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ABSTRAKT

Prace se zabyvala sledovanim moznosti skladovani konopnych bilkovinnych
koncentrati ziskanych mechanickym prosivanim namletych vyliski z nazek konopi
setého (Cannabis sativa L.). Na zaklad¢ diive objevenych poznatkl v bakalatské praci
byly pro tento ucel zhotoveny dvé velikostni frakce konopné mouky — bilkovinna
s Casticemi men$imi nez 180 um a vlakninova s ¢asticemi vétsiminez 180 um. Ty byly
nasledné skladovany po dobu osmi mésict za raznych podminek. U téchto
skladovanych vzorkt a u vzorka pted zalozenim skladovaciho pokusu byly hodnoceny
tyto parametry: obsah tuku, titra¢ni kyselost, antioxida¢ni aktivita a obsah polyfenold.

Bylo zjisténo, Ze na sledované parametry ma vzdy statisticky vyznamné vliv
frakce mouky. Krom¢ antioxidacni aktivity ma na vSechny parametry statisticky
vyznamng¢ vliv také varianta skladovani.

Z analyz vyplynulo, Ze ke skladovani se méné hodi frakce s ¢asticemi mensimi
nez 180 um nez frakce s Casticemi vét§imi nez 180 um, protoze frakce s Casticemi
mensimi nez 180 um je vzhledem k vétsimu zastoupeni tuku nachylngjsi ke zluknuti,
vykazuje nizsi antioxida¢ni aktivitu, obsahuje méné polyfenoli a vice vlhne.

Lépe pii skladovani vychazely vzorky skladované ve vakuu a z nich mély lepsi
vysledky vzorky skladované pii 5 °C. Mén¢ se u nich rozkladal tuk, mély nizsi kyselost
a vys$i antioxidacni aktivitu. U téchto vzorkl vSak byla pozorovana vlhkost nad 9 %,

coz by mohlo vést k vy$§imu mikrobidlnimu zatizeni.

Klic¢ova slova: Cannabis, konopi, proteinovy koncentrat, mouka, skladovani

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is to explore the possibility of storage of hemp protein
concentrates extracted by mechanical sifting of milled hemp (Cannabis sativa) seed
cake. On the ground of previously acquired scientific knowledge two size fractions of
hemp flour were prepared — protein flour containing particles lower than 180 pm and
fibre flour containing particles larger than 180 pm. The two types of flours were
subsequently stored for the period of eight months in different conditions. On the
stored samples and on the samples before the attempted experience were evaluated
following parameters: dry matter, fat content, titratable acidity, antioxidant activity

and polyphenol content.



The diploma thesis found out the evaluated parameters are statistically

significantly affected by the flour’s fraction. The type of storage has statistically
significant effect on all the parameters, except of the antioxidant activity.
The analysis showed that the storage is less suitable for fraction containing less than
180 wm because the fraction containing particles less than 180 um is more likely to go
rancid given to the larger fat content, shows lower antioxidant activity, contains less
polyphenols and tends to become moister.

Better outcomes were showed by samples stored in vacuum, of which samples
stored at a temperature of 5 °C showed even better results. These samples revealed
lower fat dissociation, lower acidity and higher antioxidant activity. However, 9 %

moisture that could lead to higher microbial strain was observed.

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

Z divodu vyssiho vyskytu zdravotnich potizi spojenych se stravou, vzrostla poptavka
spotfebiteli po alternativnich funkcénich potravinach. Funk¢ni potraviny nabyly
vyznam jako preventivni @ ochranné prosttedky proti riznym zdravotnim problémum,
jako je obezita, onemocnéni srdce a cév, cukrovka atd. Z vyzivového hlediska jsou
potraviny obohacené 0 semena zdrojem funkénich slozek, jako jsou antioxidanty,
tokoferoly, karotenoidy, fenoly, vlaknina a bilkoviny (Ertas & Aslan 2015).

Semena konopi setého (Cannabis sativa L.) maji vysokou nutri¢ni hodnotu,
bohatou na fytosteroly, -3 a -6 esencidlni mastné kyseliny a proteiny (Mamone,
polyfenoly, albuminové a edestinové proteiny, na které jsou semena konopi bohata.
Diky svym fenolickym slouc¢enindm jsou konopnad semena u€innd pii prevenci
onemocnéni, jako je rakovina, neurodegenerativni onemocnéni, gastrointestindlni
poruchy a dalsi (Ertas & Aslan 2015).

Konkrétné obsahuji 20-25 % bilkovin, 20-30 % sacharidd, 25-35% oleje,
10-15% nerozpustné vldkniny a bohatou $kélu mineralli, zejména fosforu, drasliku,
hot¢iku, siry avapniku, ataké Zelezo a zinek, ktery je dilezitym enzymovym
kofaktorem pro metabolismus mastnych kyselin v lidském téle. Dale se v nich nachazi
hojné mnozstvi vitamini A, C a E a beta-karotenu (Anwar et al. 2006).

Z konopnych semen se primarné ziskava olej, ato nejlépe lisovanim za
studena. Jako vedlejsi produkt tohoto zpracovani jsou pokrutiny, ve kterych je velké
mnozstvi bilkovin (asi 30-50 %). Tyto ,,zbytky“ mohou byt namlety na mouku
a zpracovany na rizné formy praskovych proteinovych produkti (Malomo, 2015).

Konopna mouka tak umozinuje vyrobu produkta s vysokou nutri¢ni hodnotou
pro vyzivu ¢lovéka (Ertag & Aslan 2015). Konopna semena a vyrobky z nich se proto
Casto vyskytuji v certifikovanych biopotravinach, které¢ v poslednich letech také
ziskaly vétsi popularitu (Vonapartis, 2015).

Kvalita jidla je zaméfena na pfirozené sloZeni arovnovédhu mezi Zivinami
(Rehman et al. 2017). Trvanlivost potravin, tedy i konopnych bilkovinnych mouk,
proto zavisi pfedevSim na jejich chemickém sloZeni a také na prostiedi skladovani,
a pravé na to se zaméfuje tato prace, ktera navazuje na predesly vyzkum v bakalarské
praci zabyvajici se moznosti ziskavani bilkovinnych koncentrati z nazek konopi

setého.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 CHEMICKE SLOZENI KONOPNEHO SEMENE
Cela konopna semena obsahuji 25-35 % oleje a 2025 % hrubych bilkovin (Callaway
2004). Vyznamny je iobsah vlakniny, minerald (mangan, draslik, Zelezo, zinek

a hor¢ik) a vitamina (A, B1, B2, B3, B6, C a E). (Ertas & Aslan 2015)

211 OLEJ
Nejvice zastoupenou slozkou v konopném semeni je olej, kterého tato surovina
obsahuje ptes 30 % (Callaway, 2004). Profil mastnych kyselin je velmi dilezitym
kritériem pro hodnoceni plodin olejnatych semen, protoZze vice nez jakykoli jiny
parametr charakterizuje vhodnost oleje pro uréita pouziti, a také urcuje jeho trvanlivost
(Matthéus & Briihl 2008).

Konopny olej se sklada pfevazné z nenasycenych mastnych kyselin, z nichz
dominantnimi jsou kyselina linolova (®-6) (597 g / kg) a kyselina a-linolenova (®-3)
(170 g/ kg) (Vonapartis, 2015). Pomér ®-6 mastnych Kkyselin k ®-3 mastnym
kyselinam (n6 : n3) v konopném oleji je obvykle mezi 2: 1a3: 1, coz je pomér
povazovany za ptiznivy pro lidské zdravi. Krom¢ toho jsou v konopném oleji také
pfitomny biologické metabolity obou zminénych esencidlnich mastnych kyselin,
kyselina y-linolenova (18 : 3 ®-6) a kyselina stearidonova (18 : 4 ®-3).

Diky jedine¢nému spektru mastnych kyselin ajeho pfimému dopadu na
nasledny metabolismus esencialnich mastnych kyselin v potravé, pfi kterém vznikaji
eikosanoidy, které zahrnuji prostaglandiny a dalsi dileZité metabolity, miiZe ptidavani
konopného oleje do stravy pfispét ke zlepSeni zdravi v Sirokém spektru akutnich
a chronickych stavil. Esencialni mastné kyseliny si lidsky organismus nedokaze sam
vytvorit, proto se oleje obsahujici vysoké hladiny téchto latek mohou pouzit k posileni
lidského zdravi a vyvoje. Konopny olej kromé esencialnich mastnych kyselin obsahuje
I dalsi polynenasycené mastné kyseliny, které organismus vyuziva jako fosfolipidy pfi
stavb& bunécnych a organelovych membran. Dalsi pfiznivy vliv na lidské zdravi maji
polynenasycené mastné kyseliny tim, Ze snizuji hladiny LDL cholesterolu (Callaway,
2004). Také byly pozorovany pozitivni G¢inky kyseliny y-linolenové U pacienti
s revmatoidni artritidou a atopickou dermatitidou (Matthdus & Briihl 2008).

Na druhou stranu je tfeba vzit v Givahu, Ze kyselina linolova je vysoce nachylna
k oxidaci, coz vede ke zvySené tvorbé oxidovaného LDL-cholesterolu odpovédného

za rozvoj arteriosklerdzy. ZvySena nachylnost polynenasycenych mastnych kyselin
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k oxidaci vede k absorpci oxidovaného LDL makrofagy, které se usazuji v tepnach
jako pénové buiky. To je zdklad pravé pro zminénou arteriosklerézu. Oxidacni
produkty z polynenasycenych mastnych kyselin navic hraji dalezitou roli v procesech
starnuti a vyvoji nadortu (Matthdus & Briihl 2008). Zjistit, jaké by bylo nejvhodnéjsi
skladovani, aby Kk oxidaci nedochazelo, je tedy velmi cenné (Matthaus & Briihl 2008).

2.12 BILKOVINY
Konopné semeno obsahuje 20-25 9% hrubych bilkovin (Vonapartis, 2015).
House, Neufeld a Leson (2010) uvadéji, ze vylisky po vylisovani oleje za studena, ve
kterych zbude jesté asi 10 % oleje, obsahuji 30 az 50 % bilkovin. Tito autofi dodavaji,
ze procentudlni zastoupeni bilkovin v pokrutinach ovliviiuje nejen zplisob ziskavani
oleje, ale ijejich nasledné zpracovani, které nejCastéji zahrnuje mleti a nasledné
prosévani nebo provivani, ¢imz se mize obsah bilkovin zvysit.

Bilkoviny obsazené v konopném semeni jsou snadno stravitelné, protoze jsou
V nejvetsi mife zastoupeny bilkovinami albuminem a globulinem edestinem, které jsou
snadno S$tépitelné a bohaté na esencidlni aminokyseliny, proto je konopné semeno
vynikajicim zdrojem lidské vyzivy (Callaway, 2004; Vonapartis, 2015). Konopna
mouka napiiklad obsahuje vSechny nezbytné aminokyseliny v nutri¢né dostateénych
mnozstvich pro malé déti (Malomo, 2014). Nicméné¢ to, jakou bude mit tento produkt
aminokyselinovou kompozici, miize byt ovlivnéno odridou, péstitelskymi
podminkami a zpracovanim (House, 2010). V konopné mouce je limitujici
aminokyselinou lysin adalsimi nedostatkovymi aminokyselinami jsou leucin
a tryptofan. VSechny ostatni aminokyseliny jsou zastoupeny v dostacujicim mnozstvi
(House, 2010). Konopny protein je bohaty na aminokyseliny, které¢ obsahuji siru,
methionin a cystin, anavic obsahuje velmi vysoké hladiny argininu a kyseliny
glutamové (Callaway, 2004). Arginin je aminokyselina, kterd poméha ke zlepSovani
kardiovaskularniho zdravi, protoze slouzi jako prekurzor vazodilata¢niho cinidla,
oxidu dusnatého (Malomo, 2015).

