle asi 0,1 % celkové télesné
hmotnosti. U dospélych jedincl je tato aminokyselina syntetizovana v jatrech a do urcité miry
v centrdini nervové soustavé (CNS), avSak novorozenci nejsou schopni taurin syntetizovat
v dostatecném mnoiZstvi, a proto jsou zavisli na pfijmu potravy. Z tohoto dlivodu je taurin
fazen mezi aminokyseliny podminéné esencidlni (Lambert et al. 2014).

Mezi nejznaméjsi fuknci taurinu v organismu patfi konjugace kyseliny cholové a kyseliny
chenodeoxycholové v jatrech. Diky negativné nabité sulfonové skupiné taurinu je umoznéno
solim Zlucovych kyselin, aby fungovaly jako latky, které sniZzuji povrchové napéti a mohly se
tak podilet na tvorbé micel a Stépeni lipidd v tenkém stfevu. Mezi dal$i vyznamné funkce
tauritnu patfi biotransformace xenobiotik, stabilizace bunéénych membrdan, transport
a intraceluldrni distribuce vdpenatych iontld a ochrana tycinek a Cipkd v sitnici oka (Holecek
2023).

Obrdzek 17: L-taurin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.2.4. Arginin
Arginin patfi mezi podminéné esencialni aminokyseliny, protoze v urcitych obdobich, jako je

kojenecky vék, téhotenstvi, snizeni imunity ¢i pfi popalenindch, je nutno zvysit jeho pfijem.
Prostfednictvim intestinalné-rendlni osy je arginin syntetizovan z glutaminu, glutamatu
a prolinu a hlavni pfijem argininu predstavuji aminokyseliny z potravy (Marti | Lindez et al.
2021). Takto pfijaty arginin je vétSinou katabolizovan argindzou v enterocytech nebo v jatrech
(Holecek 2023). V potravinach se vyskytuje ve vSech bilkovinach v mnozstvi 3-6 %, nejvyssi
obsah argininu maji protaminy rybiho mlici. Dale také arasidy a jiné olejniny (Velisek 2009).
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V organismu slouZi arginin jako prekurzor mnoha biologicky aktivnich slou¢enin (oxid dusnaty,
ornithin, prolin, kreatin, polyamin) (Marti | Lindez et al. 2021) a zaroven jako substrat pro
citrullinaci a methylaci (Holecek 2023).

g i
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Obrdzek 18: L-arginin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.2.5. Prolin
Prolin je proteinogenni aminokyselina, ktera je dostupna jak ze stravy, tak z endogenni

syntézy. Ma specifickou strukturu, obsahuje pyrrolidinové jadro, ve kterém je postranni
fetézec pripojen k aminoskupiné za vzniku sekundarniho aminu (Vettore et al. 2021). Prolin se
spolecné s hydroxyprolinem a glycinem nachazeji v kolagenu. Obsah prolinu v kolagenu je
12 % a jeho koncentrace v krevni plazmé je 170 umol/I (Holecek 2023).

Prolin je ¢asto soucasti doplikd stravy, které maji podpofit syntézu kolagenu a jsou proto
doporucovany pro podporu pohybového apardtu, zlepSeni elasticity kGize a hojeni tkané
(Holecek 2023).

OH
N
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Obrdzek 19: L-prolin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.2.6. Glutamin

Glutamin je proteinogenni nejuniverzalnéjsi aminokyselina v téle. Zdravy jedinec, ktery vazi
70 kg ma v celém téle distribuovano 70 az 80 gram( glutataminu. Jeho koncentrace v krevni
plazmé se pohybuje mezi 500 az 800 umol/l a v kosternich svalech a v jatrech je jeho
koncentrace jesté vysSi nez v plazmé. Vtkanich i plazmé je desetkrat az stokrat vyssi
koncentrace glutaminu neZ koncentrace jakékoliv jiné aminokyseliny, a pravé z tohoto divodu
je glutamin povazovan za nejhojné;jsi aminokyselinu v téle (Cruzat et al. 2018).

Hlavnim zdrojem glutaminu pro organismus jsou kosterni svaly, v nichZ je syntéza glutaminu
aktivovana vzestupem hladiny amoniaku (napf. u poskozeni jater), u proteokatabolickych
stavll (napfr. sepse, trauma), pfi fyzické zatézi a pri zvySeném prijmu BCAA. Druhy
nejvyznamnéjsi zdroj glutaminu pro organismus je mozek. (Holecek 2023).
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Obrdzek 20: L-glutamin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.3. Neesencidlni aminokyseliny

3.6.2.3.1. Alanin
Alanin se v organismu vyskytuje ve dvou formach — a-alanin a B-alanin. Cetnéj$i vyskyt

predstavuje a-alanin, ktery je béZnou soucasti protein(l (4-5 %), je velice vyznamny v udrzovani
hladiny glykemie pfi l[acnéni a v prvnich dnech hladovéni a jeho hlavni zdroje jsou potrava,
enterocyty a kosterni svaly. Potrava je taktéz zdrojem B-alaninu, stejné tak degradace uracilu
a cytosinu v jatrech. Koncentrace a-alanin v krevni plazmé je 330 umol/l, zatimco B-alaninu
pouze 4 umol/I.

O

H
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Obrdzek 21: L-alanin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.3.2. Asparagin a kyselina asparagova
Asparagin a kyselina asparagova jsou glukogenni aminokyseliny, které jsou obsazené

v proteinech. Kyselina asparagova se v organizmu vyskytuje ve formé své konjugované vazby,
nazyvané aspartat. Jeho koncentrace v plazmé je 5 pumol/l a koncentrace asparaginu se
pohybuje okolo 40 umol/I (Holecek 2023).

Asparagin, kromé toho, Ze je pfijimam potravou, mize byt produkovan de novo syntézou.
Na metabolismu asparaginu se podileji dva enzymy: asparaginsynthetdza a asparagindza
(Yuan et al. 2024). Diky asparaginsynthetaze mUze asparagin vznikat amidaci aspartatu v ATP-
dependentni reakci, ve které je zdrojem dusiku amidova skupina glutaminu. Asparaginaza
zahajuje hydrolyzou katabolismus asparaginu na kyselinu asparagovou (Holecek 2023).

Zdrojem kyseliny asparagové je taktéz potrava, ale zaroven také rozpad endogennich protein(
nebo syntéza transaminaci z glutamatu a oxalacetatu a to predevsim v jatrech a ve svalech.
V organismu ma nékolik daleZitych uloh — podili se na strukture a syntéze proteinG a urey,
spole¢né s glutamatem predstavuje excitacni aminokyselinu v mozku, je prekurzorem purint
a pyrimidin( (Holecek 2023).
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Obrdzek 22: L-asparagin (www.sigmaaldrich.com)
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Obrdzek 23: Kyselina asparagovd (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.3.3. Glycin
Glycin byl vroce 1820 poprvé izolovan zkyselych hydrolyzatl bilkovin francouzskym

chemikem Henrim Braconnotem. Chut této aminokyseliny je sladka jako glukdza a jeho nazev
byl pravé diky jeho sladkosti odvozen z feckého slova ,glykys“. Strukturu glycinu ndasledné
stanovil Auguste André Thomas Cahours a to tak, Ze chemicky syntetizoval glycin z kyseliny
monochloroctové a amoniaku (Razak et al. 2017).

