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Hodnoceni obsahu dusikatych latek a bilkovin v semenech vybranych
odrud olejného Inu a konopi setého

Evaluation of the content of proteins in the seeds of selected varieties of
flax and hemp

Jarosova M., Barta J.!, Bartova V.!, Lorenc F.!, Bjelkova M.3, Kyselka J.%, Filip V.2,
Stupkova A.!, Smetana P.!, Kadlec J.!

LJihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich
’Vysokda skola chemicko-technologicka v Praze
3Agritec Plant Research, s.r.o. Sumperk

Abstrakt

Len sety olejny a konopi seté patfi mezi hospodarské plodiny s vyznamnym uplatnénim
v riznych oblastech primyslu, véetné potravinafstvi a krmivaistvi. Pro Ucely vyZivy jsou
vyuzivana semena obou plodin, ktera se vyznacuji vysokou nutri¢ni hodnotou, predevsim diky
obsahu kvalitnich bilkovin a tukll. V ramci této studie byly stanoveny, u tfech vybranych odrad
obou plodin ve dvou ro¢nicich, hodnoty pro vybrané parametry v podobé obsahu tuku v susiné
(28,3-40,8 %) obsahu popelovin (3,1-5,5 %), vody (7,4-9,8 %), dusikatych latek (20,7-29,0 %),
bilkovin (6,9-13,0 %) a ostatnich latek (27,6-34,3 %). Byla porovnana rovnéz spektra bilkovin
mezi sledovanymi variantami. Na zaklade vysledkt byly zjistény statisticky vyznamné rozdily
(p <0,05) u vétSiny sledovanych parametrti mezi plodinami i jednotlivymi odridami, vcetné
vlivu ro¢niku. V ramci pouzitych metod separace a vizualizace bilkovin nebyly pozorovany
vyznamné kvalitativni rozdily albuminovych (<15 kDa) a globulinovych (kyselé: 39-42 kDa,
bazické: 16-20 kDa) bilkovinnych spekter mezi plodinami a odridami. Tato prace potvrzuje,
ze hodnoty sledovanych parametrli a jejich rozdily mohou byt uréeny plodinou, odriidou, ale
také rocnikem.

Klic¢ova slova: len sety, konopi seté, bilkoviny, dusikaté latky

Abstract

Flax and hemp are considered significantly applicable crops in various industries, including the
food and feed industries. Seeds of both crops, which possess a high nutritional quality especially
determined by the presence of quality proteins and fats, can be used in nutrition. Within this
study were assessed the values for the three varieties of both crops and two years for the
parameters such as fat content in dry matter (28.3-40.8%) ash content (3.1-5.5%), moisture
(7.4-9.8%), crude protein content (20.7-29.0%), protein content (6.9-13.0%) and other
compounds (27.6-3.3%). There were compared the protein spectra between the observed
varieties. Based on the observed results, significant differences (p <0.05) within most observed
parameters between the crops and varieties, including the effect of the year, were observed.
Within the used method of the separation and visualization of proteins, significant qualitative
differences of albumin (<15 kDa) and globulin (acidic: 39-42 kDa, basic: 16-20 kDa) protein
spectra between the crops and varieties were not observed. This study confirmed that the values
of the observed parameters can be determined by crop, variety, and year factor.

Key words: flaxseed, hemp, protein, crude protein

Uvod
Len sety (Linum usitatissum L.) a konopi seté (Cannabis sativa L.) se fadi mezi tradicni zemédélské

plodiny. Ob¢ plodiny spojuje vyuziti v ne€kolika vyrobnich oblastech: krmivarstvi, potravinatstvi,
farmacie, v kosmetickém primyslu i stavebnictvi (Allaby et al., 2005; Farinova et al., 2020). Vedlejsi
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produkt po lisovani oleje ve formé vyliskli je v soucasnosti vyuzivan jako krmivo pro hospodaiska
zvitata, zejména prasata, driibez a ryby (Dozlowska et al., 2021).

