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CILE PRACE

Vypracovat literarni reSers$i s kliCovymi slovy: konopny olej, semena, vitaminy,
aminokyseliny, mastné kyseliny, konopny protein, mineraly.
Proved’te srovnani nutri¢niho slozeni vybranych odriid technického konopi a konopnych

vyrobki.



1 UVOD

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je olejnata plodina, ktera znovu nachazi své uplatnéni
v zeméd¢lstvi i pramyslu v Evropské Unii. Technické konopi obsahuje mala mnozstvi
A9-tetrahydrokanabinolu (< 0,3 %) a nema zadné psychoaktivni ucinky (Poji¢ et al.,
2014). Konopné semeno ma vysokou nutri¢ni hodnotu a jeho zpracovanim jsou ziskany
dalsi cenné produkty.

Lisovanim konopnych semen za studena je ziskdn panensky konopny olej, ktery je
vyjimeény diky specifickému sloZeni esencidlnich polynenasycenych mastnych kyselin.
Pomér omega-3 a omega-6 mastnych kyselin je v konopném oleji optimélni pro lidské
zdravi a udava oleji vlastnosti zdravi prospésného zdroje tukli. Konopna semena také
obsahuji znacné mnozstvi bilkovin a mohou byt zdrojem mineralnich latek a vitamini.
Vylisovanim oleje ze semen zlstavaji jako vedlejsi produkt vylisky, které mohou byt
dal$im mechanickym zpracovanim ptfevedeny na konopny proteinovy izolat, ktery mtize
slouzit jako dopln¢k stravy. V konopném proteinu jsou zastoupeny vSechny esencialni
aminokyseliny (Callaway, 2004). Navic jsou konopné proteiny vysoce stravitelné (Wang
et al., 2008; House et al., 2010) diky nepfitomnosti faktorti inhibujicich trypsin a lepku
(Callaway a Pate, 2009).

Panensky konopny olej ma kratsi expiracni dobu nez jiné rostlinné oleje, kvtli jeho
niz8i oxidacni stabilit€. Konopny olej podléha snadnéji Zluknuti diky vysokému obsahu
polynenasycenych mastnych kyselin a neni vhodné jej konzumovat déle jak dva mésice
po otevieni ldhve. Béhem skladovani semen, lisovani oleje ze semen, lahvovani
a skladovani oleje je dulezité¢ dbat na fadu podminek. Je nutné zabranit pristupu svétla
pouzitim tmavych lahvi a vzduSného kysliku uZitim inertni atmosféry (Matthdus a Briihl,
2008).

K dispozici jsou momentalné také konopné bylinné ¢aje a soli, které jsou tvofeny
suSenymi kvéty a listim povolenych technickych odrid konopi. V potravinovych
vyrobcich by nemély byt pfitomny psychoaktivni kanabinoidy a jejich obsah by mél byt

monitorovan.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Konopi seté

Konopi (latinsky Cannabis) je jednoleta, puvodné dvoudoma, cizosprasna,
krytosemenna, olejna rostlina. Nejrozsitenéjsim druhem konopi je konopi seté (Cannabis
sativa L.), které zahrnuje dva podstatné odlisné poddruhy: konopi plané (Cannabis sativa
ssp. Spontanea) a konopi kulturni (Cannabis sativa ssp. Culta). Konopi kulturni ma vétsi
semeno nez plana forma a také vyssi naroky na péstovani a nizsi odolnost viici chorobam
(Miovsky et al., 2008). Konopi seté je typické pro mirné klimatické pasmo a je mozné
z n¢j vyslechtit hospodaisky vyuzivané odridy. Jako technické konopi jsou v zemich
Evropské unie oznacovany odridy konopi setého, které splnuji zakonny limit o obsahu

tetrahydrokanabinolu (THC) méné jak 0,2 % (Ruman a Klvanova, 2008; Ruman, 2014).

2.1.1 Klasifikace

Konopi se diive fadilo do ¢eledi morusovitych (Mareaceae), dnes patii do samostatné
¢eledi konopovitych (Cannabaceae) spole¢né s chmelem (Humulus) (Obr. 1). Rod
konopi rozlisuje tii hlavni druhy: konopi seté, indické (Cannabis indica) a rumistni
(Cannabis ruderalis). Jednotlivé druhy se 1isi vySkou rustu, stavbou a obsahem
delta-9-tetrahydrokanabinolu (Miovsky et al., 2008; Ruman a Klvanova, 2008).