Dle House (2010) byla stravitelnost bilkovin ve vzorcich celych semen konopi
primérné 85,2 % a ve vzorcich mouky 86,7 %. Tato studie vSak oddélila olej ze semen
lisovanim za studena, coZ nesnizuje stravitelnost proteinu. Pti pouziti listi pracujicich
pii vysokém tlaku a teplotach by stravitelnost bilkovin ve vzorcich mouky byla niZsi.
Stravitelnost bilkovin je také ovlivnéna obsahem antinutri¢nich latek, které se

vyskytuji hlavné v obalovych vrstvach semene.
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2.1.3 SACHARIDY

Sacharidd je v konopném semeni 20-30 % (Vonapartis, 2015). Jsou zastoupeny
predevsim vlakninou, které je konopné semeno cennym zdrojem. Callaway (2004)
uvadi ve své studii procentudlni zastoupeni sacharidi z celého konopného semene
stejné jako procentudlni zastoupeni celkové vlakniny (27,6 %). VVzorek obsahoval
5,4 % stravitelné vlakniny a 22,2 % nestravitelné vlakniny. Vonapartis (2015), ktery
sledoval obsah neutralné detergentni vlakniny (NDF) a acido detergentni vlakniny
(ADF), zjistil, ze pramérna koncentrace NDF (celul6za, hemicelul6za a lignin) v jim
sledovaném vzorku konopného semene €inila 35,7 %, pticemz priimérna koncentrace
pro ADF (celul6za a lignin) byla 27,8 %.

VétSina  frakei vlakniny (NDF) zcelych konopnych semen Se nachazi
vV obalovych vrstvach semen. Obsah vldkniny vyznamné ovliviiuje stravitelnost
bilkovinné slozky konopné nazky. Odstranéni obalovych vrstev z konopnych
semen tudiz vede k narGstu obsahu tukl abilkovin ve vzorcich 050 %

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

2.1.4 MINERALNI LATKY
Vyznamny je i obsah minerald (mangan, draslik, Zelezo, zinek a hot¢ik) a vitaminQ
(A, B1, B2, B3, B6, C aE) (Ertas & Aslan 2015).
Dle riiznych studii je obsah popela, coz je celkovy obsah anorganickych slozek,

v konopném semeni 48-56 g / kg (Callaway, 2004; House, 2010; VVonapartis, 2015).

2.1.5 TOKOFEROLY
Mnozstvi a slozeni tokoferolll a tokotrienoll v oleji je dilezitym znakem olejnatych
semen. V konopném oleji zjistili Matthdus et al. velké rozpéti obsahu celkovych
tokoferoli. V roce 2000 namétili jejich mnozstvi mezi 41 az 102 mg / 100 g semen
(primérné 77 mg / 100 g), a v roce 2001 mezi 66 a 111 mg / 100 g (pramérné 80 mg /
100 g). Nebyly zde zjistény zadné tokotrienoly. Nicméné tokotrienoly jsou méné
ucinné pii inhibici autooxidace nez tokoferoly. Podobné vysledky popsali i Oomah et
al. (2002) v celkovém mnozstvi 79,7 mg / 100 g. Pfevazujicim tokoferolem
v konopném oleji je y-tokoferol, jehoz zastoupeni piedstavuje piiblizné 85 %
z celkového mnozstvi tokoferolt. MnoZstvi ostatnich tokoferolti je nizké, ptiblizné

5 % pro a- a d-tokoferol a méné nez 1 % pro é-tokoferol a plastochromanol-8. Oomah
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et al. (2002) také zjistili pomér mezi tokoferoly v oleji zkonopnych semen
5:2:90: 3 pro a- : B- : y- : d-tokoferoly.

Tokoferoly plisobi jako piirodni antioxidanty proti oxida¢nimu poskozeni
oleje, ale také jako vitamin Evlidské vyzivé. Mohou snizovat riziko
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a makularni degenerace souvisejici
s vékem. Pfirozené¢ se vyskytuji jiz zminéné Ctyfi rizné derivaty tokoferoll
a tokotrienoli (a-, B-, y-, 6-) Antioxidac¢ni aktivita se zvySuje U tokoferolt
a tokotrienolt od a k 8, zatimco biologicka aktivita je opa¢na nez antioxida¢ni aktivita
(Sies & Murphy 1991; Pongracz et al. 1995; Oomah et al. 2002; Matthéus et al. 2006).
Rafinaci oleje se vSak obsah tokoferold snizuje (Anwar et al. 2006).

Zajimavé je, ze byly zjistény vyznamné pozitivni korelace mezi Ctyfmi
mastnymi kyselinami a a-tokoferolem, dvéma mastnymi kyselinami a B-tokoferolem,
osmi mastnymi kyselinami a y-tokoferolem, deviti mastnymi kyselinami
a plastochromanolem-8 a ¢tyfmi  mastnymi  kyselinami  a é-tokoferolem. Dale
B-tokoferol, y-tokoferol, celkovy tokoferol a plastochromanol-8 dle stejného vyzkumu
v konopnych semenech pozitivné korelovaly s nasycenymi mastnymi kyselinami.
Mononenasycené mastné kyseliny korelovaly s plastochromanolem-8, zatimco
polynenasycené mastné kyseliny korelovaly s y-tokoferolem, celkovym tokoferolem
arovnéz s plastochromanolem-8. Mezi B-tokoferolem a kyselinou myristovou vsak

byl vyznamny negativni vztah (Kriese et al. 2004).

2.1.6 FENOLICKE SLOUCENINY

Fenolické slouceniny jsou sekundarni metabolity pochazejici z rostlin, které¢ maji
vlastni antioxidac¢ni aktivitu (Balasundram et al. 2006). Jednad se 0 hydrofilni
antioxidanty afadi se mezi né napt. kvercetin, kyselina chlorogenova a kyselina
gallova. VSechny tyto fenolické antioxidanty jsou povaZovany za ti¢inné modulatory
redoxni homeostazy antioxida¢ni obrany ke sniZeni nitrobunééného oxida¢niho stresu
Vv téle a prevenci nemoci zpusobenych produkty oxidace lipidi (Zhang et al. 2015).
Tyto fenolické slouceniny také vykazuji velké mnozstvi fyziologickych aktivit, jako
jsou kardioprotektivni a protizanétlivé ucinky (Balasundram et al. 2006). Bylo
zjisténo, ze flavonoidy, které se pravé fadi mezi fenoly, maji antioxidac¢ni, anti-
alergenni a antiprolifera¢ni vlastnosti (Middleton et al. 2000).

Ptirodni fenolické antioxidanty se bézné pouzivaji jako potravinaiské piisady

k ochrané potravin pred oxidaci (Schmidt & Pokorny 2005). Zhang et al. (2015)
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zjistili, ze u jimi sledovanych antioxidanti vykazovala vétsina ptirodnich antioxidant
vyssi redukéni silu a 1épe vychytdvala aktivitu volnych radikala DPPH
(1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), zatimco syntetické antioxidanty mély
lepsi uc¢inek pii inhibici oxidace lipidi Vv olejové emulzi. Ve zminéné studii mél
kvercetin nejvyssi redukcni silu a pattil mezi nejucinngjsi latky zachycujici volné
radikaly DPPH (Zhang et al. 2015).

Yu et al. (2005) analyzovali rizné oleje lisované za studena a stanovili, ze
celkova koncentrace fenol v konopném oleji lisovaném za studena, vyjadiena jako
ekvivalent kyseliny gallové, je 44,0 mg / 100 g. Teh and Birch (2013) zase uvedli
obsah fenolovych kyselin konopného oleje, vyjadienych jako ekvivalent kyseliny
gallové, celkem 188,23 mg / 100 g (Yu et al. 2005; Teh & Birch 2013).

217 FYTOSTEROLY

Tuky jsou obvykle doprovazeny tiidou slozek nazyvanych fytosteroly, o nichz je
znamo, ze snizuji LDL-cholesterol v krvi. Konopny olej obsahuje mezi 3,6 a 6,7 g
fytosterolt / kg oleje, pficemz hlavni slozkou je B-sitosterol, jehoz obsah odpovida
pfiblizné 70 % celkového obsahu fytosterolt. DalSimi fytosteroly s ur¢itym vyznamem
jsou kampesterol, D5-avenasterol a stigmasterol. Narozdil od jinych olejt s vysokym
obsahem kyseliny linolové, jako je svétlicovy nebo slunecnicovy olej, konopny olej
neobsahuje  velkda mnozstvi D7-fytosterolti, jako jsou D7-kampesterol,
D7-stigmasterol a D7-avenasterol. Tyto fytosteroly tvoii pouze asi 2 % z jejich
celkového mnozstvi (Matthédus & Briihl 2008).

218 THC
Konopi je rostlina zndma produkci delta-9-tetrahydrocannabinolu (THC), coz je
pryskyfice produkovana primarné ve vrcholcich kvetoucich samicich rostlin. Jedna se
0 psychoaktivni latku, a tudiZ mohou vznikat obavy ohledné konzumace konopnych
produktt.

Konopné odriidy péstované na vlakna nebo semena a povolené pro zeméd¢elské
péstovani vV Evropské unii a Kanadé musi mit dle legislativy obsah THC nizsi nez
0,2 % (méfeno V horni tieting rostliny). V Némecku odhadl Federdlni institut pro
hodnoceni rizik prozatimni tolerovatelny piijem THC 1-2mg / kg / den, coz by
znamenalo moznou piipustnou hladinu THC v konopném oleji 5000 mg / kg. Hladinu

THC vyrazné snizuje nejen vyuziti kultivard sjeho nizkym obsahem, ale
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také dikladné cisténi semen. Obecné by tedy pro konopny olej THC nemélo byt
problémem (Matthdus & Briihl 2008). Vzhledem kjeho mizivému obsahu
V konopnych produktech ur¢enych ke konzumaci je logické, ze na chemické pochody

behem skladovani nema zadny vliv.

2.2 OXIDACNI STABILITA
Konopna mouka, ktera se namele ze zbytkll nazek po vylisovani oleje za studena,
obsahuje jesté asi 10 % oleje (House et al. 2010). Ten je velmi nachylny ke Zluknuti

a jeho stav je tedy dulezitym kritériem pro celkové hodnoceni konopné mouky.

2.2.1 PRINCIP OXIDACE LIPIDU

Pii oxidaci dochazi k reakcim uhlovodikového fetézce, které jsou spole¢né volnym
mastnym kyselindm a jejich esteriim. V potravinich mutze probihat nékolik typi
oxidacnich reakci lipid, jako je autooxidace vzduSnym kyslikem, oxidace
hydroperoxidy ¢i peroxidem vodiku, oxidace singletovym kyslikem, oxidace
katalyzovana enzymy atd. NejbéznéjSim typem oxidace pti podminkach skladovani
a zpracovani potravin je autooxidace. Pii béznych teplotnich podminkach se
vzduSnym kyslikem oxiduji jen nenasycené mastné kyseliny. Pokud se teplota
produktu zvysi na uUroven odpovidajici peCeni, smazeni a praZeni, dochazi také
k autooxidaci nasycenych mastnych kyselin (Velisek & Hajslova 2009).

Oxidace lipidi je obvykle indukovana reaktivnimi volnymi radikaly
a kyslikovymi formami. Poté miiZze nadbytek volnych radikalt a kysliku narusit
homeostdzu lipidového metabolismu a urychlit tak oxidaci lipidi v téle (Lobo et al.
2010).

U autooxidace se jedna 0 radikalovou fetézovou reakci, ktera probihé ve tfech
avolny radikdl mastné kyseliny. Homolyticky se zde S$tépi kovalentni vazby
uhlikového fetézce. Energie potfebna ke $tépeni miize pochdzet z tepelné energie ¢i
n¢jakého typu zéfeni; popiipadé miize byt St€peni iniciovano reakci S jinym volnym
radikalem.