Glycin je nejmensi aminokyselina, kterd jako postranni fetézec obsahuje atom vodiku (Pérez-
Torres et al. 2017). Ten glycinu umoZnuje integrovat do polypeptidového fetézce jak
hydrofilni, tak hydrofobni prostfedi. Ackoliv je glycin obecné fazen mezi neesencialni
aminokyseliny, protoZze mulze do urcité miry byt endogenné syntetizovan, byl také navrzen pro
zarazeni mezi podminéné esencialni aminokyseliny. Pfijem glycinu v potravé se pohybuje mezi
1,5 a 3 gramy za den. Zavisi samoziejmé na tom, jaké mnozstvi bilkovin denné pfijimame
(Alves et al. 2019).

Z celkového obsahu aminokyselin v lidském téle je 11,5 % zastoupeno glycinem a 20 %
celkového aminokyselinového dusiku v télesnych bilkovinach je z glycinu (Razak et al. 2017).
Zdrojem glycinu je syntéza z threoninu a serinu a z cholinu a hydroxyprolinu. Velmi vysoky
obsah glycinu se nachazi v kolagenu (30 %) (Holecek 2023), ktery je nezbytny pro udrzeni
normalni struktury a pevnosti pojivovych tkani, jako jsou kosti, chrupavky, kliZze a krevni cévy

(Peng et al. 2018).
O
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Obrdzek 24: Glycin (www.sigmaaldrich.com)
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3.6.2.3.4. Serin
Serin je proteinogenni a glukogenni aminokyselina, ktera propojuje metabolismus vSech Zivin.

Jeho zdrojem je kromé potravy také syntéza z glycinu nebo 3-P-glyceratu, ktery vznikd pfi
glykolyze a glukoneogenezi. K syntéze serinu z glycinu dochazi v ledvinach, které produkuji
cca. 4 g serinu za den (Holecek 2023). L-serin se u Clovéka nachdzi i v mozku, primarné
v gliovych bunkach a je dodavdan do neuronl pro syntézu D-serinu. Jedinci, ktefi trpi
nedostatkem serinu, vykazuji zavainé neurologické symptomy jako je psychomotorickd
retardace, nezvladatelné zachvaty nebo vrozena mikrocefalie, z ¢ehoz vyplyva dllezitost
serinu pro vyvoj mozku a morfogenezi (Murtas et al. 2020).
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Obrdzek 25: L-serin (www.sigmaaldrich.com)

3.6.2.3.5. Kyselina glutamova
Kyselina glutamova, nazyvana také jako glutamat, je neesenciadlni aminokyselina, ktera muze

byt syntetizovana riznymi metabolickymi cestami. Syntetizuje se z glutaminu, a-ketoglutaratu
a 5-oxoprolinu. Kyselina glutamova slouzi jako prekurzor pro biosyntézu aminokyselin, jako je
prolin a arginin (Yelamanachi et al. 2015).

Pramérny obsah kyseliny glutamové v bilkovinach je 6,2 % (Velisek 2009). Z potravy lze
glutamat ziskat z hovéziho masa, dribeZe, ryb, vajec nebo mléénych vyrobkd. V podobé
glutamanu sodného je je kyselina glutamova pouzivana jako dochucovadlo (Kumar et al.
2021). Rostlinné potraviny jsou vSak také dobry zdrojem této aminokyseliny. Napfiklad
v lusténinach a obilovinach je obsazena v mnozstvi 18-40 % (VeliSek 2009).

O O
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Obrdzek 26: Kyselina glutamovd (www.sigmaaldrich.com)
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4 Metodika

Pro zjistovani zastoupeni esencidlnich a neesencialnich aminokyselin v rostlinnych napojich
byla pouZita semena ze 4 plodin, a to z ¢eledi bobovitych, laskavcovitych, konopovitych
a brukvovitych. Konkrétné se jednalo o hrach sety (Pisum sativum), merlik Cilsky
(Chenopodium quinoa), konopi seté (Canabis sativa) a brukev fepka olejka (Brassica napus).
Vzorky se nejprve nechaly nabobtnat, aby Sly I[épe rozmixovat a doslo tak pfi ruénim lisovani
k dokonalému oddéleni napoje a vylisku. Nasledné byly vzroky lyofilizovany za ucelem
stanoveni obsahu aminokyselin.

4.1. Pouzité vzorky rostlinnych napoju
V nasledujici tabulce jsou uvedeny ¢eskym i latinskym ndzvem rostliny, u jejichz semen byla

v této diplomové préci zjiSténa susina, vytéZnost a obsah aminokyselin. Zaroven je uveden
plvod semen, ptipadné obchod, kde byla koupena. A také v jakém roce jejich sbér probéhl.

Tabulka 2: Seznam pouZitych vzorkd

Nazev cesky Nazev latinsky PUvod Rok

Hréach sety Pisum sativum CzU, odrdda ESO 2022

Merlik Cilsky Chenopodium quinoa Obchod Albert (BIO) 2023

Konopi seté Canabis sativu Agritec Sumperk, odriida 2022
Finola

Brukev fepka Brassica napus CzU, odriida Architect 2022

4.2. Priprava vzork( pro lyofilizaci
Potieby:
e Mixér NUTRIBULET PRO, typ 900
e Mlynarské platno (Uhelon 29 S, 100 % polyamin, SILK&PROGRESS s.r.o.)
e Lyofilizator (Lyovac GT2, Steris, Némecko)
e Analyticka vdha (KERN EW, Kern & Sohn, Némecko)

Pfiprava vzorku:

Bylo navazeno 100 g semen vsech zkoumanych plodin, které bylo nutné nejprve proplachnout
vodou a tu ihned scedit. Nasledné byla semena namocena do 300 ml vody, promichana
a ponechana po dobu 3 hodin stat. Po uplynuti této doby bylo do nadoby pfidano dalsich
400 ml a semena se nechala pfes noc nabobtnat. Druhy den byla semena postupné pfevedena
do mixéru, rozmixovana a prolisovdna pres mlynafské platno (Uhelon, 100 % polyamid,
SILK&PROGRESS s.r.0.). Aby se vSechna rozmixovana hmota dostala z nddoby ven, bylo
dilezité vyplachnout ji jesté dalsimi 400 ml vody. Bylo vsak zjisténo, Zze hrach by potreboval
delsi dobu na nabobtnani a také vice vody pti mixovani (800 ml). U hrachu navic po
rozmixovani zUstal na dné nadoby pevny sediment, ktery viak nebyl do vzorku odebran. Takto
doslo ke ziskani tekutého napoje a vylisku.
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Z kazdého vzorku napoje bylo sklenénou pipetou odebrano 3 x 100 ml do 3 plastovych sacka.
Vylisky byly navazeny po 50 g do plastovych sacka, vzdy 3 sacky od jednoho vzorku. Sacky byly
uzavieny, zamrazeny a poté zlyofilizovany na lyofilizatoru (Lyovac GT2, Steris, Némecko).
Vsechny vzorky byly nasledné analyzovany ve tfech replikatech.