/ Rise: rostliny (Plantae) \

PodriSe: cévnaté rostliny (7racheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vy$si dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: ruzotvaré (Rosales)
Celed”: konopovité (Cannabaceae)
Rod: konopi (Cannabis)
Druhy: seté (Sativa)

indické (Indica)

\ rumistni (Ruderalis) /

Obr. 1 Botanicka klasifikace konopi (Ruman, 2014).
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2.1.2 Anatomie a morfologie

Konopi seté¢ dortista az do vysky 6 metri a hlavni killovy kofen mtize doriistat az
do hloubky 2 metrd. Konopi je puvodné dvoudoma rostlina, ktera tvofi samci
(poskonné) a samici (hlavaté) rostliny. Sam¢i rostliny jsou vétSinou v riistové fazi vyssi,
Stihlejsi a oproti samic¢im rostlindm kvetou az o mésic dfive. Samici rostliny jsou tmavsi,
statnéjs$i a maji vice listl. Po opyleni vytvareji semeno uvnitt kvétu (Ruman a Klvanova,
2008). Diky dlouholetému vybérovému Slechténi byly ziskany jednodomé varianty, kde
se na jedné rostlin¢ vytvari kvétenstvi obou pohlavi (Miovsky et al., 2008).

Rostlina mé kolmy, ktilovity a Siroce vétveny koten. Podle velikosti prostoru k riistu
vytvaii razn¢ bohaty kofen. Primérné kofenovy systém tvoii 8-9 % z celkové biomasy
rostliny. Nepostradatelné jsou pro rostlinu postranni vlaseénicové kotinky, které jsou
konopné rostliny se vyviji rychleji nez ¢ast podzemni a sam¢i rostliny maji méné vyvinuty
kotenovy systém nez rostliny samici kvuli krat§Simu vegetacnimu ristu. Péstovani konopi
je znaéné€ naroéné z hlediska kvality ptidy, mnozstvi zivin a vody v padé (Miovsky et al.,
2008; Chabbert et al., 2013; Ruman, 2014).

Konopi vytvati pfimy stonek silny od 3 milimetrti do 6 centimetri. Vnitiek dutého
stonku tvoti dfevnaté jadro a jeho povrch chrani ochmyiena kuira, pod kterou prorustaji
svazky lykovych vlaken (Ruman, 2014). Konopné vlakno je jedno z nejdelSich
a nejpevnéjsich v rostlinné 1181 a z vice nez 70 % ho tvofti celulosa. AZ dv¢ tietiny stonku
jsou tvofené dfevnatym jadrem, které se sklada ptrevazné z hemicelulosy (Ruman
a Klvanova, 2008). Konopné listy jsou jednodilné, déloZni, podlouhlého tvaru. Maji syté
zelenou barvu a jsou dlanité sloZzené. Nejhustéji je listim osazené kvétenstvi (Miovsky
et al., 2008; Ruman, 2014).

Kvétenstvi sam¢ich rostlin je uspofadano v latdch na dlouhych stopkach v tizlabi listd,
kde se vytvaii velké mnoZstvi pylu v dobé plného kveteni. Samici kvéty jsou umistény
ve vétvich horni Casti rostliny a tvoii hrozny, které jsou husté olisténé, kratké a slozité.
Zde dozravaji olejnata semena (jednosemenné nazky) vej€it¢ho tvaru. Kvétenstvi
soucasné vylucuje pryskyftici, ktera obsahuje ochranné latky, jez pomahaji rostliné v boji
proti $kidciim napadajici rostlinu kvuli zdroji semen (Ruman, 2014). Na listenech se
nachazi nejvétsi mnozstvi Zlaznatych trichomu, které jsou zodpovédné za produkci

kanabinoidd v odridach bohatych na THC. Tyto trichomy se také nachédzeji na listech,
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ale v mnohem mensi koncentraci spolecné s nezlaznatymi trichomy, které neprodukuji

kanabinoidy (Chabbert et al., 2013).