Druhym stupném je stupen propagacni, ktery se vyznacuje reakci vzniklého
volného radikalu mastné kyseliny s molekulou kysliku. Tim vznikne peroxylovy (¢ili
peroxidovy) radikal, ktery odstépi atom vodiku z dal$i molekuly nenasycené mastné

kyseliny. Tak vznikne hydroperoxid a dalsi volny radikal mastné kyseliny.
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Posledni fazi je terminace. Dochazi pfi ni K spojeni dvou radikalt, ¢imz vznika
neradikalovy pomérn¢ stabilni produkt (Velisek & Hajslova 2009).

Ve vysledku pii oxidaci vznika celd fada oxidovanych produkti, které maji
Skodlivé ucinky na tkanové bunky. Mohou zptisobovat buné¢ny zanét, iniciovat rozvoj
ateroskler6zy, degenerativnich poruch nebo jinych chronickych onemocnéni (Zhang
et al. 2015).

2.2.2 OXIDACE KONOPNEHO OLEJE

Kwvtli slozeni mastnych kyselin s vysokym mnozstvim polynenasycenych mastnych
kyselin je konopny olej velmi citlivy na oxidacni poskozeni béhem skladovéani, ale
také béhem tepelné piipravy jidla. Konopny olej tedy neni vhodny K piipravé jidla,
pokud je po delsi dobu vystaven vyssim teplotam. Panensky konopny olej vykazuje
vyznamn¢ krat§i oxidacni stabilitu pfi 120 © Cve srovndni S panenskymi oleji
fepkovymi nebo olivovymi. Zatimco panensky fepkovy olej aolivovy olej maji
oxidac¢ni stabilitu pfiblizn¢ 4, respektive 6 hodin, panensky konopny olej se vyrazné
oxida¢né znehodnocuje jiz po méné nez 1 hodin€. Je dilezité, aby byl olej spotfebovan
béhem kratké doby po otevieni lahve, protoze behem skladovani probihaji oxidacni
reakce velmi rychle (Matthdus & Briihl 2008). Logicky lze tedy usoudit, ze olej
obsaZeny v konopné mouce bude také oxidovatelny velmi rychle a intenzivné.

Pti oxidaci zavisi tvorba peroxidu praveé na slozeni mastnych kyselin v oleji.
Zatimco tepkovy olej, ktery mé vysoky obsah mononenasycené kyseliny olejove,
vykazuje mirny nartst obsahu peroxidu béhem skladovani; u slune¢nicového oleje byl
tento nartst vyraznéjsi, a jest¢ mnohem vice se projevil u oleje z konopnych semen,
ktery se sklada az z ptiblizné¢ 80 % polynenasycenych mastnych kyselin linolové
a a-linolenové. V dusledku vyskytu téchto oxidacné citlivych mastnych kyselin je
stabilita konopného oleje b&hem skladovani nizkd ve srovnani se stabilitou
panenského fepkového nebo slunecnicového oleje. Projevuje se to zapachem, ktery
pfipomina linoleum nebo tmel. Panensky konopny olej skladovany déle nez 2 mésice
v otevienych lahvich by uz nemél byt pouzivan K lidské spotfebé. Nicméné ve
srovnani se samostatnym olejem nejsou konopna semena béhem skladovani tolik
nachylna k oxidaénimu zluknuti, protoze obalové vrstvy nazky lipidy dostate¢né
ochrani. Chlorofyl, ktery se hojné vyskytuje v konopném oleji zvySuje nachylnost
k oxidaci, protoze puisobi jako fotosenzibilizator. Proto musi byt panensky konopny

olej skladovan ve tmé a musi byt zajiSténa opatfeni na ochranu oleje pied svétlem.
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Nedostatecnou ochranu panenského oleje 1ze snadno zjistit zménou ze zelené barvy

oleje na Zlutou (Matthdus & Briihl 2008).

2.23 OVLIVNENI OXIDACNI STABILITY
Zluknuti jedlych olejti a produktd s jejich obsahem v disledku oxidace lipidi je
vaznym problémem potravinaiského prumyslu. (Gao & Birch 2016). Stabilita tukd
zavisi na nekolika aspektech, pfedevsim na kompozici jejich mastnych kyselin a na
pfitomnosti antioxidac¢nich latek, jako jsou tokoferoly artzné pigmenty
(Abuzaytoun & Shahidi 2006).

Mastné kyseliny ovliviiuji  stabilitu olejit napiiklad svym stupném
nenasycenosti a svym polohovym umisténim Vv triacylglycerolu. Kromé toho je
oxidac¢ni rychlost triacylglycerol ovlivnéna délkou uhlikového fetézce téchto jejich
zakladnich slozek. Svou roli v antioxida¢ni stabilit¢ hraje také pocet mold
polynenasycenych mastnych kyselin v molekularni struktufe triacylglycerolt, kde
polynenasycené mastné kyseliny jsou mén¢ stabilni vii¢i oxidaci, pokud jsou umistény
na krajnich uhlicich glycerolu oproti tomu, jsou-li navazany na prostfednim uhliku
glycerolu (Endo et al. 1997; Gao & Birch 2016). Napiiklad pti hodnoceni oxida¢ni
stability chemicky syntetizovanych triacylglycerolii bylo zjisténo, Ze lipid obsahujici
dvé molekuly kyseliny linolové a jednu molekulu kyseliny linolenové je stabilng;jsi,
pokud je kyselina a-linolenova navazana na prostfednim uhliku a krajni uhliky
glycerolu jsou obsazeny kyselinou linolovou, ve které se nachazi méné dvojnych vazeb
(Miyashita et al. 1990). Zminéné dvé polynenasycené mastné kyseliny (Kyselina
linolova (18 : 2 n-6) akyselina a-linolenova (18 : 3 n-3)) jsou hlavnimi mastnymi
kyselinami v konopném oleji, jak jiz bylo zminéno Vv kapitole o chemickém slozeni
nazek konopi (Da Porto et al. 2012). Anwar et al. ve své studii uvadi, ze konopné oleje
obsahuji hladiny kyseliny linolové dokonce 56,50 - 60,50 %, dale kyseliny linolenové
16,85-20,00 %, olejové 10,17-14,03 % a nizké hladiny kyseliny palmitové, stearové
a y-linolenové (Anwar et al. 2006).

Vliv struktury triacylglycerolti na oxidac¢ni stabilitu rostlinnych oleji vsak neni
vzdy konzistentni (Endo et al. 1997).

Vedle struktury triacylglycerolt a jejich mastnych kyselin, maji na stabilitu
oleje, ktery zbyl v mouce, vliv i dalsi faktory. Jedna se pfedevsim 0 obsah piirodnich
antioxidant. Kromé lipida se totiz jedlé oleje skladaji z takzvané nezmydelnitelné

hmoty, kterd v nich tvoii asi 5 %. Tyto vedlejsi slozky jsou pfirozené se vyskytujici
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slouceniny s antioxida¢nimi vlastnostmi, které pomahaji chranit oleje pfed oxidacnim
poskozenim, a proto hraji dilezitou roli V jejich oxida¢ni stabilité. Podstatnymi
slozkami rostlinnych oleju jsou hlavné fosfolipidy, fenolové slouceniny, pigmenty,
steroly a volné mastné kyseliny, stejné¢ jako monoacylglyceroly a diacylglyceroly.
V kazdém oleji mize byt pfitomno nékolik tfid téchto slozek, které intenzivné
pfispivaji K jeho oxidacni stabilité (Abuzaytoun & Shahidi 2006). Konopna semena
obsahuji mnoho pfirodnich antioxidantti, jako jsou fenolové slouceniny, fytosteroly
a tokoferoly (Esmaeilzadeh Kenari & Dehghan 2020).

Antioxidacni slouceniny jsou schopné vyznamné potlacit, zpozdit nebo
zabranit Skodlivym oxida¢nim procestim, zptisobenym hlavné reaktivnimi formami
kysliku (Christodouleas et al. 2015). Neékteré antioxidanty ziskané z rostlinnych
extrakti mohou byt pouzivany V potravindiském primyslu ke zvySeni trvanlivosti
potravin (Schwarz et al. 2001).

Pfirozen¢ se vyskytujicimi slouc¢eninami S antioxida¢ni aktivitou jsou jiz
zminéné tokoferoly (Kriese et al., 2004). Profil tokoferolu konopnych semen obecné
zahrnuje ruzné izomery a-tokoferolu, p-tokoferolu, y-tokoferolu a &-tokoferolu
(Kriese et al., 2004; Callaway, 2004). Dominantnim antioxidantem v konopnych
semenech byl dle jedné viceleté studie sledujici 51 genotypti konopi y-tokoferol.
Dalsim hojné zastoupenym tokoferolem zde byl o-tokoferol, dale &-tokoferol
a p-tokoferol. Autor uvadél primérny obsah y-tokoferolu 21,68 /100 g semen,
a-tokoferolu 1,82 / 100 g semen, &-tokoferolu 1,20 / 100 g semen a B-tokoferolu
0,16 mg / 100 g semen. Celkovy obsah tokoferolu se ve zminéné studii pohyboval od
14,33 mg / 100 g semen do 34,03 mg / 100 g semen (Kriese et al. 2004). Tokoferoly
se Vv této praci zabyva samostatna kapitola.

DalS§imi vyznamnymi sloufeninami S antioxida¢ni aktivitou jsou fenoly,
kterymi se také zabyva samostatnd kapitola této prace.

Vonapartis et al. své pojednani 0 vyskytu antioxidanti Vv konopnych semenech
shrnuli tim, Ze jejich vysledky poukazuji na vysoky obsah antioxidantl v tomto
produktu (Vonapartis et al. 2015). Dokonce i relativné vysoké mnozstvi tokoferolt,
sestavajici se hlavné z antioxidacné aktivniho y-tokoferolu, vsak vzhledem ke
specifickému zastoupeni mastnych kyselin v konopném oleji nevede k jeho vysoké
stabilit¢ pii skladovani. Jiz po kratké dobé skladovani neni olej vhodny K lidské
konzumaci (Matthius & Briihl 2008).
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Antioxidanty nejen ovliviiji a ur€uji trvanlivost, nutriéni hodnotu a kvalitu
potravinarskych vyrobki, ale jejich koncentrace ve vzorcich potravin Ize také pouzit
jako indikator ptivodu a Cerstvosti (Christodouleas et al. 2015)

Vétsina potravinarskych vyrobki prochazi ur¢itym stupném zpracovani, nez se
dostane ke spotiebitelim. Vysledkem je, ze proteinové izolaty, iV ptipad¢€, Ze jsou
ziskavany pouze mechanickym zplisobem, jsou bézn¢ podrobovany dal$im Gpravam
pii nasledné vyrobé potravin, véetné acidifikace a zahiivani. Zahtivani je spojeno se
strukturdlnimi zménami na molekuldrni Grovni V globularnich proteinech. Tyto
konforma¢ni zmény zahrnuji rozvinuti nativni tercidrni struktury, expozici
hydrofobnich skupin a naslednou agregaci denaturovanych molekul (Raikos et al.
2015). Povaha proteinovych agregatli vytvotrenych béhem tepelného zpracovani zavisi
na koncentraci proteinu, pH apodminkach zahfivani (Nicolai & Durand 2013).
Elektrostatické a hydrofobni interakce nebo disulfidové mistky mezi tepelné
denaturovanymi molekulami mohou vést K tvorbé agregatti, které by mohly ovlivnit
stravitelnost proteinli. Kromé toho mohou byt po traveni v zazivacim traktu ¢loveka
generovany peptidy Sruznymi strukturalnimi charakteristikami, jako je velikost
molekul, hydrofobicita aslozeni aminokyselin, coz by pravé mohlo ovlivnit
antioxida¢ni aktivitu (Delgado et al. 2015). Rizeni tepelné indukovanych zmén
proteinovych struktur miize byt tedy zasadni pro vyvoj produktid se zlepSenymi
nutri¢nimi, popfipadé i funkénimi vlastnostmi (Raikos et al. 2015).