4.3. Pfiprava vzork( pro LC-ESI-MS/MS
Pouzité chemikalie:
e Methanol (HPLC grade; Lachner, Ceska republika)
e Kyselina chlorovodikové (35% p.a.; Lachner, Ceska republika)
e Hydroxid sodny (p.a; Lachner, Ceska republika)
o Heptafluoromaselna kyselina (HFBA, 299,5%; Merck, Némecko)
e Smésny standard L-aminokyselin pro kyselou hydrolyzu (96%; Merck, Némecko)
e Standard L-tryptofanu (298,5%; Merck, Némecko)
e Thiodiglykol (299%; VWR, Pensylvanie, USA)
e Ultracistd HPLC voda (Merck Millipore, Némecko)

Pouzité pfistroje:
e Analytické vahy (KERN EW, Kern & Sohn, Némecko)
e Sudarna Venticell BMT (BMT medical technology s.r.o., Ceska republika)
e Simplicity UV (Merck Millipore, Némecko)
e Kapalinovy chromatograf (UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) spojeny s hmotnostnim detektorem typu hybridni trojity kvadrupdl s linearni
iontovou pasti (3200 QTRAP, Sciex, Massachusetts, USA)

4.3.1 Kysela hydrolyza
Kysela hydrolyza byla pouZita pro stanoveni celkového obsahu aminokyselin. Nejdfive bylo do

15ml uzaviratelnych zkumavek z borosilikatového skla na analytickych vahach navazeno 0,4 g
lyofilizatu, ke ktrému bylo pfiddano 10 ml 6M kyseliny chlorovodikové. Zkumavky se uzavreli
vickem s tésnénim a nasledné byl obsah v nich promichan.

Po promichani byly zkumavky hydrolyzovany v susarné Venticell BMT (BMT medical
technology s.r.o., Ceska republika) vyhtaté na 110 °C po dobu 24 hodin. Dvé hodiny po vloZeni
zkumavek do susarny a pét hodin pred koncem hydrolyzy bylo potfeba zkumavky opatrné
promichat. Po uplynuti poZadované doby byly vzorky ze susarny vyndany a u zkumavek bylo
nutno velmi opatrné povolit vicka a nechat zkumavky vychladnout na pokojovou teplotu.

Vzhledem k zbyteéné velkému mnozstvi lyofilizatu ve zkumavkach byla zménéna hmotnost

navazky lyofilizdtu, ato z 0,4 g na 0,25 g. U zbylych 27 vzorka bylo tedy navazeno jen 0,25 mg
lyofilizatu.
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Po vychladnuti byly vzorky kvantitativné pomoci nalevky prevedeny do 100ml odmérnych
banék se zabrusem a nasledné byla doplnéna destilovana voda po rysku. Bariky byly uzavieny
vickem a promichany.

Nasledovala filtrace, pfi které bylo odfiltrovano 40 ml filtratu do centrifugacni zkumavky
s vickem. Nakonec bylo nutné vzorky jesté desetkrat naredit do vialek pres nylonovy mikrofiltr
tak, Zze v kadince bylo smichano 0,5 ml filtratu s 9 ml destilovené vody a poté pomoci stfikacky
byl pfes nylonovy mikrofiltr prefiltrovan 1 ml vzorku do sklenéné vialky.

4.3.2 Alkalicka hydrolyza
Alkalickou hydrolyzu bylo nutno provést pro stanoveni tryptofanu, ktery byl pfi kyselé

hydrolyze zni¢en. V tomto pfipadé byla ve vSech vzorcich navazka lyofilizatu 0,25 g, ke kterym
bylo pfidano 10 ml 4,2M hydroxidu sodného. Zkumavky byly zavi¢kovany a vloZeny na
20 hodin do susarny vyhiaté na 105 °C. Stejné jako pfi kyselé hydrolyze bylo nutné zkumavky
promichat dvé hodiny po zacatku a pét hodin pred koncem hydrolyzy.

Poté byly vzorky ze susarny vynddny, aby mohla byt povolena vicka a aby zkumavky vychladly
na pokojovou teplotu. Nasledné byly vzorky kvantitativné pomoci nalevky prevedeny do
100ml odmérnych banék se zabrusem. Bylo priddno 10 ml 6M kyseliny chlorovodikové.
Po rysku byla doplnéna destilovand voda.

Odmeérné banky se uzavrely vickem a obsah v nich byl promichan a poté zfiltrovan pres filtracni
papir do centrifugacnich zkumavek. Z nich byl odebran do kadinky 1 ml filtratu, k nemuz byl
pfidan 1 ml destilované vody. Pomoci stiikacky byl z kadinky odebran 1 ml vzorku a pres
nylonovy mikrofiltr prefiltrovan do sklenénych vialek.

4.4 Analyza aminokyselin ve vzorcich
Takto pripravené vzorky byly zanalyzovany metodou LC-ESI-MS/MS. K analyze byl pouZzit

kapalinovy chromatograf (UltiMate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
spojeny s hmotnostnim detektorem typu hybridni trojity kvadrupdl s linedrni iontovou pasti
(3200 QTRAP, Sciex, Massachusetts, USA).

Separace jednotlivych aminokyselin v podminkach RP-HPLC byla provedena pomoci iontové
parové chromatografie. Jako iontové pdarové cinidlo byla do mobilni faze pridana kyselina
heptafluoromaselna (HFBA).

Chromatografie byla provedena na chromatografické koloné: ZORBAX SB-C18, 3.0 x 150 mm,
5 um (Agilent, Kalifornie, USA) a podminky separace byly nasledujici: teplota kolony: 25 °C;
teplota autosampleru: 10 °C; mobilni faze: 5 mM HFBA ve vodé (A), 5 mM HFBA v methanolu
(B), gradientova eluce: 0-0,5 min 20 % B izokraticky, 0,5-9 min 60 % B linearni gradient,
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9-10 min 60 % B izokraticky, 10-11 min 20 % B linearni gradient, 11-15 min 20 % B izokraticky;
¢as analyzy: 15 min; pritok: 0,3 ml/min; objem nastfiku 3 pl.

Podminky ve zdroji detektoru byly: ionizace: ESI pozitivni mdd; ochranny plyn: 25 psig; napéti
zdroje: 5500 V; teplota: 600 °C; zmlZovaci plyn: 55 psig; turboplyn: 50 psig.