2.1.3 Riist

Konopi muze rust za jakychkoli podminek a zvlada i nepiivétivé podminky. OvSem
vysSich vynosii Ize dosahnout ptfi pfiznivych podminkach, kdy ptdé jsou dodavany
vSechny nutné faktory pro rast, voda a hnojiva. Pida by neméla byt pfili§ mokra, jelikoz
to pak neumoziuje rostlin¢ rdst normalné a méla by byt neutralni (pH mezi 6-8).
Optimalni teplota pro rist byla stanovena na rozmezi 19-25 °C (Desanlis et al., 2013).
Pro spravny vyvoj potiebuje rostlina i dostatek svétla, které urcuje vysku rostliny a jeji
celkovou kondici. Konopi je ekologicky Setrna rostlina, ktera se péstuje i na konvencnich
pudach bez chemie. Péstovani nevyzaduje herbicidni a pesticidni postiiky a efektivné
odstrafiuje oxid uhli¢ity z ovzdusi. Jedna tuna konopi je schopna béhem svého ristu
pohltit az 1,82 tuny CO, (Ruman, 2014). Jestlize se konopi péstuje na vldkno, jeho
vegetacni doba ¢ini zhruba 90-110 dnd. Rostliny péstované pro ziskdni semen maji

0 30-40 dni delsi vegetacni dobu (Anon., 2007).

2.1.4 Konopné potravinové vyrobky

Konopi jako hospodarska surovina se vyuziva v fadé odvétvich primyslu, nejvice se
zpracovava zejména semeno a stonek. Jeho nasledné uziti také ovliviiuje typ péstovani
a sklizeti. V Ceské republice se smé&ji bez licence péstovat odriidy konopi s obsahem latek
ze skupiny tetrahydrokanabinoll méné jak 0,3 % podle zdkona cislo 167/1998
0 navykovych latkach (Ruman, 2014).

Sklizena plocha konopi v Ceské republice byla nejvyssi v roce 2007 (Obr. 2), nasledné
zacala prudce klesat z disledku poklesu ceny konopného vldkna kvili hospodarské krizi
(Hospodaiské noviny, 2009). Nejvétsi pocet péstiteld konopi byl v zemi v roce 2015
(Obr. 3). Momentalné je v Ceské republice 66 péstiteli konopi a oseta plocha byla
699,26 hektarti (Celni sprava Ceské republiky, 2018).
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Obr. 2 Sklizena plocha konopi v hektarech v Ceské republice s predb&znymi daty pro rok 2018
(ke dni 16.10.2018) (Celni sprava Ceské republiky, 2018).

Pocet péstitela

2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020
Rok

Obr. 3 Pocet péstiteld konopi v Ceské republice s predbéznymi daty pro rok 2018 (ke dni
16.10.2018) (Celni sprava Ceské republiky, 2018).
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2.1.4.1 Konopné semeno

Konopné semeno je na trhu k dispozici v neloupané i v loupané formé¢, slouzi jako krmivo
pro zvifata a je také vhodné pro lidskou konzumaci. Semena konopi jsou vybornym
zdrojem vyzivy, obsahuji pfiblizn¢ 30 % oleje, 25 % bilkovin a také zna¢né mnozstvi
vlakniny, vitamina a minerala (Tab. 1) (Callaway, 2004). Celé konopné semeno obsahuje
pfiblizn¢ pouze 2 % volnych mono- a disacharidi glukosy, fruktosy a sacharosy. Nejvice
je obsazena sacharosa, trisacharid rafinosa je zcela nepfitomny (Mattila et al., 2018).
Semena se konzumuji syrova, nebo také macena ¢i prazend. Psychotropni a omamné latky
nejsou v semeni pritomné, jelikoz se vyskytuji pouze v pryskyfici a na soucasném trhu
jsou semena dostupna z odrtid konopi se snizenym obsahem THC, tedy z technického

konopi (Ruman, 2014). Daéle se mohou zpracovavat a ziskavaji se dalsi cenné suroviny.

2.1.4.2 Konopny olej

Potravinaisky konopny olej se ziskavé lisovanim semen za studena a obsahuje vice nez
80 % polynenasycenych mastnych kyselin. Zejména je vybornym zdrojem esencialnich
mastnych kyselin: kyseliny linolové a alfa-linolenové, které patii do skupiny omega-6
a omega-3 mastnych kyselin a je nutné je pfijimat z potravy, jelikoz lidské télo neni
schopné jejich biosyntézy. Pomér omega-6 a omega-3 mastnych kyselin je bézné
v konopném oleji mezi 2:1 a 3:1, coz je povazovano za optimdlni pro lidské zdravi.
Vysoky obsah polynenasycenych mastnych kyselin  snizuje  koncentraci
LDL-cholesterolu a krevni tlak. Konopny olej se také pouziva pii 1é€bé fady akutnich
a chronickych onemocnénich, naptiklad pro zhojeni ran a popalenin, pii 1é¢bé chiipky,

koZnich problémt, alergennich symptomt ¢i zanétlivych onemocnéni (Callaway, 2004).