Pro odhad antioxidacnich vlastnosti ptirodnich produktt bylo vyvinuto mnoho
metod, které 1ze rozdélit do dvou hlavnich kategorii. Jedna se 0 metody zaloZené na
hodnoceni aktivity vychytavani volnych radikald ve vzorcich a 0 metody zalozené na
hodnoceni redukéni aktivity pfirodnich vzorkil (tj. stanoveni Zelezité redukéni ¢i
antioxida¢ni sily a stanoveni méd’naté antioxida¢ni kapacity) (Christodouleas et al.
2015).

2.3 SKLADOVANI

2.3.1 VLHKOST
Hygroskopickd povaha mouky obecné siln€ ovliviiuje jeji kvalitu, technologické
vlastnosti a také fyzikalni vlastnosti. Obsah vlhkosti v mouce je vyznamny z hlediska
trvanlivosti a stability pti skladovani (Rehman et al. 2017).
Existuji studie pozorujici skladovani podobnych produkti, jako jsou konopné

bilkovinné mouky. Napiiklad Raleng et al. (2014) sledovali moucku s vysokym
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obsahem bilkovin z odtu¢nénych sezamovych semen. Vzorky zhotovili tak, Ze
odstranili olej ze sezamovych seminek a ze vzniklych vyliskt vyrobili sezamovou
mouku tim, Ze po riznych ptedupravach a suSeni material namleli. Tito autofii zjistili,
7¢ béhem skladovani doslo ve vSech vzorcich kK vyznamnému (p < 0,5) zvySeni obsahu
vlhkosti. Rychlost nartstu vlhkosti byla vyznamnéjsi za podminek bézného skladovani
spiSe nez pfi chladirenskych teplotach a liSila se podle typu pouzitého obalového
materidlu. NarGst vlhkosti Uvzorkii zabalenych do obalového materialu
Z nizkohustotniho polyethylenu (LDPE) byl nejvyraznéjsi a zvysil se z 3,9 % na
6,20 % pii skladovani pii podminkach okolniho prostfedi ana 5,33 % pfi
chladirenskych podminkéch. Dal§im obalovym materidlem ve zminéné studii byla
hlinikové folie, ve které vlhkost vzorkl vzrostla na 4,50 % pii podminkach okolniho
prostiedi a na 4,42 % pii chlazeni. VSechny zminéné tidaje byly méteny po 75 dnech
skladovani. Autofi této studie také uvadéji, ze vSechny urovné vlhkosti jsou vSak
V ramci norem, protoze obsah vlhkosti by mél byt nizsi nez 9 %. V souladu s tim Ize
vSechny vzorky uchovévat minimalné¢ dva mésice. Sezamovou mouku zabalenou
V hlinikové f6lii 1ze uchovévat vice nez 75 dni pii obou sledovanych podminkéach
skladovani. Kolisani obsahu vlhkosti V téchto vyrobcich miize pfimo souviset
s rychlosti pfenosu vodni pary V obalovych materidlech. Obaly z hlinikové folie
uchovavané v chladu byly nejucinnéjsi a nejméné propustné pro vlhkost. To bylo
zpisobeno predevsim skutecnosti, Ze hlinikova folie ma ve vlhkém prostiedi nizkou
rychlost ptenosu vodni pary (Raleng et al. 2014).

Jina studie se zabyvala moukou ze smési pSeni¢né mouky a mouk z riznych
lusténin. Stabilita této mouky byla skladovanim siln€¢ ovlivnéna. Obsah vlhkosti se
op¢t béhem skladovani zvysil, protoze mouka absorbuje vlhkost z okoli kvili své
hygroskopické povaze. SnizZil se obsah bilkovin, tukli a vlakniny. SniZeni mnoZstvi
bilkovin je zplisobeno pravé absorpci vlhkosti z okoli, coz urychlilo proteolytickou
aktivitu enzymil. Enzymy jsou odpovédné za degradaci bilkovin béhem skladovani.
Bylo zde pozorovano postupné snizovani obsahu tuku, coz muize byt zpisobeno
rozvojem Zluknuti. ZhorSeni kvality tuku béhem skladovani mize byt zase zptsobeno
aktivaci lipazového enzymu, ktery by mohl $tépit tuk na volné mastné kyseliny
a glycerol. Zodpoveédné za to mohou byt faktory, jako je neustale zminovana vlhkost,
dale svétlo ateplo. Kyselost se zvysila, protoze vyssi aktivita lipazy, ktera vede
ke zluknuti, zptisobuje pokles obsahu tuku, ktery izce souvisi se zvySenim obsahu

volnych mastnych kyselin, jejichz vyskyt logicky zvySuje kyselost vzorku. ZvySeni
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hodnoty peroxidového Cisla v této studii bylo zptisobeno rozvojem zluknuti (Rehman
etal. 2017).

Nevyhodou konopné mouky je, ze jeji hygroskopicita je jesté vetsi nez
u obilnych mouk. Ve studii zabyvajici se vzorky pSeni¢né mouky, do kterych bylo
ptidano 10, 15 a 20 % konopné mouky, se uvadi, ze piijimani vlhkosti vzristalo se
stoupajicim zastoupenim pfidané konopné mouky do pSenicné. Absorpcni kapacita pro
vlhkost vysledné mou¢né smési se zvysila 0 3 % u mouky s deseti procenty konopné
mouky, 0 6 % v mouce z patnacti procent konopné a 0 13 % s jejim dvacetiprocentnim
zastoupenim, ve srovnani s kontrolou (Sokolova & lorgacheva 2020). Koresponduje
to 1 s vyzkumem piedchazejicim této praci, kde bylo navic na zakladé vazkové analyzy
zjisténo, ze vlhkost konopné mouky je nejvysSi U vzorkd obsahujicich nejvice
bilkovin. Konkrétné byl pozorovan nejnizs§i obsah suSiny U frakce konopné mouky
S ¢asticemi mensimi nez 180 pum, kterd obsahuje nejvice bilkovin. Kromé toho, ze je
tento material tvofen mensimi casticemi, atudiz ma vetSi plochu, kterou muze
absorbovat vzdusnou vlhkost, i samotné bilkoviny zptsobuji vétsi hydrataci vodou.

Nicméné zde mély vSechny vzorky pfijatelnou vlhkost pod 8 % (Némcova 2019).

2.3.2 OBALOVY MATERIAL
Neopomenutelny vliv na kvalitu skladovani ma iobalovy materidl. Baleni je
prostiedek zajist'ujici spravné podminky prostiedi pro potraviny béhem skladovani
a vybér materiali pro obal zavisi mimo jiné na povaze produktu, podminkach
skladovani a manipulaci (teplota, vlhkost, riziko fyzického poskozeni). Obal muze
vyznamné ovlivnit nejen chemické, funkéni, mikrobiologické a senzorické vlastnosti
mouky, ale také jeji trvanlivost (Daramola et al. 2010).

Dilezitym parametrem obalového materialu je jeho propustnost pro vihkost.
Vyplyva to zfetelné z predchozich odstavcl zdaraznujicich hygroskopickou povahu
suchych materiald jako je mouka. Hygroskopicita je u bilkovinnych mouk navic
zintenzivnéna praveé vysokym zastoupenim bilkovin. Obecné maji dobrou bariéru proti
vlhkosti polyethylenové folie (Ukpabi et al. 2012).

Beigh et al. (2010), ktefi se ve svém vyzkumu zabyvali skladovanim jednoho
specialniho druhu mouky, zjistili, ze na obsah vihkosti mél statisticky velmi vyznamny
vliv obalovy material a doba skladovani, a vyznamna byla i jejich interakce. Poc¢ate¢ni
obsah vlhkosti zde byl 9,68 %. Ten po 180 dnech skladovani vyznamné (p <0,05)
vzrostl na 10,20 % v obalu z vysokohustotniho polyethylenu (HDPE) a na 10,35 %
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Vv saCcich z nizkohustotniho polyethylenového materialu (LDPE). Mensi pfirastek
vlhkosti u mouky balené v HDPE saccich byl pravdépodobné zptisoben jeho vice
nepropustnou povahou pro vihkost a vodni pary, nez je tomu u LDPE (Beigh et al.
2019).

Vzorky balené do polyethylenu 0 vysoké hustot¢ poskytly nejdelsi
odhadovanou trvanlivost iu dalsich druhtit mouky atento obalovy material je ke
skladovani mouky povazovan za nejlepsi (Daramola et al. 2010).

V jiz jednou zminéné studii porovnavajici skladovani mouky v hlinikovych
foliich a LDPE byly fyzikalné-chemické vlastnosti vzorkli mouky balenych do
hlinikové folie a skladovanych v chladu nejlepsi z hlediska obsahu vlhkosti, bilkovin,
tuku, vldkniny, popela, barvy apH, zatimco vzorky mouky balené do LDPE
a skladované za podminkach okolniho prostiedi vykazovaly lepsi vysledky z hlediska
rozpustnosti ve vod¢, indexu bobtnavosti, obsahu kyseliny Stavelové, barvy

a viskozity (Raleng et al. 2014).

2.4 MIKROBIOLOGICKA KONTAMINACE
Diive nez se semena daji konzumovat jako potraviny, projdou procesy péstovani,
sklizng, suSeni, pfipravy auvadéni na trh (v€etné skladovéni) vSe za pfirozenych
podminek, a proto se v nich ¢asto vyskytuje mikrobiologicka kontaminace a infekce.
Vsechny jejich produkty mohou byt kontaminovany mikromycetami, a to ve vSech
fazich vyrobniho fetézce (Al-Defiery & Merjan 2015).

Mikroskopické houby jsou Vv pfirodé hojné piitomné a pro rist jim staci jen
nepatrna  vlhkost oproti jinym patogennim organismim. Mezi riznymi
mikroorganismy se v mouce nejcastéji vyskytuji pravé mikromycety. Niz§im obsahem
vlhkosti vSak i u nich dochazi ke zpomalenému dychani a celkové aktivité (Rehman et
al. 2017).

Podle Al-Defiery & Merjan (2015), kteti se =zabyvali kontaminaci
mikromycetami nebo jejich sporami v pSeni¢né mouce byly nejhojnéji zastoupené
rody: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Mucor,
Rhizoctonia, Trichoderma, Rhizopus, Nigrospora, Bipolaris, Macrophomina (fazeno
sestupné). Korela¢ni analyza zde odhalila pozitivni korelaci mezi obsahem vlhkosti
a pritomnymi houbami. V tomto pfipadé byly vzorky skladovany po dobu tii mésict
a pfi dvou riznych teplotach (5 °C a30 °C). Vysledky ukazaly, ze skladovani pfi

teploté 5 °C snizuje nejen populaci mikromyecet, ale i pocet jejich druhi na pSeni¢né

22



wewvr

druh mikromycet existuje optimalni teplotni rozsah pro rist a ne vSechny, které se
nachazeji v mouce, ji napadnou az pti skladovani. Proto je dilezité zabranit jejich
rozvoji snizenim teploty a obsahu vihkosti (Al-Defiery & Merjan 2015).

Mikrobiologicka kontaminace se muize béhem doby skladovani vyvijet,
roz§itfovat. Ve studii, pti které byla pozorovéna pSeni¢nd mouka béhem Sesti mésict
skladovani, a pii které bylo odebrano pét vzorkil Vv tficetidennich intervalech na
hodnoceni mykobioty, bylo poukazano na to, ze ve vSech 35 analyzovanych vzorcich
bylo detekovano mnoho mykotoxini, jako jsou aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon,
deoxinivalenol a fumonisin FB2. Prevence mykotoxint je velmi dalezita, protoze
jakmile se vyvinou, stanou se stabilnimi pfi teploté prostiedi a velmi odolnymi viici
tepelnym zménam (Birck et al. 2006).