Vsechny detekéni parametry jednotlivych aminokyselin véetné retencnich ¢astd a limitQ
detekce jsou uvedeny v tabulce 3.

Kvantifikace jednotlivych aminokyselin byla provedena metodou externi kalibrace.
Ze smésného standardu aminokyselin byla vytvorfena kalibra¢ni kfivka v rozmezi 0,5-100
nM/ml kazdé aminokyseliny. Detekéni limity (LOD; tabulka 3) byly vypocéteny ze vztahu
signal/Sum = 3.

Tabulka 3: Identifikace a detekce parametri analyzovanych aminokyselin

Analyt tr [M+H]* Produktovy DP EP CE CXP LOD
[min] [m/z] iont* [m/z]  [V] vl \Y% [VI  [ng/mi]
L-Serin 321 1062  60,1(Q) 350 8,0 150 2,0 13
88,3 © 350 8,0 13,0 25
Glycin 3,32 76,0 76,0 (Q) 250 4,0 5,0 2,0 38

L-asparagova 3,17 134,1 88,1 (Q) 35,0 7,0 14,9 2,5 11
kyselina

74,1 © 35,0 7,0 19,0 2,5
L-glutamova 3,59 148,1 130,1 (Q) 15,0 6,0 15,0 2,0 18
kyselina

102,00 15,0 6,0 15,0 2,0

L-Alanin 3,79 90,0 44,0 (Q) 25,0 4,0 16,0 2,5 12

L-Cystin 3,75 241,2 120,1 (Q) 45,0 5,0 22,0 2,5 20
152,1 © 45,0 5,0 17,0 2,5

L-Prolin 3,52 116,1 70,0 (Q) 25,0 4,3 20,0 2,2 7

L-Valin 6,64 118,1 72,2 (Q) 30,0 9,0 30,0 2,2 10
55,00 30,0 9,0 30,0 2,0

L-Tyrosin 7,40 182,1 136,1 (Q) 18,0 4,0 17,0 2,4 22

165,0 © 18,0 4,0 17,0 2,4
L-Methionin 7,01  150,1 133,0(Q) 15,0 4,0 14,0 2,0 18

56,0 © 150 40 260 2,0
L-Histidin 6,02 1561 1102(Q) 350 9,0 190 2,0 19
L-Lysin 7,02 1473  84,3(Q) 350 80 230 2,5 35

130,1 © 350 8,0 13,0 25
L-Arginin 7,32 1752  70,2(Q) 350 9,0 400 2,5 23
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116,1 © 35,0 9,0 20,0 2,5
L-Isoleucin 8,89 132,0 86,0 (Q) 20,0 4,0 18,0 2,3 20

91,0© 34,0 4,0 25,0 2,3
L-Leucin 9,27 132,2 86,2 (Q) 30,0 8,0 14,0 2,5 20
L-Threonin 9,71 120,1 103,1 (Q) 35,0 7,0 13,0 2,0 17
77,1 © 35,0 7,0 13,0 2,0

L-Fenylalanin 9,72  166,0 120,0 (Q) 20,0 3,0 20,0 2,2 14
103,00 20,0 3,0 20,0 2,2
L-Tryptofan 10,52 205,0 188,0 (Q) 18,0 3,0 14,0 2,8 15
146,0 © 19,0 3,0 20,0 2,8
*produktové ionty: (Q) pfechod pouZity pro kvantifikaci: © prechod pouZity pro potvrzeni identity; DP:

deklasteracni potencial; EP: vstupni potencidl do cely; CE: kolizni energie; CXP: vystupni potencidl z cely
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5 Vysledky

5.1. Stanoveni vytéznosti a obsahu susiny v rostlinnych napojich a vyliscich

VytéZnost napoje ze semen:

Napoje byly vyrobeny podle jednotné receptury. Bylo pouZito stejné mnozstvi semen a vody,
ale vytéZnost napoje byla velmi odlisna. Jak je vidét v tabulce 4 nejvyssi podil ndpoje byl ziskan
z konopi (83,5 %), poté z quinoi (80,8 %) a nejméné napoje bylo z hrachu (73,7 %) a fepky
(73,7 %).

Tabulka 4: MnoZstvi ziskaného ndpoje a vylisku

Skupina Semena Mnoistvi Mnoistvi Podil
plodin napoje (g) vylisku (g) | napoje (%)
Olejnina konopi 780 154 83,5
Obilnina quinoa 617 147 80,8
Luskovina hrach 676 241 73,7
Olejnina fepka 649 232 73,7

Susina napoju a vylisku:

Po lyofilizaci vzorkd byl stanoven pomoci gravimetrie obsah susiny jak u napoj(, tak u vyliska.
Stanoveni susiny probéhlo u vSech 3 opakovanich kazdého vzorku a nasledné byl vytvoren
vzdy prlimér z téchto tfi hodnot.

V nasledujici tabulce (tabulka 5) jsou uvedeny primérné hodnoty obsah( susiny v gramech i
v procentech. Pro lepsi prehlednost byl vytvoren také graf. Nejvice susiny obsahoval konopny
vylisek (53,85 %) a naopak nejméné hrachovy ndpoj (9,69 %).

Tabulka 5: Obsah susiny

Nazev Susina (g) Susina (%)

Quinoa napoj 27,53 19,8
Quinoa vylisek 17,75 36,42
Repka napoj 18,37 14,36
Repka vylisek 18,58 34,76
Hrach napoj 9,91 9,69
Hrach vylisek 20,8 37,54
Konopi ndpoj 18,94 14,58
Konopi vylisek 27,34 53,85
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Graf 1: Obsah susiny v ndpoji a vylisku
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5.2. Stanoveni celkového obsahu aminokyselin v rostlinnych napojich a vyliscich

Obsah aminokyselin byl stanoven u nasledujicich vzork(: hrach ndpoj, hrach vylisek, quinoa

napoj, quinoa vylisek, konopi napoj, konopi vylisek, fepka napoj a repka vylisek.