Tab. 1 Typické vyzivové slozeni celého a loupaného semeno konopi (Callaway a Pate, 2009).

Celé semeno Loupané semeno
Olej 36 % 44 %
Protein 25 % 33%
Sacharidy 28 % 12 %
VIhkost 6 % 5%
Popel 5% 6 %
Energie 2200 kJ-100 g* 2093 kJ-100 g
Vlaknina 28 % 7%
Stravitelna vlaknina 6 % 6 %
Nestravitelna vlaknina 22 % 1%

14



Obsah oleje v semenech zavisi na odrud¢, roku a misté péstovani a na klimatickych
podminkach. Lisovanim semen lze ziskat 60-80 % oleje a odridy vyslechténé
pro produkci vlaken nejsou vhodné pro produkei oleje, jelikoz sklizeny material z pole
vykazuje heterogenni kvalitu. Ta je zpusobena sbérem =zralych semen spolecné
S nezralymi. Pfitomnost nezralych semen vede k vysokému obsahu chlorofylu a vyssi
vlhkosti, coz vede ke zmén¢ chuti a vini oleje. Vysoce kvalitni panensky konopny olej
by mél mit svétle az tmavé zelenou barvu a ofigkovou chut’. Zluklost oleje je zptisobena
oxidaci zejména nenasycenych mastnych kyselin, kterych konopny olej obsahuje velké
mnozstvi. Doporucuje se ldhve s konopnym olejem uzavirat za ptitomnosti dusiku
(Matthaus a Briihl, 2008).

Olej pro lidskou konzumaci je nejlépe ziskdvan z Cerstvych, dobfe omytych semen,
které byly suSeny na vzduchu pfi nizké teploté (< 25 °C). Findlni vlhkost semen by méla
byt mensi jak 10 % hmotnosti a je potieba zamezit ristu plisni béhem sklizeni az po Cas
suSeni. Houbové infekce semen zptsobuje zapach po rybach a amoniaku. Olej po lisovani
za studena je zfiltrovan nebo ponechan k usazeni 1-2 tydny a nasledné dekantovan
pted lahvovanim do skla. Béhem lisovani a vyroby oleje by méla byt zachovéna inertni
atmosféra, dokud olej neni uzavien v lahvi kviili mozné oxidaci. Olej by dale mél byt
chranén pred svétlem a skladovan pfi nizké teploté pro zamezeni nechténé chuti a pachu
oleje zplisobenych oxidaci mastnych kyselin a uvolilovanim kyselin z triacylglycerid
(Callaway a Pate, 2009). Konopny olej neni vhodné zahtivat a jeho konzumace
po otevieni lahve a skladovani vice nez 2 mésice se nedoporucuje. V porovnani s olejem
jsou konopnéa semena méné nachylné k oxidaci béhem skladovani diky jejich ochranné
slupce (Matthdus a Briihl, 2008). Stejné podminky pro skladovani pak ovSem neplati

pro loupané konopna semena, kdy je jejich slupka odstranéna.

2.1.4.3 Konopny proteinovy izolat

Konopny bilkovinny izolat je vedlej$im produktem pfi lisovani oleje Z konopnych semen.
Po vylisovani olejového podilu ze semen zlstavaji vylisky, které se mletim zpracovévaji
na konopny prasek a znéj se ziskdvd mechanickym zpracovadnim bilkovinny izolat

(Obr. 4). 1zolat poté slouzi jako doplnék stravy pro doplnéni dennich pfijmu bilkovin.
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Obr. 4 ZjednoduSené schéma zpracovani konopnych semen pro ziskani oleje. Vysledkem
mechanického lisovani je nckolik vedlejsich produktii, které momentalné také nachéazeji své
vyuziti. Vyznaceny jsou jednotlivé frakce mechanického zpracovani konopnych vyliski,
ze kterych lze ziskat konopny proteinovy izolat (Poji¢ et al., 2014; pievzato a upraveno).

Rostlinné bilkovinné izolaty jsou momentalné sttedem zajmu vzhledem k jejich vétsi
udrzitelnosti a mensSim vyrobnim nakladim oproti izoldtim ze zivocisnych zdroji
(Gorissen et al., 2018). Konopny proteinovy izolat mtize obsahovat az 86 % bilkovin a je

hypoalergenni a vysoce stravitelny (Mamone et al., 2019).