Aby byla zachovana kvalita a bezpe¢nost mouky a jejich produkti a zabranéno
kontaminaci, je nutné prozkoumat ptitomnost mikromyecet a jejich produktt v mouce
a identifikovat izolované druhy a definovat efekt skladovani mouky na pfitomnost
jejich forem (Al-Defiery & Merjan 2015).

Zvysujici se obsah vlhkosti mize mit za nasledek nartist mikroskopickych hub.
Uroveti vodni aktivity v potravinach ma prakticky vyznam, protoZe fidi nastup jejich
rozvoje a zavaznost jejich nasledki. BéZné se pozoruje, ze potraviny, U nichZ je
pravdépodobné, ze se rychle zkazi v dusledku biologickych a chemickych zmén, jsou
obvykle potraviny s vysokym obsahem vody (Abdullah et al. 2000). Bylo ovéieno, Ze
existuje korelace mezi rozsahem rastu mikromycet a vlhkosti ve vzorcich pSeni¢né
mouky. Houby, stejné jako vSechny zivé organismy, vyzaduji zakladni faktory pro
zZivot, mezi které patii i voda.

Vyvoj mikrobiologické kontaminace béhem skladovani lze kontrolovat, ale
také mu lze zabranit zajiSt€énim dostateCné¢ho vysuSeni materidlu pfi pfijmu do
skladovacich prostor. Dal§i ochranu lze zajistit zabranénim vyvoje teplotnich
a vlhkostnich gradient pomoci ochlazovani nebo provzdusinovani zrna. Ochrana pred
napadenim hmyzem je také velmi dilezitd pro zabranéni napadeni mikromycetami
a jejich rozvoje v uskladnénych zrnech (Al-Defiery & Merjan 2015).

Znecisténi mikromycetami je také dualezité hlidat S ohledem na mozZnou
produkci mykotoxind, ato uzna¢ného poctu jejich druhi (Hussein 2001). Bylo
zjisténo, ze mikroskopické houby nejen zplsobuji znehodnoceni, ale nékdy, pokud

existuji ptiznivé podminky prostiedi, dochazi praveé k produkei toxinl. Vyskyt téchto
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toxinl V potravindiskych vyrobcich je ovliviiovan faktory prostiedi béhem obdobi
pred sklizni, sklizné a také po sklizni, tedy i pfi skladovani. Proto jsou skladovaci
podminky, doba skladovani a skladovaci materialy klicovymi faktory, které ptispivaji
ke stabilit¢ mouky (Rehman et al. 2017).

Jednim Zz nejvétSich problémt, které ovliviiuji producenty konopi, jsou
mykotoxiny pfitomné V konopnych produktech. Mykotoxiny v konopi mohou
pochézet z pidy, atmosféry a manipulace. Vysoka hladina mykotoxinti vV konopnych
vyrobcich muze byt pro spotiebitele zdravi nebezpecna a miize ovlivnit snizeni kvality
a trvanlivosti produktt. | konopna mouka, kterd je bohatd na zdravé tuky, hoicik,
vlakninu a bilkoviny, mize byt kontaminovana zdravi nebezpe¢nymi mikroorganismy
a s tim spojenymi aflatoxiny (Vuj¢i¢ & Masi¢ 2021).

Aflatoxiny jsou pfirodni mykotoxiny, které se vyskytuji hlavné v oblastech
s vlhkym podnebim (Vujci¢ & Masi¢ 2021). Bylo pozorovano, ze ¢im delsi je doba
skladovani, tim vyssi je koncentrace produkovaného aflatoxinu. Kromé toho, pokud
jsou tyto potravinaiské vyrobky uchovavany po dlouhou dobu, je tfeba zabranit
skladovéni ve vlhkém prostredi. Tyto materidly musi byt umistény v suchém prostiedi
(s velmi nizkou relativni vlhkosti), aby se omezila tendence rustu aflatoxigennich
mikromycet, které by mohly po dlouhé dobé skladovani produkovat mykotoxiny
(Al-Defiery & Merjan 2015).

Jednou z metod uspésné eliminace aflatoxinu je oSetieni gama zafenim. Pfi
hodnoceni vlivu gama zafeni na obsah aflatoxind VvV konopné mouce, na jeji
mikrobiologické  vlastnosti  (celkovy pocet mikroorganismi, mykromycet
a potencialné patogennich bakterii) a na jeji nutriéni hodnoty bylo zjiSténo, Zze davka
4 kGy je dostate¢na K eliminaci aflatoxint pod piijatelnou hodnotu. Ozafovaci davka
8 kGy je dostate¢na k eliminaci celkového poc¢tu mikroorganismi a mykromycet.
Osetreni 3 kGy zvladne odstranit vSechny bakterie. Nakonec bylo prokazano, ze zateni
gama neovliviiuje nutricni hodnotu produktu. Gama zafeni je tedy u¢inna metoda
konzervace potravin, kterd zarucuje dekontaminaci potravin a ochranu zivin (Vuj¢i¢
& Masi¢ 2021). Nejcastéjsimi kmeny aflatoxinti nachazejicimi se V potravinach jsou
aflatoxiny Bl, B2, G1 aG2. Typ Bl je nejtoxi¢téjsi a muze zpisobit vazna
onemocnéni, jako jsou nadory, autoimunitni reakce, onemocnéni jater a dokonce smrt
(Kanapitsas et al. 2015). Ozafovani je i dle dalSich autor jednou z nejucinngjSich

metod konzervace potravin. Zarucuje dekontaminaci potravin aochranu zivin
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(Fernandes et al. 2016). Nejcastéji pouzivanymi zdroji zafeni pro ozafovani potravin
jsou kobalt-60 a cesium-137 (Vuj¢i¢ & Masi¢ 2021).

Rozvoj mykromycet také velmi zalezi na obalovém materialu, coz vyplyva
i Z toho, ze mikrobialni zatiZeni siln¢ pozitivné koreluje s vlhkosti, pfi¢emz vlhkost,
jak jiz bylo zminéno, tizce zavisi na obalovém materialu. Dle vyzkumu Daramola et
al. mély vzorky v nezakrytém polyvinylchloridovém obalu nejvyssi mikrobialni zatéz,
s vysokou hustotou. Mikrobialni zat¢z mouky béhem doby skladovani rostla pravée se

zvySujicim se obsahem vlhkosti (Daramola et al. 2010).
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3. CiL

Kromé zpracovani literarniho piehledu z odborné literatury bylo cilem této diplomové
prace:

1) Rozdélit pomoci prosivani konopnou mouku na dvé velikostni frakce
(s casticemi mensimi nez 180 pm a ¢asticemi vétsimi nez 180 um). Jemnéjsi mouku
lze pfi tom povazovat za bilkovinny koncentrat a v hrub§i mouce pievazuje jeji
vldkninova ¢ast.

2) Zalozit skladovaci pokus ptvodni mouky a dvou ziskanych frakci za
ruznych skladovacich podminek a pii rizném baleni.

3) Pomoci rtznych laboratornich analyz zjistit antioxidacni stabilitu téchto
konopnych produktl v zavislosti na obsahu zbytkového tuku.

4) Ur¢it nevhodngjsi variantu skladovani.
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4. METODIKA

4.1 MATERIAL

Prakticka ¢ast této diplomové prace se zabyvala moukou z konopi setého (Cannabis
sativa L.) dodanou ¢eskou spole¢nosti HEMP PRODUCTION s.r.0. Mouka pochazela
z konopnych nazek odriidy USO 31, ze kterych byl za studena vylisovén ole;.

Jedna se o komercné dostupny produkt, ktery byl ale dale frakcionovan na
zaklad¢ velikosti castic. Sledovana byla frakce bilkovinna s ¢asticemi mensimi nez
180 um a frakce obsahujici pfevazné vlakninu s ¢asticemi vétSimi nez 180 um.

USO 31 je odruda technického konopi s vysokym obsahem kanabidiolu
(CBD), kterou lze legalné péstovat v Ceské republice i ve viech zemich Evropské unie.
Obsah THC je u téchto certifikovanych odrtid do 0,2 %. Tato odriida je vhodna jak pro

produkci nazek, tak k zpracovani vlaken a celé biomasy (Anon. 2021).

4.2 PRIPRAVA VZORKU A VARIANTY POKUSU

Konopnd mouka z celych semen zbavenych oleje lisovanim za studena byla
prosivanim pfes sito s velikosti ok 180 pum rozdélena na dvé velikostni frakce
(s ¢asticemi mensimi nez 180 pm a vétsimi nez 180 um).

Béhem této ptipravy vzorkl k dal§im analyzam byl gravimetricky zjistovan
vytézek zminénych frakci konopné mouky. Vazkova analyza byla provedena v Sesti
opakovani.

Jednotlivé frakce 1 plivodni mouka byly osm mésict skladovany za riznych

podminek, vedle toho byly hodnoceny 1 totoZzné vzorky pied zahdjenim skladovani.

4.2.1 Podminky skladovani

Pro skladovani bylo pro kaZdou variantu odvéZeno 12 g vzorku. Vzorky byly
skladovany v papirovych séccich a ve vakuu.

Skladované vzorky byly zabaleny do papirovych sackt o velikosti
90 mm x 140 mm a pro vakuové baleni byly pouzity specidlni vakuové sacky ze smési
polyamidu a polyethylenu, které byly z jedné strany vroubkované o tloustce 380 um
a z druhé strany hladké o tloustce 90 um.

Vzorky zkazdé varianty baleni byly wulozeny v riznych teplotnich

podminkach, a to pii laboratorni teploté (20 °C) a v chladicim boxu (5 °C).
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Kazda varianta m¢la 3 opakovani.

Vzorky ptipravené na skladovani jsou zobrazené na obrazku €. 1 v pfiloze.

4.2.2 Sledované parametry
U jednotlivych frakci mouky pied a po skladovani byly hodnoceny tyto
parametry: obsah suSiny, obsah tuku, titracni kyselost, antioxida¢ni aktivita a obsah

polyfenold.

4.3 STANOVENI SUSINY

Do vézenek bylo s analytickou piesnosti navdzeno po dvou opakovani kolem 2 g
vzorkli hodnocenych vzorkl. Po tfihodinovém suSeni pii 150 °C v suSarn¢ UN 75

(Memmert, Némecko) byl zjistén rozdil hmotnosti a z néj byl vypocitan obsah susiny.
4.4 STANOVENI OBSAHU TUKU

4.4.1 Princip
Tuk se stanovuje pomoci promyvani vzorku rozpousStédlem, jako je naptiklad
petrolether. Rozpoustédlo se ndsledné¢ nechd z extrahovaného tuku odpafit, a po
uplném vysuseni zbylého vzorku nebo vyextrahovaného tuku se gravimetricky zjisti
obsah tuku.
Metoda extrakce dle Soxhleta je nejlepsi metodou pouzivanou k ziskani
velkého mnozstvi vytéZzkih s malym mnozZstvim rozpoustédel a dokonale

vyextrahovanymi vzorky (Boni et al. 2018).