Semena Inu patii mezi potraviny vyznacujici se vysokou nutri¢ni hodnotou s pozitivnim vlivem na lidské
zdravi. Tyto vlastnosti jsou ovlivnény jak celkovym chemickym sloZenim Inéného semene (Tab. 1), tak
1 vyzivovymi hodnotami a biologickymi aktivitami jednotlivych komponentt a dil¢ich latek. Z hlediska
vyzivové hodnoty je pfinosny zejména vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin ve Inéném oleji
(Bloedon & Szapary, 2004). Bilkoviny Inéného semene vykazuji vysokou hodnotu diky obsahu
esencialnich aminokyselin. Limitujici aminokyselinou je lysin (Kaur et al., 2017). Vlaknina, jeZ je hojné
zastoupena jak ve formé nerozpustné, a v mensi mife rozpustné, rovnéz dotvari vysokou nutri¢ni
hodnotu (Singh et al., 2011). Celkovou kvalitu dopliiuji také vyznamné biologické aktivity latek
obsazenych ve Inéném semenu, jeZ vykazuje naptiklad alfa-linolenova mastna kyselina, lignany a dalsi
fenolové latky, ale také komponenty rozpustné vlakniny (Goyal et al., 2014). Zastoupeni aminokyselin
ve Inénych bilkovinach a jejich nutriéni hodnota jsou srovnatelné se sojovymi bilkovinami (Kajla et al,
2015). Bylo zjisténo, ze obsah aminokyselin Inénych bilkovin, zistava stabilni i v ptipad¢ tepelné
upravy semen a odvozenych produktd, naptiklad pti zpracovani extruzi (Giacomino et al., 2013). Hlavni
bilkovinou frakci pfedstavuje globulin (linin), jehoZ zastoupeni ¢ini az 58 % obsahu celkovych bilkovin,
v mensi mife (az 42 %) je pak obsazen albumin (conlinin) (Oomah & Mazza et al., 1993). Globuliny
Inéného semene patii do skupin 11-12S zasobnich globulind a jsou zastoupeny vysokomolekularnimi
bilkovinami o velikosti 252-298 kDa (Wu et al., 2019) jez se skladaji z n€kolika polypeptidi o velikosti
10-50 kDa (Nwachukwu & Aluko, 2018).

Semena konopi setého vykazuji zajimavy nutri¢ni profil, protoze obsahuji velké mnozstvi vlakniny, tuku
a bilkovin. Z hlediska mastnych kyselin obsahuji vyznamné mnozstvi linolové kyseliny, ktera tvofi vice
nez polovinu celkovych mastnych kyselin a 16 % a-linolenové kyseliny (Alonso-Esteban et al., 2020).
V soucasné dobé je zvySena konzumace konopnych semen a odvozenych potravinovych produktd,
zejména mezi vegany. Zatimco cela konopna semena mohou byt konzumovana jako potravina, primarné
se pouzivaji jako surovina pro vyvoj dalSich produktt, jako je olej, mouka z konopnych vyliskli a
protein. Konopny protein a konopna mouka z vyliskli jsou vedlejsi produkty ziskané pfi lisovani oleje a
lze je pouzit jako alternativu k so6jovym piisadam (Zajac et al., 2019). Na trhu jsou bézné dostupna
loupana konopna semena, ktera jsou oznacovana jako funk¢ni potravina (Alonso-Esteban et al., 2020).
Bilkoviny konopného semene se vyznacuji vysokou kvalitou, diky zastoupeni vSech esencialnich
aminokyselin v nutricné¢ vyznamném mnozstvi a diky struktufe proteint, ktera je podobna proteinim
v krevni plazmé, je dobfe stravitelny a vyuzitelny v lidském tele (Horska, 2007). Hlavnimi limitujicimi
aminokyselinami jsou lysin a tryptofan. Bilkoviny v konopném semeni jsou majoritné zastoupeny
dvéma globularnimi frakcemi. Jedna se o albuminovou proteinovou frakci a globulinovou frakei.
Majoritni globulinova frakce je zastoupena proteinem edestinem (65-82 % celkovych bilkovin).
Albuminova frakce zaujima 13-35 % celkovych bilkovin a zbylou ¢ast z celkovych bilkovin (5 %) tvofi
B-konglycinin (Farinon et al., 2020; Pavlovi¢ et al., 2019). Edestin je hexamer o velikosti 300 kDa
slozeny ze Sesti identickych podjednotek, z nichz kazda je tvorena kyselou a bazickou podjednotkou
s molekulovou hmotnosti 33 a 20 kDa, které jsou vzajemnég spojeny disulfidovou vazbou (Tang et al.,
2006).