Vysledky, kterych bylo dosazeno, jsou uvedeny v tabulce 6, ze které vyplyva, Ze celkovy obsah

aminokyselin se pohyboval vrozmezi od 89,27 mg/g susiny do 582,16 mg/g susiny, kdy

hrachovy ndpoj byl ze vSech vzorkd nejvice bohaty na aminokyseliny. Naopak v hrachovém

methionin a nejvice se pak ve vzorcich vyskytoval glutamin spolu s kyselinou glutamovou.

evv

s

Tabulka 6: Stanoveny obsah aminokyselin (mg/g susiny)

Vzorek Hrach  Hrach Quinoa Quinoa Konopi  Konopi Repka Repka Pramér
napoj  vylisek napoj  vylisek napoj  vylisek napoj  vylisek

His 16,45 3,46 4,25 8,01 9,89 5,11 9,51 6,87 7,94
Phe 29,99 4,75 4,88 10,02 12,96 7,39 10,24 7,24 10,93
Arg 41,71 5,56 8,51 20,70 34,68 13,18 17,46 12,01 19,23
Tyr 20,97 2,21 2,30 5,51 9,10 2,80 6,93 4,75 6,82
Cystin 27,81 2,96 1,45 3,67 6,05 3,24 6,24 5,38 7,10
Ala 23,91 5,01 4,93 8,87 11,19 5,66 10,48 7,33 9,67
Ser 24,31 4,76 5,02 9,44 15,19 7,55 11,44 8,89 10,83
Pro 21,68 4,12 4,72 9,11 11,15 6,21 14,65 14,25 10,74
Val 31,15 4,64 5,99 10,78 15,52 7,32 13,36 10,59 12,42
Thr 20,53 3,15 2,91 6,63 9,15 4,71 6,77 5,05 7,36
Leu 39,52 7,00 7,26 14,53 19,36 10,16 17,61 13,14 16,07
Asp+Asn 77,11 10,30 9,99 18,69 30,72 15,54 20,11 11,33 24,22
Lys 48,13 6,73 7,16 13,07 13,41 5,97 15,26 13,63 15,42
Gly 29,25 4,27 5,87 13,42 12,19 7,02 12,60 9,07 11,71
Glu+Gln 93,70 15,63 16,83 36,32 60,65 24,27 44,35 29,83 40,20
lle 27,21 4,03 4,58 8,80 11,55 5,51 9,89 7,32 9,86
Met 5,06 0,04 1,05 1,59 5,06 0,44 1,56 0,59 1,92
Trp 3,66 0,64 1,25 2,00 3,03 1,21 2,26 1,88 1,99
Celkem 582,16 89,27 98,97 201,17 290,86 133,29 230,71 169,17 224,45
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Z grafu 2, ktery zndzorfiuje obsah aminokyselin ve vzorcich, vyplyva, Ze u vSech zkoumanych
vzorkd prevaZuji neesencialni aminokyseliny, tedy ty, které si télo dokaze syntetizovat samo
a neni tedy nutné je tolik dodavat do téla potravou. Velmi dullezité vsak je pfijimat z potravy
aminokyseliny esencialni. Jak naznacuje graf 2, hrach se fadi mezi potraviny bohaté na
esencialni i neesencidlni aminokyseliny. Z tabulky 7 pak vyplyva, Ze u vSech 4 plodin esencialni
aminokyseliny tvofi zhruba 1/3. Podil esencidlnich aminokyselin je sice konstantni, nicméné
mnozstvi jednotlivych aminokyselin je rlizné a jak je vidét na grafu 2 hrachovy napoj ma
vyrazné vyssi obsah esencidlnich aminokyselin.

Podil esencidlnich aminokyselin (mg/g)

700,00
582,16
600,00
500,00
400,00
290,86
300,00
230,71 160 17 201,17 205,25
200,00 ’ 133,29 98 97
7 90,04 ) 89,27
100,00 693 F 59,45 42,71 3509 | {5743 30,98
fepka fepka konopi  konopi  quinoa  quinoa hrach hrach
napoj vylisek napoj vylisek napoj vylisek napoj vylisek
i celkem amk  Hesencidlni amk
Graf 2: Podil esencidlnich aminokyselin
Tabulka 7: Zastoupeni esencidlni aminokyselin (%)
Nazev Procentualni zastoupeni esencidlnich AMK
Repka napoj 33%
Repka vylisek 35%
Konopi ndpoj 31%
Konopi vylisek 32 %
Quinoa napoj 35%
Quinoa vylisek 34 %
Hrach napoj 35%
Hrach vylisek 35%
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5.3. Ovéreni hypotézy ,Do napoje se ze semen vylouzi méné aminokyselin, vétsina
zUstava ve vylisku”
Hypotéza byla ovérena pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (tabulka 8), kdy zavisle

proménnou byl obsah aminokyselin, faktory plsobici na obsah aminokyselin byly zdroj
(ndpoj/vylisek) a druh aminokyseliny. Byla pouZita hladina vyznamnosti 0,05.

Tabulka 8: Dvoufaktorovd analyza rozptylu

Dvoufaktorové analyza rozptylu
Efekt Soucet | Stupné | Primér . 0
¢tverc | volnosti | ¢tvercu
Abs.
Slen 22389,97 1 22389,97|219,4791| <0,001
AMK |10608,69| 17 624,04 | 6,1172 | <0,001
Zdroj | 2582,39 1 2582,39 | 25,3141 | <0,001
Chyba |12751,77| 125 102,01

Dle vysledku je vidét, Ze na obsah aminokyselin ma vliv jak druh aminokyseliny (p<0,05), tak

zdroj aminokyseliny (p<0,01). Obsah aminokyselin v napojich a wvyliscich se tedy staticky

vyznamné lisi. Stejné tak se vyznamné lisi i obsah nékterych konkrétnich aminokyselin ve

vyliscich a ndpojich. Nasledujici tabulka (tabulka 9) post-hoc testu zndzornuje, které

aminokyseliny se v obsahu vyznamné lisi.

Tabulka 9: Post-hoc test
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Z tabulky se dozviddme, Ze obsah glutaminu a kyseliny glutamové se statisticky vyznamné lisi
od obsahu vSech ostatnich aminokyselin. Na nasledujicim grafu (graf 3) priméru
s konfidenénimi intervaly je vidét, Ze glutamin a kyselina glutamova je jak v ndpojich, tak ve
vyliscich obsaZena nejvice. Obsah asparaginu a kyseliny asparagové je v napojich i vyliscich

vyznamné vétsi, nez obsah methioninu a tryptofanu.

Efekt aminokyseliny
Usedky znati 95% konfidenéni interval
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Graf 3: Obsah aminokyselin ve vylisich a ndpojich

Nasledujici graf (graf 4) poukazuje na rozdil obsahu aminokyselin ve vyliscich a
zfejmé, Ze statisticky vyznamné vice aminokyselin obsahuji ndpoje.
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Efekt zdroje aminokyselin
Usecky znadi 95% konfidenéni interval
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Graf 4: Rozdil obsahu aminokyselin ve vyliscich a ndpojich

Tato hypotéza, Ze do nadpoje se ze semen vylouzi méné aminokyselin, vétsina zlstava ve
vylisku, se nepotvrdila.
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5.4. Ovéreni hypotézy ,Nejvétsi mnozstvi esencialnich aminokyselin se nachazi

v quinoi”

Hypotéza byla ovéfena pomoci analyzy rozptylu (tabulka 10) a to zvlast pro vylisek a zvlast pro
napoj (tabulka 11). Zavisle proménnou byl obsah esencialnich aminokyselin a faktorem byl
druh rostliny. Byla pouzZita hladina vyznamnosti 0,05.