442 Postup
Zbytkovy obsah tuku byl zjistén pomoci semiautomatizované Soxhletovy extrakce.
K této analyze byl pouzit 1 g vzorku, ktery byl zataven do filtra¢niho sa¢ku a vysousen
v susarn¢ Universal oven UN75 (Memmert, Némecko) pii 100 °C 3 h. Vzorky se pak
nechaly vychladnout v exikatoru. Vzapéti byla provedena extrakce tuku v extraktoru
ANKOMxtio Extractor (ANKOM Technology, USA) pomoci promyvani
petroletherem po dobu tficeti minut pii 90 °C. Vyextrahované vzorky se opét nechaly
vysusit po dobu 30 min. pfi 100 ° C a vychladnout v exikatoru. Na zavér byly

odtu¢néné vzorky zvazeny, ¢imz se po odecteni zjistil obsah tuku.
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45 STANOVENI TITRACNI KYSELOSTI

4.5.1 Princip
Kyselost mouky je zpiisobena hydrogenfosforecnany, dihydrogenfosforecnany,
mastnymi kyselinami a rozpustnymi organickymi kyselinami. Jeji hodnota stoupa se
vzrustajicim stupném vymleti, se stdfim mouky, s vlhkosti a teplotou pfi skladovani.
Mirny rast kyselosti pii dozravani mouky skladované za spravnych podminek ma
pfiznivy vliv na jakost lepku.
et al. 2020).

Titra¢ni kyselost odpovida celkové koncentraci titrovatelnych kyselin ve
vzorku. Narodni a mezinarodni standardy pro stanoveni titracni kyselosti jsou
zaloZeny na technikdch acidobazické titrace (Berezin 1995).

Obvykle se titrac¢ni kyselost mouky stanovuje tak, ze se za stdlého michani
pfida k 10 g vzorku mouky 100 cm?® destilované vody a za ob&asného michani se necha
tiicet minut louhovat. Po pfidani barviva fenolftaleinu se pak smés titruje odmérnym
roztokem NaOH (c=0,1 mol / dm®) do bodu ekvivalence, ktery se projevi rizovym
zbarvenim. Vzhledem k tmavé barveé konopné mouky nebylo mozné pii tomto postupu
piesné rozpoznat bod ekvivalence, a to ani po mnohonasobném fedéni. Metodiku pro

stanoventi titrani kyselosti mouky z konopnych vyliskli bylo tedy nutné modifikovat.

452 Postup
Do 50ml centrifuga¢ni zkumavky se navazil 1 g vzorku mouky, ke kterému se ptidalo
40 ml destilované vody. Smés se promichala a nechala 20 minut extrahovat. Poté byla
centrifugovéana 5 min, pi1 4500 RPM. Supernatant byl nasledné pteveden do titracni
baiikky a doplnén 60 ml destilované vody. Po pfidani asi tii kapek fenolftaleinu se
tittovalo odmémym roztokem NaOH o koncentraci 0,1 mol-dm™ do rGzového

zbarveni, které pfed svétlym pozadim vydrzelo 1 minutu.

453 Vypocet
Kyselost mouky v mmol / kg byla vypoétena dle nasledujiciho vzorce:
X = CNaoH * fnaoH * VNaon * 1000 / m
kde
X = kyselost mouky

CnaoH = koncentrace odmérného roztoku NaOH
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fnaoH = korekeni faktor odmérného roztoku NaOH
m = navazka vzorku

a vypoctena hodnota byla dale piepocitana na susinu.

4.6 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY METODOU
VYUZIVAJICI DPPH

4.6.1 Princip
Pfi metodé pouzivajici DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) se hodnoti
eliminace syntetickych radikali. Metoda spociva v hodnoceni schopnosti vzorku
vychytavat volné syntetické stabilni radikaly difenylpikrylhydrazylu - DPPH (Paulova
etal. 2004). 1,1 Difenyl-2-pikryl-hydrazyl je stabilni volny radikal, ktery ma neparovy
valenc¢ni elektron na jednom atomu dusikového miistku (Eklund et al. 2005).

Jedna se o jednu ze zakladnich metodik pro posouzeni antioxida¢ni aktivity
Cistych latek i riznych smésnych vzorki. Pii reakci testované latky se stabilnim
radikalem dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin)
(Paulova et al. 2004). Tento typ testu je mozné provést nékolika riznymi metodikami,
coz vSak vede k odchylkam ve vysledcich riznych laboratofi (Sharma & Bhat 2009).
Podle né€kolika studii je vhodnym rozpousStédlem pro stanoveni DPPH methanol
(Ayres, 1949; Ozcelik et al., 2003). Rozpoustédlem je znaéné ovlivnén rozsah inhibice
(Sharma & Bhat 2009).

Stanoveni DPPH je rychla a spolehlivdA metoda pro urceni schopnosti
antioxidantll zachytavat volné radikaly. M¢Efi se zména barvy od tmavé fialové, ktera
je uslepého vzorku, po svétle zlutou pti redukovani DPPH antioxida¢nim prostiedkem
(Aree & Jongrungruangchok 2018).

Reakce je nejCastéji sledovana spektrofotometricky. Pokles absorbance pfi
prostupu svétla o vinové délce 517 nm se méti bud’ po uplynuti urcitého konstantniho
¢asu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu (Paulova et al. 2004). Absorbance DPPH
znacn¢ zavisi na svétlu, kysliku a pH reakéni smési. VSechny operace musi byt
provadény v temném nebo tlumeném svétle (Ozcelik et al. 2003).

Test lze provadét i na mikrotitracnich destickdch. U smésnych vzorkd se
radikalova aktivita nékdy vyjadiuje v ekvivalentech askorbové kyseliny nebo

Vv jednotkach standardu Troloxu. (Paulova et al. 2004).
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4.6.2 Postup
1. Ptiprava zasobniho roztoku volného radikalu DPPH:
0,025 g radikalu DPPH se ve 100ml odmérné bance rozpusti v metanolu, ktery se
doplni po rysku. Vznikly roztok je o koncentraci ¢ = 0,000634mol / 1 a je nutné jej
uchovévat ve tmé pii chladnickové teplote.
2. Ptiprava kalibracnich roztokii standardu TROLOXu:
0,0501 g TROLOXu se rozpusti ve 100ml odmérmé bance ve 100% metanolu
doplnéném po rysku.

Z roztoku se pipetuje kalibracni fada dle tabulky ¢. 1.

Tab. ¢. 1: Objemy pro pipetovani kalibra¢ni fady

TROLOX / pul Metanol / pl Vysledna koncentrace / mmol / |
0 500 0
25 475 0,1
50 450 0,2
75 425 0,3
100 400 0,4
150 350 0,6
200 300 0,8
250 250 1,0
300 200 1,2
350 150 1,4
400 100 1,6
450 50 1,8
500 0 2,0
3. Ptiprava pracovniho roztoku DPPH:

Tésné pred zacatkem méteni se odebere 10 ml zasobniho roztoku DPPH a ve 100ml
odmeérné bance doplni po rysku metanolem (¢ = 0,0000634 mol/l).

4. Ptiprava vzorku:

Konopné mouky se v centrifugacnich mikrozkumavkéch natedi destilovanou vodou

na koncentraci 10 mg / ml a po centrifugaci se dale pracuje se supernatantem.
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5. Mg¢teni absorbance:

Thned poté, co se pripravi pracovni roztok DPPH, se zméfi jeho absorbance, a to pfi
vlnové délce 515 nm. Do 1ml kyvet se d& vzdy 0,975 ml pracovniho roztoku volné¢ho
radikalu a 0,025 ml kalibra¢niho roztoku pro celou kalibra¢ni fadu. Absorbance
kalibracnich roztokd se pro urceni celkového ubytku absorbance méfi se stejnou
vlnovou délkou az po tficeti minutdch, ¢imz se zjisti celkova antioxidacni aktivita.
Stejnym zplisobem se zméii absorbance i1 u vzorka - 0,975 ml pracovniho roztoku
volného radikalu DPPH se v kyvetach smicha s 0,025 ml supernatantu.

6. Kalibra¢ni fada:

Graf ¢. 1 ukazuje linearni zavislost absorbance na koncentraci standardu TROLOXu.

Graf ¢. 1: Kalibra¢ni kiivka standardu
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7. Vypocet:

Antioxidacni kapacita vzorkli ve srovnani se standardem TROLOXem, takzvany
trolox ekvivalent (TE), se vypocita pomoci rovnice ziskané z kalibraéni kiivky:
y =1,3074 — 1,7642x.

4.7 STANOVENI OBSAHU POLYFENOLU

4.7.1 Princip
Meéieni celkové antioxidacni kapacity lze obecné rozdélit do dvou skupin: testy

zalozené na pfenosu elektronii a na pienosu atomll vodiku. Testy zalozené na
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molekularni spektroskopii na bazi prenosu elektronii méti kapacitu antioxidantu za
soucasné redukce oxidantu, pti ¢emz se méni absorbance. Mezi tyto metody se fadi
I metoda stanoveni celkovych polyfenola Folin-Ciocalteauovym c¢inidlem.

Metoda s Folin-Ciocalteauovym ¢inidlem byla ptivodné vyvinuta pro analyzu
proteini s vyuzitim aktivity ¢inidla vii¢i zbytku proteinu tyrosinu (obsahujiciho
fenolovou skupinu). Mnohem pozdéji byl tento test rozsiten na analyzu celkovych
fenold ve viné. Tato metoda ma urcité vyhody oproti nékterym jinym testim pro
zjisténi celkové antioxidaéni kapacity v tom, Ze je jednoducha, rychla, stala
a nevyzaduje specializované vybaveni. Jeji nevyhodou je ale to, Ze redukéni ¢inidla,
jako je kyselina askorbova nebo uréité aminokyseliny, mohou interferovat s analyzou,
a tak nadhodnocovat obsah fenolickych sloucenin.

Popisovand metoda je v zdsad¢ zalozena na oxidaci fenolovych sloucenin
v alkalickém  (uhli¢itanovém)  roztoku  pomoci molybdowolframového
heteropolyaniontového (Folin-Ciocalteauova) ¢inidla, ¢imz se ziska barevny produkt
s maximem absorbance pfi 765 nm. ProtoZe vSak vétSina fenolickych sloucenin je pfi
pracovnim pH (pH ~ 10) v disociované form¢, mohou byt Folin-Ciocalteauovym
¢inidlem snadnéji oxidovany, coz nasledn€ mtze opét vést k nadhodnocené hodnoté
antioxidacni kapacity. Molybdenové centrum v komplexnim cinidle je redukovano

z Mo™) na Mo™ pomoci elektronu darovaného antioxidantem za vzniku modrého

zbarvent.
Chromofor Folin-Ciocalteauova  ¢inidla -  molybdowolframovy
heteropolyanion - nema afinitu k organickym rozpoustédlim kvuli svému

Ctyfnasobnému zapornému naboji, ktery vede k silnym ion-dipolovym interakcim
s molekulami vody v rozpoustédle. Jakmile se tedy anion vytvofi, nelze jej snadno
extrahovat do organickych rozpoustédel. Konvenéni Folin-Ciocalteauovy test se tedy
provadi hlavné ve vodné fazi a ve své nemodifikované formé je nepouZitelny na
lipofilni antioxidanty. K hodnoceni lipofilnich antioxidanti byla tedy metoda
modifikovana pomoci isobutanolového média. Modifikace byla provedena pouzitim
Folin-Ciocalteauova ¢inidla ziedéného isobutanolem a poskytnutim alkalického média
s vodnym NaOH tak, Ze organicka i vodna faze, nezbytné pro lipofilni i hydrofilni
antioxidanty, byly dodavany soucasné. V této modifikované metod¢ byla reak¢ni doba
zkracena na 20 minut, a navic byla zjednodusena piivodni smés Cinidel (Berker et al.
2013).

33



4.7.2 Postup

Nejprve byly vzorky konopné mouky extrahovany. Extrakce byla provedena tak, ze
byla mouka navazena do mikrocentrifuga¢nich zkumavek v mnozstvi 50+1 % mg
a extrahovana za stalého tiepani po dobu 24 hod. v 1 ml osmdesatiprocentniho
vodného roztoku methanolu. Po extrakci nasledovala centrifugace pfi 10 000 rpm po
dobu 15 min. pti 20 °C. Nasledn¢ byl odebran supernatant s extraktem.