Cilem této prace bylo porovnani vybranych parametril, zejména obsahu makronutrientlt v podobé
bilkovin a tukii, v semenech sledovanych plodin a jejich odrid, véetné zjisténi vlivu ro¢niku na tyto
parametry. U uvedenych variant byla rovnéz identifikovana a porovnana spektra bilkovin.
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Tab. 1: Chemické sloZzeni semene Inu a konopi setého (upraveno podle Morris, 2007; Kajla et
al., 2014; Alonso-Esteban, 2022; Callaway, 2004; Callaway & Pate, 2009)

Slozka MnozZstvi [g] na 100 g MnozZstvi [g] na 100 g
¢erstvych semen Inu cerstvych semen konopi

setého setého

Vlhkost 6,5-7,7 6-6,5

Tuky 37-41 25-36

dusikaté latky 20 21-28

Popeloviny 2,4-3,4 5-5,6

cukry 1,0 1,0

celkova vlaknina 28-29 27-36

z toho rozpustna vlaknina 6-12 5,4-6

z toho nerozpustna vidaknina 17-23 22,2

Material a metody

Rostlinny material byl ziskdn od spolecnosti AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o.,
Sumperk a byl vypéstovan na pokusnych pozemcich ve Vikytovicich v letech 2019 a 2020.
Jednalo se o vzorky semen tii odrid Inu setého a téi odrid konopi setého. Zkoumané odridy
Inu byly: Agriol (zlutosemennd odrtida s nizkym obsahem a-linolenové kyseliny), Libra
(hnédosemenna odruda s vysokym obsahem a-linolenové kyseliny) a Raciol (Zlutosemenna
odriida se strednim obsahem a-linolenové kyseliny). Odridy konopi setého byly nésledujici:
dvoudoma odruda Finola a dvé jednodomé odrudy Santhica 27 a USO 31. Semena vsech
odrtd byla namleta na noZovém mlynu (Grindomix GM 200, Retsch, Némecko) pii vykonu
10 000 ot./min. po dobu 1 min.

Obsah susiny byl stanoven gravimetricky vysusenim 1 g v susarné pti 105°C po dobu 3 hodin.
Obsah tuku byl stanoven pomoci pfistroje XT10 (Ankom, USA) za pouziti rozpoustédla
petroletheru, podle manuéalu uvedeného vyrobcem. Obsah popelovin byl stanoven vazkoveé
vyzihdnim vzorku v muflové peci pfi teploté 550°C po dobu 6 hod.

Pro zjisténi obsahu dusikatych latek byla vyuzita modifikovand Dumasova metoda pomoci
analyzatoru dusiku Rapid N Cube (Elementar, Némecko), pficemz koeficient pro vypocet
dusikatych latek mél standardné pouzivanou hodnotu 6,25. Pfed stanovenim obsahu bilkovin
byla provedena na ledu 4hodinova extrakce bilkovin ze vzorku (50 mg/1 ml pufru) pomoci
pufru slozeného z: 0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS. Nasledovala centrifugace pii 4°C,
10 000x g po dobu 10 minut a poté byl odebran supernatant. Obsah bilkovin byl stanoven
spektrofotometricky metodou BCA za pouZiti kitu Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA). Metoda vyuziva kyseliny bicinchoninové (BCA), reakce je zaloZena
na alkalické¢ redukci méd’natého iontu na médny pomoci proteinu a nésledné chelataci
méd’ného iontu kyselinou bicinchoninovou za vzniku purpurového zbarveni. Obsah ostatnich
latek byl stanoven dopoctem do 100 % (Zbyvajici % podil po odecteni obsahu vody, tuku,
dusikatych latek a popelovin).

Extrakce bilkovin pro elektroforézu SDS-PAGE probihala nasledujicim postupem: 50 mg
vzorku bylo extrahovano v 1 ml extrakéniho pufru (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS +
5 % 2-merkaptoethanolu) na ledu po dobu 4 hod. Po centrifugaci pti 4°C, 10 000x g po dobu
10 minut byl odebran supernatant a smichan v poméru 4:1 s nandsecim pufrem obsahujicim 2-
merkaptoetanol, povaten (3 min). Pfipravené vzorky byly nandSeny na gel o objemu 10 pl a
separovany  systémem  diskontinudlni  deskové  denaturatni  elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu (SE 600, Hoefer, USA) - 4% zaostfovaci gel (pH 6,8) a 11% separacni
gel (pH 8,8) - v prostiedi Trisglycinového pufru (Laemmli, 1970). Po separaci byl gel obarven
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roztokem barviva Coomassie Blue. Po odbarveni byly gely digitalizovdny pomoci
fotodokumenta¢niho zatizeni Gel Doc XR+ (Bio-Rad, USA). Pro ur¢eni molekulové hmotnosti
byl pouzit hmotnostni standard s rozpétim 10 — 310 kDa Tricolor xtra (Roth, Némecko).
Uvedené analyzy byly provadény vzdy ve tfech opakovani. Ziskand data byla statisticky
vyhodnocena pomoci programu STATISTICA CZ, verze 12 (StatSoft, Inc.). Sledované
parametry byly mezi Inem a konopim porovnany pomoci neparového dvouvybérového t-testu.
Hodnoty jednotlivych parametri mezi odrGdami Inu a konopi byly porovnany pomoci
Fisherova LSD testu. VSechna statistickd hodnoceni byla provaddéna na hladiné vyznamnosti a
=0,05.