Tabulka 10: Analyza rozptylu pro vylisek

Analyza rozptylu

Podminka: Aminokyselina=“Esencidlni“ a Zdroj="Vylisek”

Proménna .
SC
SC efektu | SV efektu | PC efektu SV chyby | PC chyby| F p
chyby
Obsah kyseliny | 100,98 3 33,66 |440,81 28 15,74 |2,138|0,118
SC: soucet ¢tverct, SV: stupné volnosti, PC: priimér ctvercy
Tabulka 11: Analyza rozptylu pro ndpoj
Analyza rozptylu
Podminka: Aminokyselina="Esencidlni" and Tekutina="Napoj"
Proménna _ _ _ _
SC SV PC SC sV PC
F P
efektu | efektu | efektu | chyby | chyby | chyby
Obsah
1988,58 3 662,86 |2164,44| 28 77,30 | 8,575 | <0,001
kyseliny

SC: soucet ¢tvercti, SV: stupné volnosti, PC: primér ctverci

Statisticky vyznamné rozdily byly potvrzeny u ndpojd. Obsah aminokyselin ve wvyliscich
jednotlivych rostlin se statisticky vyznamné nelisi (p>0,05). Obsah aminokyselin v napojich
jednotlivych rostlin se statisticky vyznamné lisi (p<0,05).

Hypotéza, Ze nejvétsi mnozZstvi esencidlnich aminokyselin se nachazi v quinoi, se nepotvrdila.

Pomoci nasledujicich post-hoc testll bylo zjiSténo, které rostliny se v obsahu esencialnich
aminokyselin statisticky vyznamné lisi.
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5.5. Ovéreni hypotézy ,Nejvétsi mnozstvi aminokyselin je v hrachu”
Hypotéza, ktera porovnava druhy rostlin z hlediska obsahu aminokyselin, byla ovéfena pomoci

analyzy rozptylu a to zvlast pro vylisek (tabulka 12) a zvlast pro ndpoj (tabulka 13). Zavisle
proménnou byl obsah aminokyselin a faktorem druh rostliny (zdroj) a druh aminokyseliny.
Byla pouzia hladina vyznamnosti 0,05.

Vysledky pro vylisky:
Tabulka 12: Dvoufaktorovd analyza rozptylu pro vylisek
Dvoufaktorova analyza rozptylu - Vylisek

Efekt Soucet | Stupné | Primér

¢tvercl | volnosti | ¢tverct

Abs. ¢len |4882,25 1 4882,25 | 837,02 | <0,001

AMK 2264,76 17 133,22 | 22,84 | <0,001

Vzorek 385,62 3 128,54 | 22,04 | <0,001

Chyba 297,48 51 5,83

Obsah aminokyselin koresponduje s vysledky prvni hypotézy. Vylisky obsahuji nejvice
glutaminu a kyseliny glutamové. Toto tvrzeni potvrzuje i nasledujici graf (graf 5).

ZdroFVylisek
Efekt aminokyseliny
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Graf 5: Obsah aminokyselin ve vylisku
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Pomoci post-hoc testl (tabulka 13) bylo zjisténo, které vylisky rostlin se v obsahu
aminokyselin lisi. V hrachovém vylisku je statisticky vyznamné méné aminokyselin nez ve
vyliscich z ostatnich rostlin. Quinoa obsahuje statisticky vyznamné vice aminokyselin ve
vylisku, neZ konopi a hrach. To potvrzuje také graf (graf 6).

Tabulka 13: Tukeytv HSD test

Zdroj=Vylisek

TukeyUv HSD test; Proménna Obsah aminokyseliny
Vzorek RE3 KO3 Qus HR3
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Zdrop=Wylisek
Efekt vzorku
Usetky znati 95% konfidenéni interval
14
13+
12 ¢

10 ¢

Chsah aminokyseliny

RE3 KO3 Qu3 HR3

Graf 6: Obsah aminokyselin ve vyliscich
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Vysledky pro napoje:

Tabulka 14: Dvoufaktorovd analyza rozptylu pro ndpoj
Dvoufaktorova analyza rozptylu - Napoj
Efekt Soucet | Stupné | Primeér F 0
Ctvercl | volnosti | Ctvercl
Abs. ¢len  {20090,11 1 20090,11 | 273,743 | <0,001

AMK 9730,25 17 572,37 7,799 | <0,001
Vzorek 6939,44 3 2313,15 | 31,518 | <0,001
Chyba 3742,90 51 73,39

Z tabulky 14 vyplyva, Ze obsah aminokyselin opét koresponduje s vysledky prvni hypotézy.
Vylisky obsahuji nejvice glutaminu a kyseliny glutamové, coz je vidét také na nasledujicim grafu
(graf 7).
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Graf 7: Obsah aminokyselin v ndpojich
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Pomoci post-hoc testl (tabulka 15) bylo zjisténo, které napoje rostlin se v obsahu aminokyselin lisi.

Tabulka 15: Tukeytv HSD test

Zdroj=Napoj
Tukeylv HSD test; Proménna Obsah kyseliny
Vzorek RE3 KO3 Qu3 HR3
RE3 -
KO3 -
Qu3 * % -
HR3 k% k k k% k k% -

Hrach obsahuje v ndpoji statisticky vyznamné vice aminokyselin nez ndpoje z ostatnich rostlin.
Quinoa obsahuje v ndpoji statisticky vyznamné méné aminokyselin, nez napoj z konopi
a hrachu. To Ize pozorovat také na nasledujicim grafu (graf 8).
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Graf 8: Obsah aminokyselin v ndpojich

Hypotéza se tedy potvrdila u ndpoje, zatimco u vylisku nikoliv.
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5.6. Ekonomické zhodnoceni domaci vyroby rostlinného napoje ve srovnani s bézné
dostupnymi produkty na trhu
Ze vsech semen byla jednotnym postupem ziskdna 25% koncentrace napoje. Nakupni cena

kazdé suroviny a vytéZznost napoje se lisi. Nasledujici tabulka udava pofizovaci cenu suroviny
a vytéZnost ndpoje. U quinoi se jedna o cenu pro koncového zdkaznika, zatimco u ostatnich
semen se jednd o vykupni cenu od péstitele (v¢. DPH).

Tabulka 16: Cena 25% ndpoje (Ké/kg)

Semena Zdroj (pop¥F. odrida) Cenaza kg | Mnoistvi napoje Cena 25%
(K¢) (g) 21 kg semen | napoje (KE/kg)
Konopi Agritec Sumperk (Finola) 100 835 119,76
Quinoa Arkady Albert (BIO) 250 808 309,40
Hrach CZU (Eso) 7 737 9,49
Repka CzZU (Architect) 10 737 13,56

O vysledné cené napoje pfi dané koncentraci rozhoduje ndkupni cena suroviny a zaroven také
vytéZnost. Nejdraz vysel ndpoj ziskany z quinoi a to v pfepoctu na trovni 250 K¢ za 1 kg ndpoje.
Je nutné vSak poznamenat, Ze semena merliku Cilského byla pofizena v béZného obchodu, kde
je jeho cena vyrazné vyssi. Naopak nelevnéji se da ziskat ndpoj z hrachu a repky.