Pti méfeni bylo 20 pl vzorku natfedéno 1980 ul destilované vody a promichano.
K nafedénému vzorku bylo pfidano 100 ul Folin-Cicalteauva roztoku a 300 pl
karbonatu sodného. Vysledna reakce byla promichdna a inkubovéana pti pokojové
teploté po dobu 2 h. Po inkubaci byl vzorek spektrofotometricky méfen proti slepému
vzorku. Absorbance byla métena pii vinové délce 765 nm. Jako standard byla pouzita
kyselina gallova, byla vytvofena kalibra¢ni kiivka a zjisténa rovnice pro vypocet
obsahu polyfenold. Jako slepy vzorek byl pouzit 80% vodny roztok methanolu.

Vysledek byl vyjadien jako ekvivalent gallové kyseliny (v g / kg susiny).

4.8 VYHODNOCOVANI VYSLEDKU

Zjisténé vysledky byly vyhodnoceny dvoufaktorovou analyzou rozptylu metodou
ANOVA v programu Statistica 12. Ke srovnavani byl vyuzit Fisheriv LSD test.
Grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel.

34



5. VYSLEDKY

5.1 VYTEZEK FRAKCI
Pomoci mechanického prosivani pies sito s velikosti ok 180 um bylo ziskano
prumérné 64,51 + 1,85 % frakce s ¢asticemi mensimi nez 180 um a 33,91 + 1,86 %

rrrrrr

1,58 + 0,26 %.

5.2 SKLADOVANI

Po osmimésicnim skladovani byly vzorky, které byly zabalené v papirovych saccich
a skladované pii 5 °C, napadeny mikromycetami, a proto nemohly byt dale hodnoceny
(obrazek 2 v priloze).

U vsech vzorkl skladovanych v papirovych saccich doslo béhem skladovani
k nasati tuku do obalu. Jak je zfetelné z obrazku ¢islo 3 v piiloze, nejnachylnéjsi
k tomu byla nejjemnéjsi frakce (s ¢asticemi mensimi nez 180 um), u které byl obal
znateln¢ mastnéj$i nez ufrakce s c¢asticemi vétSimi nez 180 um  nebo

U nefrakcionované mouky.

5.3 OBSAH SUSINY
Nejniz§i susina se nachazela ve frakci s ¢asticemi mensimi nez 180 um (92,67 %).
Pavodni mouka méla suSinu 92,88 % a nejhrubsi méla suSinu nejvetsi (93,18 %).
Hladina vyznamnosti byla u susiny v zavislosti na frakci p = 0,000035.

Varianta skladovani byla pro tento parametr jesté vyznamnéjsi (p = 0,000000).
NejniZsi suSina byla zjiSténa u vzorkl vakuové zabalenych a skladovanych pfti 5 °C.
Neskladované vzorky mély suSinu primémé 92,32 %, vzorky vakuové zabalené
a skladované pii 20 °C 94,19 % a vzorky skladované v papirovém obalu pti 20 °C
94,41 %.

Statisticky vyznamny vliv na obsah susSiny m¢ly i frakce a varianta skladovani

ve vzajemném vztahu (p = 0,006886). Vysledky jsou shrnuty v grafu ¢. 2.
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Graf ¢. 2: Obsah suSiny vV %
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladin¢ vyznamnosti p <0,05 (Fishertv

LSD test) (zdroj: vlastni zpracovani).

5.4 OBSAH TUKU

Na obsah tuku méla statisticky vyznamné vliv frakce mouky (p = 0,000000).

Nejnizsi obsah méla nejhrubsi frakce. Primérmé v ni bylo 9,14 % tuku. V nejjemné;si

frakci bylo logicky tuku nejvice (pramérné 16,08 %). V nefrakcionované mouce bylo

primérné 11,59 % tuku.

Tento parametr také statisticky prikazné ovliviiovala varianta skladovani

(p = 0,000002). Nejméneé tuku se zachovalo u vzorki skladovanych v papirovém obalu

pti 20 °C (11,70 %). Vakuové zabalené vzorky uchovavané pii 20 °C obsahovaly

12,14 % tuku. Ve vakuové zabalenych vzorcich uchovavanych pii 5 °C zlstalo

12,25 % tuku. Puvodni neskladované vzorky mély tuku 12,89 %.
Frakce mouky v zavislosti na varianté skladovani mély dohromady na obsah

tuku vliv s hladinou vyznamnosti p = 0,027476. Konkrétni zastoupeni tuku v mouce

S jednotlivymi parametry je ptehledn¢ shrnuto v grafu €. 3.
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Graf ¢. 3: Obsah tuku v %
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti p <0,05 (Fishertv

LSD test) (zdroj: vlastni zpracovani).

5.5 TITRACNI KYSELOST

Frakce mouky ovlivnila jeji kyselost s hladinou vyznamnosti p = 0,000000.
Nejkyselejsi byla mouka s nejmensimi ¢asticemi (29,83 mmol / kg susiny). Pivodni
mouka méla titracni kyselost 22,84 mmol / kg susiny a nejhrubsi frakce 1,63 mmol / kg
susiny.

Pro Kkyselost byla také statisticky vyznamna varianta skladovani
(p = 0,000580). Nejvice kyselé byly vzorky skladované pii 20 °C v papirovych saccich
(25,49 mmol / kg susiny), nasledovaly skladované pii 20 °C ve vakuu
(24,82 mmol / kg susiny), dale neskladované (23,28 mmol / kg su$iny) a nejméné
kyselé vySly mouky skladované ve vakuu pii 5 °C.

Vsechny hodnoty titracni kyselosti jsou zprumérovany Vv grafu ¢islo 4.
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Graf ¢. 4: Titracni kyselost v mmol / kg susiny
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti p <0,05 (Fishertv

LSD test) (zdroj: vlastni zpracovani).

5.6 ANTIOXIDACNI AKTIVITA
Frakce mouky ovliviiovala antioxida¢ni aktivitu statisticky velmi vyznamné. Hladina
vyznamnosti p zde byla 0,000000. U pivodniho sloZzeni mouky bylo zjisténo 1,57 mol
TE / g susiny vzorku. Frakce bilkovinna vykazovala antioxida¢ni aktivitu 0,64 mol
TE / g suSiny vzorku a frakce vlakninova 1,80 mol TE / g suSiny vzorku.

Varianta skladovani neméla na schopnost reakce vzorku s volnymi radikaly
zadny prokazatelny vliv. VSechny skladované vzorky vykazovaly antioxidacni aktivitu
1,3 mol TE / g suSiny vzorku. Neskladované cerstvé mouky mély tuto hodnotu
nepatrné vyssi, 1,4 mol TE / g suSiny. Konkrétni hodnoty antioxida¢ni aktivity frakci

v zavislosti na skladovani jsou uvedeny v grafu ¢islo 5.
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Graf ¢. 5: Antioxidac¢ni aktivita V mol TE / g suSiny
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hladin¢ vyznamnosti p <0,05 (Fishertv

LSD test) (zdroj: vlastni zpracovani).

5.7 OBSAH POLYFENOLU

Obsah polyfenolu statisticky vyznamné zavisel na varianté skladovani s hladinou
vyznamnosti p =0,006291. Nejvice jich bylo zjisténo u vzork skladovanych pti 20 °C
Vv papirovych saccich, kde jejich hodnota ¢inila praimérné 3,18 mg GAE / g suSiny
vzorku. Pti sestupném tazeni nasledovaly vzorky skladovany pii 5 °C ve vakuu, kde
bylo pramérné 2,94 mg GAE / g susiny vzorku, dale vzorky neskladované s hodnotou
polyfenolii 2,66 mg GAE / g susiny vzorku a nejnizs§i obsah polyfenolu byl zjistén
u varianty skladovani pii 20 °C ve vakuu, kde polyfenoly po zaokrouhleni ¢italy také
2,66 mg GAE/g susiny vzorku.

Tento parametr také statisticky velmi vyznamné ovliviiovala frakce mouky,
kde byla hladina vyznamnosti p dokonce 0,000000. Nejvétsi zastoupeni polyfenold
vykazovala frakce s ¢asticemi vétsimi nez 180 um (3,96 mg GAE / g suSiny vzorku).
U ptivodni mouky ¢inilo mnozstvi polyfenold 3,37 mg GAE / g suSiny vzorku
anejméngé jich bylo ve frakci s ¢asticemi mensimi 180 um (1,25 mg GAE / g susiny

vzorku).
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V zavislosti na sebe vSak varianta skladovani a velikostni frakce mouky

nevykazovaly statisticky vyznamny vliv na obsah polyfenold. Konkrétni hodnoty

u jednotlivych variant lze vycist v grafu €. 6.

Graf ¢. 6: Obsah polyfenolti v mg GAE / g susiny
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Odlisna pismena nad sloupci v grafu indikuji prikazny rozdil na hlading vyznamnosti p <0,05 (Fishertv

LSD test) (zdroj: vlastni zpracovani).
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6. DISKUSE

6.1 VYTEZEK FRAKCI
Vytézek jemné a hrubé frakce pfiznivé korespondoval s bakalarskou praci, ktera
predchazela tomuto sledovani (Némcova 2019) a ve které byla mouka z péti odrad
konopi prosévana pies sita o velikosti ok 250 upm a 180 um. Stejné jako nyni byl i tehdy
nejvetsi zisk frakce s ¢asticemi mensimi nez 180 um. Divodem muiZe byt skutecnost,
ze tato frakce vznika piedevs§im z vnitinich ¢asti semene, kterych ma konopna nazka
vice nez oplodi, z n¢hoz vznikd podstatnd ¢ast nejhrubsi frakce. Pti piedeslém
vyzkumu zabirala v mouce primérné ze vSech odriid nejhrubsi frakce 33,50 %, frakce

od 180 pm do 250 um 8,16 % a nejjemnéjsi frakce tvorila 58,33 % mouky.

6.2 SKLADOVANI

To, Ze po osmimési¢nim skladovani u vzorkt zabalenych v papirovych saccich
a skladovanych pti 5 °C doslo k rozvoji mykromycet, neni nijak ptekvapujici, protoze
kontaminace mykotoxiny, které poukazuji na pfitomnost téchto hub, jsou dokonce
jednim z nejvétsich problémd, které ovliviiuji producenty konopi (Vuj¢i¢ & Masic¢
2021). Konopné produkty mohou byt kontaminovany mykromycetami ve v§ech fazich
vyrobniho fetézce (Al-Defiery & Merjan 2015). Mykromycety jsou Vv pfirodé hojné
pfitomné apro rist jim staci jen nepatrnd vlhkost oproti jinym patogennim
organismim (Rehman et al. 2017), proto byly nejspi§ napadeny pravé vzorky
skladované v chladicim boxu, kde je vétsi vihkost oproti vihkosti vzduchu v laboratofi.
Tim, Ze byly zabalené v papirovych saccich, které pfili§ neomezuji vyménu plyn,
mély mykromycety také dostateény ptistup ke kysliku, ktery pro sviij rozvoj potiebuji.
To je divod, pro¢ vzorky balené vakuoveé zplesnivét nemohly.