Vysledky a diskuze

Zakladni slozeni semen vybranych odrlid je uvedeno v tabulce 2. Na zdkladg statistického
hodnoceni jsou ziejmé statisticky vyznamné rozdily u sledovanych parametri (obsah tuku
v susing, popelovin, vody a ostatnich latek) mezi Inem a konopim (p <0,05). Zatimco obsah
tukti pfevazoval v obou letech u Inu, obsah popelovin byl naopak v priméru o 1 % vyssi
v ptipad¢ konopi. Z odrid Inu dosahovala nejvyssiho obsahu tuku v obou sledovanych letech
hnédosemenna odrida Libra. U odrid konopi se obsah tuku pohyboval v obou letech od 28,29
do 31,33 % v susin€. Z obsahu vody piekrocily hranici 9 % odrady Inu Raciol a Agriol.
Dtivodem byla bohatost rocniku na srazky, dochazelo k poléhanim porostu a nasledné obtizné
sklizni. Obsah ostatnich latek, ktery zahrnuje zejména sacharidicky podil (nerozpustna a
rozpustna vlaknina), ktery odpovida udajlim z literatury uvedenych v tab. 1.

Tab. 2: Zakladni vybrané parametry stanovené u odriid Inu a konopi setého

Obsah
Obsah tuku Popeloviny Obsah vody ostatnich
rok druh odruda [%] [%] [%] latek [%]
Len Libra 40,82 a 3,60 h 7,36 a 27,55 ¢
Len Raciol 35,12 b 3,301 8,03 ¢ 29,52 fg
2019 Len Agriol 35,44 b 3,07 ; 8,04 ¢ 29,77 fg
Konopi Santhica 27 28,63 ef 471Db 8,17 cd 31,46 bed
Konopi USO31 29,47 de 4,03 ¢ 8,38d 31,12 bedf
Konopi Finola 31,33 ¢ 427d 7,75b 29,26 efg
Len Libra 35,19b 385¢g 8,89 ¢ 28,37 eg
Len Raciol 30,25 d 3,99 ef 9,54 f 31,72 be
2020 Len Agriol 31,49 ¢ 3,92 fg 9,76 £ 29,90 cdfg
Konopi Santhica 27 28,29 f 4,59 c 8,38d 34,32 a
Konopi USO 31 29.87d 425d 8,16 cd 31,95b
Konopi Finola 28,90 ef 5,48 a 7,70 b 28,97 eg

Kromé obsahu vody jsou hodnoty uvedené v % susiny. Rozdilna pismena u hodnot ve sloupcich
indikuyi statisticky vyznamny rozdil (Fisher LSD test, p <0,05).

Bilkoviny obsazené v semenech Inu a konopi byly kvantifikovany metodou BCA proteinového
testu (spektrofotometricky) a modifikovanou Dumasovo metodou (spalovani vzorkové hmoty),
ktera stanovuje veskery plynny N, ktery je ptepocitdn koeficientem 6,25 na protein. Jelikoz
Dumasova metoda zahrnuje veskeré dusikaté latky (NL) oproti metodé BCA stanovujici Cisté
bilkoviny extrahované pufrem, byl obsah dusikatych latek vyssi (obr. 1). Maurotti a kol. (2021)
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ve své praci uvadi obsah bilkovin v konopném semeni 14,11 % stanoveny metodou BCA, coz
je ve srovnani s vysledky v obr. 1 vyssi obsah. Nami stanovené hodnoty bilkovin v konopném
semeni se pohybuji od 6,92 do 10,61 %. Rozdil lze vysvétlit pouzitym extrakénim pufrem, ktery
se standardné pouziva, ale nevyextrahuje zifejmé veskeré bilkoviny. Obsah dusikatych latek
v semenech konopi setého odpovida literdrnim udajiim (viz tab. 1), pficemz u Inénych semen
jsou hodnoty u vybranych odrid vyssi o 3-5 % oproti literatufe (Callaway, 2004).
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Obr. 1: Obsah dusikatych latek a extrahovanych bilkovin u odriid Inu a konopi setého
Rozdilna pismena u hodnot ve sloupcich indikuji statisticky vyznamny rozdil (Fisher LSD
test, p <0,05).