Aby byl ndpoj na trhu prodejny, byla stanovena vyrobni cena surového ndpoje na 20 K¢ za 1 litr

vvvvv

dochuceni, Upravé z hlediska trvanlivosti a baleni do koncového obalu, ¢imz vznikaji dalsi
naklady. V nasledujici tabulce jsou vypocitany koncentrace napojl tak, aby mohly byt na trhu
prodavany za 20 K¢é/kg.

Tabulka 17: Koncentrace ndpoje pri cené 20 K¢

Semena Zdroj (pop¥. odrida) Cena 25% ndapoje | Vypocitana koncentrace tak, aby cena
(Ké/kg) 1 kg napoje byla 20 K¢
Konopi Agritec Sumperk (Finola) 119,76 4,2 %
Quinoa Arkady Albert (BIO) 309,40 1,6 %
Hrach CzZU (Eso) 9,49 52,7 %
Repka CZU (Architect) 13,56 36,9 %

Obchodni retézce nabizi velké mnozstvi znacek i druht rostlinnych napoju, ale pofizovaci cena
kazdé suroviny a vytéZnost je rozdilna. Koncova cena rostlinného ndpoje na trhu se vsak
nemuzZe odvijet podle ceny suroviny. Zakaznici by za rostlinny napoj s vyssi koncentraci
nezaplatili, protoZe cena by byla prilis vysokd. Z tohoto divodu se u drazsich surovin
setkavame s nizsimi koncentracemi semen v napoji.
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Z tabulky 16 jasné vyplyvd, Ze ndpoje vyrobené z drazsich surovin musi mit mensi podil semen.
Ceny surovin jsou vSak pouze orientac¢ni a miZzeme se setkat i s cenami nizsimi, vzdy zalezi na

prodejci.

Jako plodina budoucnosti by byla jednoznacné vhodna fepka a napoj z ni vyrobeny. Divodem
je jeji nizka cena a zaroven také snadny zdroj leucinu a isoleucinu. Vzhledem k tomu, Ze chut
repkového napoje neni sama o sobé pro spotiebitele moc atraktivni, bylo by vhodné napoj
jesté upravit a dochutit nebo v ném rozmichavat fitness praskové smési.
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6 Diskuze

Predmétem praktické ¢asti bylo stanoveni susiny a vytéZznosti rostlinnych napojl vyrobenych
v domacich podminkach z hrachu setého, merliku Cilského, konopi setého a brukve fepky
a zaroven v nich byl stanoven také obsah aminokyselin, ktery mize byt v rostlinnych zdrojich
ovlivnén rdznymi faktory.

Z vysledk( této diplomové prace stanovenych pomoci LC-ESI-MS/MS vyplyva, Ze ze vsech
testovanych rostlinnych ndpoji obsahoval nejvy$si mnoZstvi aminokyselin napoj z hrachu
(Pisum sativum), konkrétné 58,22 g/100g susiny. Dle mych vysledk(l byla nejvice zastoupena
v hrachovém népoji aminokyselina glutamin s kyselinou glutamovou (9,37 g/100g). V pfipadé
procentudlniho vyjadieni predstavoval glutamin s kyselinou glutamovou 16 % ze vSech
aminokyselin, kyselina aspargagova 13 % a nejméné obsazen v hrachovém napoji byl tryptofan
(1 %).

Clifford Hall et al. (2016) publikuje, Ze vzorek hrachu obsahoval v nejvétsSim mnozstvi kyselinu
al. pfedstavovala esencidlni aminokyselina tryptofan (1 %). V porovnani s vysledky, které vysly
mné, se obsah kyseliny glutamové a kyseliny asparagové ve vzorcich lisi pouze o 1 %, zatimco
obsah tryptofanu je totozny.

Ve studii zroku 2010, kterou publikoval Pownall et al., byl zjistovan obsah jednotlivych
aminokyselin v izoldtu hrachového proteinu. Jedna se o pfirodni proteinovy prasek, ktery je
velmi popularni diky své nizké alergenicité, vysoké nutri¢ni hodnoté, dobré dustupnosti a nizké
cené (Lam et al. 2016). V nejvétSim mnozstvi byla v hrachovém izolatu obsazena opét kyselina
glutamova s glutaminem (16 %) a kyselina asparagova (12 %). Stejné jako u predchozi studie
byl nejméné zastoupenou aminokyselinou tryptofan (1 %) a zdroven cystein (1 %). Vysledky
téchto dvou studii byly tedy velmi podobné, co se slozeni aminokyselin ty¢e a shodovaly se
s vysledky v mé diplomové préci.

Dalsi plodina, kterd byla vramci této prace studovana, je merlik Cilsky. Ve vylisku byla
v nejvétsim mnozstvi zjisténa kysela glutamova s glutaminem (18 %), arginin (10 %) a kyselina
asparagova (9 %). Nejméné zastoupenymi aminokyselinami ve vylisku byly methionin (1 %)
a tryptofan (1 %).

Escuredo et al. (2014) ve své praci, kterd predstavuje stanoveni 12 aminokyselin (arginin,
cystin, isoleucin, leucin, lysin, fenylalanin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyrosin, valin) ve
vysuSenych semenech merliku cilského, uvadi, Ze quinoa je povazovana za jeden z nejlepsich
zdroja proteinu. Pfi stanoveni aminokyselin bylo dosazeno nasledujicich vysledk(: v nejvétsim
mnozstvi byla v merliku Cilském zastoupena kyselina glutamovda (20 %) a threonin (15 %).
Nasledovala kyselina asparagova (10 %), glycin (7 %) a arginin (7 %). Zbylé aminokyseliny
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(alanin, cystin, histidin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, prolin, serin, tryptofan,
tyrosin, valin) byly ve vysusenych semenech merliku Cilského v mnozstvi pod 5 %.

Vysledky této studie jsou velmi podobné tém, které vysly mné. Pouze u threoninu a argininu
jsou pozorovany vétsi rozdily. Dle vysledkd v mé prdci threonin tvofi v quinoovém vylisku
pouhé 3 %, zatimco u studie, publikované v roce 2014 Escuredem et al., pfedstavuje threonin
15 % z celkového mnoZstvi aminokyselin. Escuredo et al. uvadi, Ze z celkového mnozZstvi
aminokyselin tvofi arginin 7 %, zatimco mné obsah argininu ve vylisku z merliku Cilského vysel
10 %. Rozdil mezi vysledky muze byt zplsoben odliSnymi metodami, které byly ke stanoveni
pouzity. Escuredo et al. stanovil aminokyseliny pomoci infradervené spektroskopie s pfimou
aplikaci na vzorky vzdalené vldknové optické odrazné sondy. Ja jsem pro stanoveni
aminokyselin vyuzila kapalinovy chromatograf spojeny s hmotnostnim detektorem typu
hybridni trojity kvadrupdl s linedrni iontovou pasti.