2.1.4.4 Konopna mouka

Konopna mouka se vyrabi pomletim semennych vyliskli nebo celych semen. Odtu¢nénim
konopné mouky se poté ziskava bilkovinny izolat. Vylisky nebo mouka se ptidavaji
do krmnych smési dobytka a jinych chovnych zvifat. Krmené slepice snasi vajicka se
zfetelné zlutym zloutkem diky vysokému obsahu karotenoidii v konopném semenu

(Ruman a Klvanova, 2008). Ptidavek konopnych semen a pokrutin miize zlepSovat
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kvalitu vajec a masa s ohledem na obsah esencialnich omega-3 mastnych kyselin (Yalcin
etal., 2018).

2.1.4.5 Silice

Z konopnych kvéta 1ze destilaci ziskat silice. Esence nachazi uplatnéni pii dochucovani
¢aju, nealkoholickych napojii a piva, pii vyrobé sladkosti a zmrzliny (Ruman a Klvanova,

2008). Kvety spolecné s listy se pridavaji do bylinnych ¢ajt, soli a jinych potravin.

2.2 Nutri¢ni sloZeni konopnych vyrobki

2.2.1 Makronutrienty

2.2.1.1 Proteiny

Proteiny jsou organické slouceniny o velké molekulové hmotnosti, které se skladaji
z aminokyselin spojenych peptidovou vazbou. Proteiny mohou tvofit vazby s dalSimi
organickymi slouceninami, poté se nazyvaji konjugované. Ptikladem mohou byt
glykoproteiny, kdy se polypeptid kovalentné¢ vaze s jednou nebo vice molekulami
sacharidi. Takovy proces se nazyva glykosylace a vysledny produkt pak glykoprotein.
Dalsimi moznymi konjugovanymi proteiny mohou byt lipoproteiny (vazba s lipidy)
a nukleoproteiny (vazba s nukleovou kyselinou). Aminokyseliny, polymerizujici
monomery nutné pro vznik proteinu, jsou biosyntetizovany fadou biochemickych procest
zahrnujici transkripci a translaci. Lidské télo je schopné syntetizovat jen Cast
aminokyselin, 8 z nich musi pfijimat z potravy a oznacuji se jako esencialni (Yildiz,
2010).

Proteiny, spolecné s lipidy a sacharidy, jsou zdrojem energie pro zivy organismus.
Jsou nezbytnou slozkou potravy, jelikoz slouZi jako hlavni zdroj dusiku. Hlavnimi zdroji
rostlinnych proteinii  jsou semena, dale také ovoce, zelenina a okopaniny.
Aminokyselinové slozeni semen je odlisSné od potravin Zivoc¢iSného ptvodu, casto
rostlinné zdroje proteinli maji nedostatek nékteré esencidlni aminokyseliny. OvSem
spravné vyvazena kombinace riiznych rostlinnych zdroji bilkovin mize poskytnout
vysoce nutri¢né kvalitni a plnohodnotnou proteinovou smés (Velisek a Hajslova, 2009;

Gorissen et al., 2018).
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2.2.1.1.1 Proteinové sloZeni konopi a jeho vlastnosti

Konopné semeno obsahuje 24,8 g bilkovin a vylisky ze semen 33,5 g ve 100 g Cerstvé
hmoty, jsou vybornym zdrojem stravitelného proteinu. Globularni protein albumin
a edestin jsou dva hlavni proteiny konopného semene a oba jsou bohaté na esencidlni
aminokyseliny dulezité pro lidské zdravi. Semeno také obsahuje vyznamné mnozstvi
aminokyselin obsahujicich siru, cysteinu a methioninu, a vysoky podil argininu a kyseliny
glutamové (Callaway, 2004). Konopné semeno navic neobsahuje zadny gluten, coz ho
déld vyznamnym zdrojem rostlinného proteinu pro lidi trpici celiakii, autoimunitni
intoleranci na lepek. Dal§im diilezitym faktem je nepfitomnost faktort inhibujici trypsin
V konopném semeni, které mohou byt nalezeny v s6ji a jinych rostlinnych produktech
(Callaway a Pate, 2009). Inhibitory trypsinu potiebuji pro svou inaktivaci tepelné
zpracovani. Konopné semeno obsahuje velice malo antinutri¢nich faktord, tudiz je 1épe
stravitelné a mize byt konzumovano bez tepelného zpracovani. Konopny proteinovy
izolat ziskany pfii lisovani oleje ze semen miliZe obsahovat aZ 86 % proteinll, z ¢ehoZ
zasobni protein edestin tvoii okolo 65 % z celkovych bilkovin. Peptidomickou analyzou
bylo zjisténo, ze pouze omezené mnozstvi potencialné bioaktivnich a/nebo alergennich
peptidovych sekvenci po in vitro traveni piezilo gastrointestinalni traveni (staticky
model). Navic vSechny znamé konopné alergeny, zahrnujici protein podobny thaumatinu
a proteiny piendsSejici lipidy, byly zcela odstranény pii vyrobnim procesu izolatu, ani
zadné bilkovinové fragmenty nebyly pfitomny po gastrointestindlnim traveni. Konopny
proteinovy izolat tedy muze byt soucasti hypoalergennich potravin (Mamone et al.,
2019).