Al-Defiery & Merjan (2015) uvadéji, ze ochranu pted mikroskopickymi
houbami 1lze zajistit zabranénim vyvoje teplotnich a vlhkostnich gradientu.
Jelikoz chladici box byl pouzivan k uchovavani fady jinych vzorki, je velice
pravdépodobné, ze v ném také dochazelo ke kolisani teploty. Pro tcely této prace vSak
nestalé skladovaci prostiedi v chladicim boxu nebylo nijak na skodu, protoze cilem
této prace bylo zjistit optimalni skladovani konopné mouky i Vv domacnostech
a skladovani v chladicim boxu simulovalo uchovavani konopné mouky v lednici, ve

které pii béZzném pouzivani také dochazi k riznym vykyvim podminek.
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6.3 OBSAH SUSINY

Mouky maji obecné hygroskopickou povahu, protoze se jedna o suchy material, ktery
snadno piijme vzduSnou vlhkost. Nejvice piijmuly vlhkost vzorky s nejmensSimi
Casticemi, a naopak vzorky nejhrubsi zustaly nejsu$$i, protoZe material tvoien
mens$imi ¢asticemi ma vétsi plochu, kterou mize absorbovat vzdusnou vlhkost. Navic
je v jemngé;jsi frakci vice bilkovin, které zptsobuji vétsi hydrataci vodou. To samé bylo
zjisténo 1 v predeslé praci (Némcova 2019), kde také susina rostla s rostouci velikosti
castic.

Raleng et al. (2014), kteii sledovali sezamovou mouku s vysokym obsahem
bilkovin, zjistili, ze béhem skladovani doslo ve vSech vzorcich k statisticky
vyznamnému zvyseni obsahu vlhkosti. Rychlost narastu vlhkosti byla vyznamnéjsi za
podminek bézného skladovani spiSe nez pti chladirenskych teplotach a lisila se podle
typu pouzitého obalového materialu. V této praci bylo naopak zjisténo, ze u konopné
bilkovinné mouky pfi chladirenskych teplotach dochazi k nejvyssimu naristu vlhkosti,
5 °C. Znacny nartst vlhkosti navic vysvétluje, pro¢ vzorky skladované v papirovych
obalech za téchto skladovacich podminek zplesnivély. Da se totiz piedpokladat, ze
pres papir se ke vzorkiim dostala vlhkost jesté snaz. NejspisS to bude zplisobeno tim,
7ze spi§ nez teplota ovliviiuje suSinu vlhkost prostfedi, ktera byva v lednicich
a chladicich boxech vys$si. U vzorkd skladovanych pfi laboratorni teploté suSina
naopak vzrostla, coZ by se dalo vysvétlit nizsi vlhkosti vzduchu, kterd Zel nebyla pii
tomto pokusu sledovana, a vyssi teplota také ptispiva k odpafovani vody ze vzorku.

V kontrolnich neskladovanych vzorcich byla piijatelna vlhkost pod 8 %
(primérné 7,68 %). Souhlasi to i s predeslou bakalaiskou praci (Némcova 2019). Bylo
ale zjisténo, ze po skladovani ptekrocila vlhkost u vzorki skladovanych ve vakuu pfi
5°C 9 % (pramérn¢ 9,27 %), coz je jiz kvili hrozicimu mikrobialnimu rozvoji na
hran¢ pfijatelnosti. Z toho, ze pii stejnych podminkach vzorky balené v papiru

zplesnivély, vyplyva, ze takové uchovavani mouky opravdu neni vhodné.

6.4 OBSAH TUKU
House et al. (2010) uvadi, ze po vylisovani oleje z konopnych nazek za studena,
obsahuji vylisky, tedy i z nich namleta mouka, jesté asi 10 % oleje. V této praci byl
zjistén obsah oleje vyssi, konkrétné bylo v nefrakcionované mouce 12,25 % tuku, coz

muze byt zpisobeno kvalitou lisovani a tu¢nosti semen.
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To, ze v této praci mélo skladovani mouky na obsah tuku prikazny vliv, je
v souladu s dalsimi vyzkumy. Protoze konopny ojel ma takové zastoupeni mastnych
kyselin, které je velmi nachylné k oxidaci, pti skladovani rychle Zlukne, a tedy ho
ubyva. Rehman et al. (2017), zabyvajici se moukou ze smési pSeni¢né mouky a mouk
z riznych lusténin, zjistili, ze pti skladovani tohoto materialu dochédzelo k postupnému
snizovani obsahu tuku, a odivodiovali to pravé tim, ze by to mohlo byt zptisobeno
rozvojem zluknuti. Nejrychleji se tuk rozkladdal pti 20 °C v papirovych séaccich,
protoze se k nému mohl lehko dostat vzdusny kyslik a vyssi teplota navic urychlovala
chemickou reakci. Pomalejsi rozklad probihal pii 20 °C u vakuové zabalenych vzorki,
protoze méla reakce omezeny pristup ke kysliku, a nejvice tuku u skladovanych vzorki
zbylo pti skladovani v chladu ve vakuovém baleni, kde byla reakce omezena
nedostatkem kysliku i nizkou teplotou.

Ve velikostni frakci pod 180 um byl zjistén vyssi podil tuku, a to 16,08 %.
Z toho vyplyva, ze tukové Castice jsou dostatecné malé, ale protoze ve frakci nad
180 um bylo nalezeno jesté 9,14 % tuku, 1ze usoudit, Ze jeho zastoupeni ve frakcich
nebylo ovlivnéno jen jeho velikosti, ale také tim, na jakych jinych latkach byl navazan.

Nejvyssi obsah tuku u frakce pod 180 um je divodem, pro¢ u ni doslo vice
k jeho nasati béhem skladovani do papirového obalu nez u nefrakcionované mouky
nebo hrubé frakce. Dalsim divodem vstiebani tuku do obalu je, Ze mensi Castice ve
vzorku zapficinuji jeho vétsi reakéni povrch. Nutno poznamenat, ze tim doslo ke

ztratam tuku, jehoZ mnoZstvi nemohlo byt nasledné zméteno.

6.5 TITRACNI KYSELOST

Kyselost vyznamné korelovala s obsahem tuku. Ve frakci, kde bylo nejméné tuku byla
nejmensi kyselost a naopak. Je to tim, Ze pfi rozkladu tuku se uvoliiuji mastné kyseliny.
U frakei s vy$$im zastoupenim tuku Se tedy maji mastné kyseliny z ¢eho uvoliovat.

Pfi porovnavani kyselosti a obsahu tuku s ohledem na variantu skladovani byla
opacna tendence nez u frakci. Nejvice kyselé byly vzorky skladované pii 20 °C
V papirovych saccich, coz znamena ty nejmén¢ tucné. V tomto piipadeé byl totiz mensi
uvolnénych mastnych kyselin.

Souhlasi to i1 Se studii Rehman et al. (2017), kde se uvadi, ze béhem jejich
skladovaciho pokusu se kyselost zvysila kvili narGstu obsahu volnych mastnych

kyselin z divodu Zluknuti.
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6.6 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Vyssi antioxidaéni aktivita u frakce s vétsim obsahem vlakniny je zcela o¢ekavatelna,
protoze vlaknina je stabilnéjsi nez bilkoviny, které zastupuji pfevaznou ¢ast v jemnéjsi
frakci. Navic byl v jemng&;jsi frakci zjistén vyssi obsah oleje, ktery je u konopi zna¢né
nestabilni. Vysledky porovnavani frakci s vysokou statistickou prikaznosti tedy
potvrdily ptedpoklady.

Varianta skladovani sice neméla na antioxida¢ni aktivitu statisticky vyznamny
vliv, ale z priméru skladovanych a Cerstvych vzorkt byla patrna vyssi antioxida¢ni
aktivita u Cerstvych vzorku. To koresponduje i s jinymi pracemi. Napiiklad VVonapartis
et al. (2015) poukazuje na vysoky obsah antioxidanti v konopnych semenech, ale
vzhledem ke specifickému zastoupeni mastnych kyselin  jsou podle
Matthduse & Briithla (2008) produkty s konopnym olejem pii skladovani znac¢né

nestabilni a jiz po kratké dobé¢ skladovani nejsou vhodné k lidské konzumaci.

6.7 OBSAH POLYFENOLU

Vysledky sledovani rtiznych autor vykazuji zna¢né rozdilna mnozstvi polyfenoli
v konopném oleji. Yu et al. (2005) stanovili, ze celkova koncentrace fenold
v konopném oleji lisovaném za studena, vyjadiend jako ekvivalent kyseliny gallové,
je 44,0mg / 100 g. Teh and Birch (2013) zase uvedli obsah fenolovych kyselin
konopného oleje, vyjadienych jako ekvivalent kyseliny gallové, celkem
188,23 mg/ 100 g (Yu et al. 2005; Teh & Birch 2013). V tomto vyzkumu nebyla
stanovovana koncentrace polyfenolt pfimo v oleji, ale v mouce, a proto vysla vyrazné
nizsi (pramér ze vSech variant vySel 2,86 mg GAE / g susiny). Obecné se uvadi, ze na
polyfenoly jsou konopna semena bohata (Ertas & Aslan 2015).

Zhang et al. (2015) uvadi, Ze polyfenoly, mezi které se fadi napt. kvercetin,
kyselina chlorogenova a kyselina gallova, jsou hydrofilni antioxidanty. To by
vysvétlovalo, pro¢ bylo nejmensi zastoupeni polyfenolt ve frakci s ¢asticemi menSimi
nez 180 um, kde bylo nejvice tuku, ktery je naopak hydrofobni. Ve frakci s mensim

mnozstvim tuku se naopak vyskytovalo vice polyfenoli.
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7. ZAVER

V ramci feseni diplomové prace byly zjistény tyto zavéry:

1. Nejvétsi zisk frakce byl u ¢astic mensich nez 180 um.

2. Skladovani pti 5 °C v papiru neni u konopné mouky vhodné, kvili vysokému
nebezpeci rozvoji mykromyecet.

3. Nejvice nachylna k vlhnuti je frakce s nejmensimi ¢asticemi. Vice mouka vlhne
za chladirenskych podminek nez pfi laboratorni teploté.

4, Na obsah tuku ma statisticky vyznamné vliv frakce mouky i skladovani.
Nejrychleji dochazi ke zluknuti pii 20 °C v papirovych saécich, poté pii 20 °C
u vakuové zabalenych vzorkl, a neméné pfi skladovani v chladu ve vakuovém
baleni.

5. Vzorky svyssim obsahem tuku jsou nachylnéjsi ke zvySovani kyselost. Pti
skladovani roste intenzita kyselosti s klesajicim obsahem tuku.

6. Vyssi antioxida¢ni aktivita je u frakce s vEétSim obsahem vlakniny. Varianta
skladovani nemé na antioxidaéni aktivitu statisticky vyznamny vliv, ale z praméri
skladovanych a Cerstvych vzorku je patrna vétsi antioxidaéni aktivita u Cerstvych
vzorki.

7. Nejmensi zastoupeni polyfenolt je ve frakci s ¢asticemi mensimi nez 180 pum
a nejvice jich je ve frakci vldkninové.

Vyplyva z toho, Ze ke skladovani se frakce s ¢asticemi mensimi nez 180 pum
hodi méné neZ frakce s Casticemi vétSimi nez 180 um, protoZe frakce s Casticemi
mensimi nez 180 um je vzhledem k vétsimu zastoupeni tuku nachylngjsi ke zluknuti,
vykazuje nizsi antioxida¢ni aktivitu, obsahuje méné polyfenoli a vice vlihne.

Lépe pfi skladovani vychéazely vzorky skladované ve vakuu a z nich mé&ly lepsi
vysledky vzorky skladované pii 5 °C. Méné¢ se u nich rozkladal tuk, mély nizsi kyselost
a vyssi antioxidaéni aktivitu. U téchto vzorkl vSak byla pozorovana vlhkost nad 9 %,
coz by mohlo vést k vy$§imu mikrobidlnimu zatizeni.

Optimalni by tedy bylo skladovat bilkovinné koncentraty v chladu, vakuoveé
zabalené a hlidat, popfipadé korigovat, vlhkost prostfedi (napiiklad

provzdusnovanim).
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9. PRILOHA

Obr. ¢. 1: Vzorky ptipravené ke skladovani.

Obr. €. 2: Vzorky skladované pti 5 °C v papirovém obalu.

Obr. ¢. 3: Vzorky skladované pii 20 °C v papirovém obalu.
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