Z obr. 2 lze pozorovat, ze bilkovinné spektrum se mezi odridami neli$i. Jsou vSak patrné
rozdily v intenzité bilkovinnych podjednotek ovlivnéné rokem sklizné u odrid Inu a konopi.
Nejvyrazné€jsi rozdil v intenzité pruhil je u globulinové frakce u odriidy konopi Finola a u
odridu Inu Raciol. Vyznamné zony vyskytu bilkovin se vyskytuji v oblasti kolem 39—41 kDa
(kyselé podjednotky) a 17-20 kDa (bazické podjednotky), které dle odborné literatury
odpovidaji podjednotkdm lininu (globulin) (Ayad, 2010). Konopné bilkoviny jsou nejvice
zastoupeny globuliny v oblasti 40-42 kDa (kyselé podjednotky) a 16-20 kDa (bazické
podjednotky). Pruhy v oblasti s nizsi MW (pod 15 kDa) ptedstavuji podjednotky albumin
(Malomo & Aluko, 2015).
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Obr. 2: Bilkovinné profily odrid Inu a konopi setého
HM — hmotnostni marker, 19 — rok péstovani 2019, 20 — rok péstovani 2020

Semena Inu a konopi jsou nejen zdrojem polynenasycenych mastnych kyselin (linolové a a-
linolenové kyseliny), které jsou v ramci lidské vyzivy prijimany v nedostatecném mnoZzstvi.
Bilkoviny Inu 1 konopi se vyznacuji vysokou kvalitou, diky zastoupeni esencidlnich
aminokyselin v nutricn¢€ vyznamném mnozstvi (Kaur et al., 2017; Wang et al., 2008). Bilkoviny
konopi kromé¢ toho neobsahuji inhibitory trypsinu, které se nachazi naptiklad v soje a povazuji
se za antinutri¢ni faktor (Tan-Wilson & Wilson, 1986). Lnéné semeno obsahuje antinutricni
latky, mezi které patii inhibitory proteas, kyanogenni glykosidy, dipeptid linatin a kadmium.
Nicméné u uvedenych latek, nebylo dosud vramci klinickych studii prokazano antinutricni
pusobeni vedouci komezeni dostupnosti ¢i vstiebavani esencialnich zivin, pfipadné
zdravotnich komplikaci souvisejicich s konzumaci Inénych semen (Shim et al., 2014; Dzuvor
et al., 2018).

Zavér

Ve sledovanych parametrech zahrnujicich obsah tuku v susiné, obsah popelovin, vody,
dusikatych latek, bilkovin a ostatnich latek byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi
Inem a konopim, stejn¢ tak i ve vétsiné pripadli mezi jednotlivymi odriidami Inu i konopi. V
ptipad¢ Inu byl v roce 2019 12020 pozorovan vyrazné vyssi obsah tukt (pfiblizné 5 %) a mirné
vyssi obsah popelovin u odridy Libra oproti odridam Raciol a Agriol. Vyrazny rozsah (témér
5 %) byl také zaznamenan v obsahu ostatnich latek u odrtid konopi v roce 2020. Vliv ro¢niku s
moznym vlivem hnojeni se projevil v obsahu extrahovanych bilkovin v konopném semeni,
zejména u odrid USO 31 a Finola. Vizualizace proteinovych spekter pomoci SDS-PAGE
naznacila moznou vyssi intenzitu vyskytu frakce kyselé podjednotky globulinu u konopné
odriidy Santhica (2019 a 2020) a Finola (2019). Na zakladé uvedenych vysledkli bylo mozné
pozorovat rozdily ve vSech parametrech nejen mezi sledovanymi plodinami, ale i odridami. Ve
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vybranych parametrech byl rovnéz zjistén také vliv ro¢niku. Nicméné, rozdily v obsahu
extrahovanych bilkovin nedosahuji v redlném méfitku vysokych hodnot. Z hlediska obsahu a
nasledného piijmu bilkovin Inu a konopi nemusi byt tedy prvofadym kritériem vybér odrudy.
Naopak, vybér odridy mtze byt klicovy v souvislosti s variabilitou obsahu mastnych kyselin v
zavislosti na odridé a ro¢niku.
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