Aminokyselinové sloZzeni konopnych proteini albuminu a globulinu je srovnatelné,
lisi se pouze v menSich odliSnostech. Ve vodé nerozpustny globulin ma vys$$i obsah
aromatickych a hydrofobnich aminokyselinovych zbytkii a také vySs$i obsah sirnych
aminokyselin, zejména methioninu oproti albuminu. Vys$§i obsah aromatickych
a hydrofobnich aminokyselin muize vést ke zvySeni interakci protein-protein
Vv polypeptidovém fetézci. Vysledkem je tedy rigidnéj$i konformacni struktura, ktera
zpusobuje snizeni rozpustnosti proteinu, coz potvrzuje zavislost vlastnosti proteinu
na schopnosti proteinu interagovat s vodnou fazi. Obsah vétvenych aminokyselin je opét
vyssi v globulinu, coz mize z globulinu délat nutri¢né kvalitnéjsi protein v porovnani

s albuminem, jelikoZ vétvené aminokyseliny jsou dilezité¢ pro svalovy metabolismus.
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Ve vod¢ rozpustny albumin ma méné disulfidovych vazeb, tudiz ma oteviendjsi
flexibilnéjsi strukturu (Malomo a Aluko, 2015).

Konopny proteinovy izolat je 1épe stravitelny neZ sdjovy proteinovy izolat. Po in vitro
inkubaci konopného proteinové izolatu s enzymy pepsinem a trypsinem byly proteinové
slozky 1épe stravitelné a byly ziskany oligopeptidy o molekulové hmotnosti mensi nez
10,0 kDa. Po traveni in vitro pouze za pfitomnosti pepsinu byla stravitelnost konopného
proteinového izolatu srovnatelna se sdjovym. Po inkubaci s trypsinem a pepsinem
zaroven byla stravitelnost konopného izolatu stanovena na 88-91 % oproti 71 % s6jového
izolatu. Konopny protein miize byt vzhledem k lepsi stravitelnosti kvalitnéj$im zdrojem
proteint pro lidskou konzumaci nez izolat s6jovy (Wang et al., 2008).

Protein z konopnych semen je vysoce stravitelny, at’ uz v jeho ptirozené formé nebo
jako vylisky z konopnych semen. Odstranéni slupky navic pfispiva k lepsi stravitelnosti
proteint, pravdépodobné diky odstranéni slozek neutralni detergentni vlakniny, které by
mohly limitovat stravitelnost proteind. Nutricni kvalita bilkovin se da vyjadfit metodou
urc¢eni PDCAAS skore (protein digestibility-corrected amino acids score). Hodnotu skore
konopnych proteinii limituje obsah lysinu, ktery je v porovnani s jinymi zdroji
U konopného proteinu niz$i. Tato metoda je primarné zamétena na relativni schopnost
bilkovinovych zdroji poskytnout v§echny potfebné aminokyseliny. Jako reference slouzi
mnozstvi aminokyselin potfebné ve stravé u déti, u kterych je vyzadovano vy$§i mnozstvi
lysinu. V porovnani s ostatnimi proteinovymi zdroji se konopné zdroje (zejména loupané
konopné semeno) se svou hodnotou PDCAAS fadi mezi nékteré lusténiny (fazole, Cocka)
a maji vyssi hodnotu nez celozrnné produkty, jako naptiklad celozrnna pSenice (Tab. 2).
Nicméné celkové sloZeni aminokyselin, zahrnujici bohaté zastoupeni argininu, udava
konopnému proteinu vlastnosti zdravi prospéSného rostlinného bilkovinového zdroje

pro lidskou stravu (House et al., 2010).
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Tab. 2 Hodnota PDCAAS skore pro zdroje konopného proteinu v porovnani s jinymi zdroji
potravinového proteinu (House et al., 2010).