Wang et al. proved| v roce 2008 stanoveni aminokyselin v konopné mouce, kterd byla ziskdana
namletim semen z konopi setého a bylo zjisténo, Ze mouka z konopi je bohata na kyselinu
glutamovou (18 %), kyselinu asparagovou (10 %), arginin (10 %) a leucin (7 %). Stejné jako
u hrachového izolatu bylo v konopné mouce obsazena nejméné aminokyselina cystein (1 %).

Procentudlni zastoupeni kyseliny glutamové v konopném vylisku, zjisténé pfi mém stanoveni
aminokyselin, bylo 18 %. Jak bylo jiZ zminéno, Wang et al. pfi svém stanoveni aminokyselin
dosel ke stejnému Ccislu. Témér totozné je i zastoupeni ostatnich aminokyselin — kyseliny
asparagové (9 %), argininu (10 %) i leucinu (7 %). Taktéz cystein se v obou ptipadech vyskytl
na poslednim misté.

Posledni plodinou, kterd je vtéto praci studovana, je brukev fepka. Nejvice zastoupenou
aminokyselinou v ndpoji (19 %) i ve vylisku (30 %) byla opét kyselina glutamova s glutaminem.
Dale také kyselina asparagova s asparaginem (8 % a 7 %), leucin (8 % a 8 %) a arginin (8 %
a7%).

Ve studii, kterou vroce 2020 provedl Kalaydzhiev et al., byl zjistén obsah jednotlivych
aminokyselin v fepkovém semeni. Obsah kyseliny glutamové byl nizsi, nez bylo zjisténo pfi
vyzkumu této diplomové prace. Konkrétné v repkovém semeni bylo obsazeno 19 % kyseliny
glutamové z celkového obsahu aminokyselin, 7 % alaninu, argininu i lysinu. Naopak nejméné
zastoupenou aminokyselinou byl methionin (1 %) a leucin (1 %).

V tomto pfipadé se vysledné hodnoty zjisténé v mé diplomové praci vyrazné lisi od téch, které
publikoval v roce 2020 Kalaydzhiev et al.. Dlvodem muzZe byt odliSny postup pfri pripravé
vzorkd, ktery Kalaydzhiev zvolil. Na rozdil ode mé nejprve semena osetfil ethanolem
a postupné extrahoval vodou, 5% chloridem sodnym, 70% ethanolem a hydroxidem sodnym.
Kazda frakéni extrakce byla opakovana trikrat a to pfi teploté 23 °C po dobu 30 minut a za
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stdlého michani. Dalsi vyhodnoceni bylo provedeno pomoci elektroforézy na dodecylsulfatu
sodném a polyakrylamidovém gelu.

Zavérem lze fFici, Ze vysledky této diplomové prace jsou koherentni s uvedenymi literarnimi
zdroji.
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7 Zavér
V rdmci této diplomové prace byly stanoveny 3 védecké hypotézy, které byly na zakladé
stanoveni aminokyselin metodou LC-ESI-MS/MS vyhodnoceny:

% Hypotéza ¢. 1 — do napoje se ze semen vylouzi méné aminokyselin, vétsina z(stava ve
vylisku — byla vyvracena.

*+ Hypotéza €. 2 — nejvétsi pocet esencidlnich aminokyselin se nachdzi v quinoi — byla
vyvracena.

+* Hypotéza ¢. 3 — nejvétsSi mnozstvi aminokyselin je v hrachu — byla splnéna, avSak pouze
za podminky, Ze byl myslen pouze hrachovy napoj. Ten skutec¢né obsahuje velké
mnozstvi aminokyselin, a to jak esencidlnich, tak neesencidlnich. Nejvétsi zastoupeni
tvori kyselina glutamova a glutamin (93,70 mg/g susiny) a hned za nimi se umistila
kyselina asparagova spolu s asparaginem (77,11 mg/g susiny). Tyto Ctyfi aminokyseliny
se fadi mezi esencidlni, tedy ty, které je nutno pfijimat v potravé, protoze télo si je
nedokaZze samo vytvofit. Vylisek z hrachu na tom s obsahem aminokyselin tak skvéle,
jako napoj, neni. Obsahuje pouze 30,98 mg/g susiny esencidlnich aminokyselin a
58,28 mg/g susiny neesencialnich aminokyselin. Na prvnim a druhém misté se vyskytly
stejné aminokyseliny jako u hrachového napoje, tedy kyselina asparagova, asparagin,
kyselina glutamova a glutamin.

U kazdé plodiny byla zjisténa jind vytéZinost napoje. Nejméné napoje se podafilo ziskat
z hrachu a fepky. Naopak nejvétsi mnozZstvi napoje bylo ziskano z konopi. VytéZnost ndpoje ze
semen spolu s cenou suroviny je dilezitym ekonomickym aspektem vyroby napoje.

Mnohem vétsi rozdily mezi plodinami jsou u celkového obsahu aminokyselin v napoji. Nejvétsi
mnozstvi aminokyselin v ndpoji bylo naméreno u hrachu. Obecné je mozné konstatovat, Ze
luskoviny obsahuiji vice bilkovin. Olejniny obsahuji mensi mnozZstvi esencialnich aminokyselin
obsah aminokyselin. KdyZz vezmeme v Uvahu, Ze pofizovaci cena semen quinoi je pomérné
vysoka, lze ucinit zavér, Ze tuto plodinu neni vhodné vyuZivat na vyrobu napoje, protoze
spotiebitel by si tento produkt kvili vysoké cené pravdépodobné nekoupil.

U vyliskl je podil esencidlnich aminokyselin na celkové mnozZstvi aminokyselin podobny, ale
rozdilné je mnozstvi aminokyselin, které zUstavaji ve vylisku po ziskani napoje. Hrach ma ve

vylisku, na rozdil od napoje, nejméné aminokyselin.

Ve vSech ziskanych rostlinnych ndpojich se nejvice vyskytuje aminokyselina arginin spolu
s leucinem. Nejméné zastoupeny je pak methionin a tryptofan.
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Repka je velmi levnd, ale jeji chut je horka a? trpka a neni tak jisté, jestli nejsou v napoji
obsaZzeny nékteré antinutricni latky. Bylo by vhodné fepkovy ndpoj podrobit jesté dalSimi
zkoumani ¢i Upravé chuti. Je mozné, Ze budoucnost patfi pravé repkovému ndpoiji ¢i vylisku,
ktery ve vyssi koncentraci bude mit zajimavé obsahy nutricnich latek a aminokyselin a jehoz
vyroba vyjde velice levné. Repkovy napoj, ale i semeno miZe byt pomérné snadny zdroj
leucinu a isoleucinu pro rekreacni sportovce.

Pro vyrobu napoje z hlediska aminokyselin lze dle namérenych vysledkll povaZovat za
perspektivni také konopny napoj, ktery je navic velmi chutny.
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