Bilkovinovy zdroj PDCAAS (%)
Kasein 100
Vajecny bilek 100
Hovézi 92
Soéjovy proteinovy izolat 92
Cizrna (konzervovana) 71
Hrachova mouka 69
Fazole (konzervované) 68
Loupané konopné semeno 61
Pinto fazole (konzervované) 57
Ovesné vlocky 57
Cocka (konzervovana) 52
Konopné semeno 51
Mouka z konopnych semen 48
Celozrnna pSenice 40
Mandle 23

2.2.1.1.2 Srovnani rostlinnych a Zivoc¢iSnych zdroji bilkovin

Callaway (2004) ve své praci srovnal bilkovinovy obsah konopného semene a jinych
rostlinnych i zivoc¢i$nych zdrojii (Tab. 3). Konopné semeno mélo ze srovnavanych vzorkt
druhy nejvyssi obsah bilkovin, vyssi obsah mély séjové boby. OvSem ve srovnani
s zivo¢isnymi zdroji bilkovin (vaje¢ny bilek a syrovatkovy prasek) mélo konopné semeno
témet dvakrat vyssi podil bilkovin.

Gorissen et al. (2018) ve své studii srovnali proteinové a aminokyselinové slozeni
komercné dostupnych proteinovych izolati rostlinného i Zivoc¢isného plvodu.
V minulosti byly zaznamenany podstatné rozdily ve vlastnostech bilkovin mezi riznymi
zdroji bilkovin rostlinného piivodu. Dlivodem mohlo byt provedeni nezavislych analyz
a hodnoceni pouze jediného zdroje bilkovin nebo srovnani pouze nékterych zdroji

rostlinnych bilkovin.

Tab. 3 Typické bilkovinové slozeni (%) jednotlivych potravin (Callaway, 2004).

Potravina Bilkovinovy obsah (%)
Brambora 2
Psenice 14
Kukutice 11
Ryze 9
Soéjové boby 32
Konopné semeno 25
Repka 23
Vajecni bilek 13
Syrovatkovy prasek 13
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Proto v této studii pouzili stejné analytické postupy na velkém vybéru proteinovych
izolatl Siroce dostupnych na trhu, aby byl ziskdn komplexnéjsi piehled o jejich slozeni.
Obsah bilkovin v izolatech byl stanoven Dumasovou spalovaci metodou pro urceni
celkového dusiku. Mnozstvi bilkovin je poté vypocitano vynasobenim standardnim
faktorem 6,25 pro preménu dusik — protein. Faktor pfemény byl pouzit pouze jediny
pro vSechny analyzované vzorky, a to kviili pfimému porovnani mezi rozmanitymi zdroji
bilkovin. Bilkovinovy obsah v izolatech se pohyboval v rozmezich 51 az 86 % (Obr. 5).
Rostlinné izolaty mély obsah bilkovin 51 az 81 %. Nejméné bilkovin na ¢erstvou hmotu
obsahoval konopny izolat, nejvice poté peniény. Zivodisné zdroje obsahovaly 51 aZ
86 % bilkovin, nejméné obsahoval vajecny izolat a nejvétsi obsah bilkovin mél kaseinat.
Lyofilizovana tkan lidského kosterniho svalu obsahovala 84 % bilkovin. Proteinové
izolaty se liSily v obsahu bilkovin také mezi riznymi dodavateli. Vzorek konopného

proteinového izolatu byl od jednoho vyrobce (Gorissen et al., 2018).
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Obr. 5 Pramérny (= SEM) bilkovinovy obsah v procentech na ¢erstvou hmotu proteinovych
izolatd a lidského kosterniho svalu. Hodnoty byly stanoveny dle obsahu dusiku a vynasobeny
standardnim faktorem pfemény 6,25. Bilé sloupce reprezentuji rostlinné zdroje, Sedé Zivocisné
a ¢erny sloupec lidsky sval (Gorissen et al., 2018; pievzato a upraveno).

21



Tabulka 4 znézornuje reprezentativni mnozstvi bilkovin nebo proteinového izolatu,
které je nutné zkonzumovat, aby lidské télo ziskalo 2,7 g leucinu nebo 10,9 g esencialnich
aminokyselin, coz je mnozstvi leucinu nebo esencialnich aminokyselin piitomnych v 25 g
¢istého syrovatkového proteinu (nebo také v 32 g syrovatkového proteinového izolatu),
kde bylo dokazéano, Ze toto mnozstvi ve velké mife stimuluje syntézu svalovych proteinti
u lidi (Gorissen et al., 2017; Gorissen et al., 2018). Z tabulky lze vy¢ist variabilitu
Vv rostlinnych zdrojich bilkovin. Pro ziskéani 2,7 g leucinu musi byt zkonzumovano 20 az
54 g bilkovin rostlinného ptivodu, které je mozné ziskat z 31 g praskového kukuii¢ného
izolatu proteinu nebo az ze 105 g praSkového izolatu konopi. Z deseti rostlinnych proteinti
zahrnutych v této analyze je bramborovy protein jedinym zdrojem bilkovin, ktery splituje
pozadavky Svétové zdravotnické organizace pro vSechny esencidlni aminokyseliny.
Pii konzumaci bramborovych bilkovin, jako jediného zdroje bilkovin v potravé
pii doporuéené denni konzumaci bilkovin 0,66 g-kg-den, by se mélo ziskat dostateéné
mnozstvi vSech esencialnich aminokyselin (WHO/FAO/UNU Expert Consultation, 2007,
Gorissen et al., 2018).

Tab. 4 Reprezentativni mnoZstvi proteinu proteinového izolatu a mnozstvi surového proteinového
izolatu nutného pro ziskani 2,7 g leucinu nebo 10,9 g esencialnich aminokyselin (Gorissen et al.,
2018).

Typ Pfisun leucinu Ptisun esencialnich aminokyselin
proteinového izolatu MnozZstvi Mnozstvi Mnozstvi Mnozstvi
proteinu () surového proteinu (g) surového
materialu (g) materialu (g)
Ovesny 47 73 51 79
Lupinovy 52 86 50 83
Pseni¢ny 45 55 49 60
Konopny 54 105 48 93
Mikrotasa 48 69 48 69
Sojovy 40 55 40 55
Ryzovy 37 47 39 49
Hrachovy 38 48 37 46
Kukufti¢ny 20 31 34 52
Bramborovy 33 41 30 37
Syrovatkovy 25 32 25 32
Mlécny 31 39 28 36
Kaseinat 30 35 28 33
Kaseinovy 34 47 32 44
Vajecny 39 77 34 66
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2.2.1.1.3 Regulace syntézy proteini
VétSina organismi si osvojila mechanismus pro uéinny prechod mezi anabolickym
a katabolickym stavem, ktery jim umoziuje pteziti a rist v prostiedi, kdy pfisun Zivin se
méni. U savcet je prikladem takového mechanismu signaliza¢ni draha fizené proteinovou
kinasou mTOR (mammalian nebo mechanistic TOR). mTOR je atypicka serin/threonin
proteinova kinasa, ktera patii do enzymové rodiny fosfoinositid-3-kinas (P13K) a reguluje
iniciace translace. Nazev TOR (target of rapamycin) je odvozen od rapamycinu, coZ je
makrolid produkovany bakterii Streptomyces hygroscopicus a TOR je jeho cilovou
molekulou. mTOR interaguje s fadou proteini a tvofi s nimi dva rozdilné komplexy:
mTOR komplex 1 (mTORC1) a 2 (mTORC2). Komplexy mTOR jsou odli$n¢ citlivé
na rapamycin, stejné¢ tak jako na ptfitomnost ristovych faktori a nasledné odpovédi
na tyto podnéty mohou byt u komplext rizné (Obr. 6) (Laplante a Sabatini, 2012).
Vzristajici intracelularni dostupnost aminokyselin v kosternich svalovych buiikach
plni dvé funkce: poskytuje substrdt pro biosyntézu polypeptidi nebo tidi aktivaci
(fosforylaci) regulac¢nich mechanismi translace mRNA. N¢které aminokyseliny mohou
pfimo aktivovat mechanismus syntézy svalovych proteinti aktivaci komplexu mTORCI1
(mammalian target of rapamycin complex 1) a nasledné dochazi k downstream

anabolické signalizaci a stimulaci syntézy svalového proteinu (Atherton et al., 2010).
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makromolekul
- ‘ Rist ‘ Uspotadani
‘ Autofagie ‘ cytoskeletu

Vyvoj bunééného
cyklu

Obr. 6 Schéma dvou odlisnych komplexi mTOR kinasy, jejich regulace a forma odpovédi
na rizné podnéty a faktory (Laplante a Sabatini, 2012; upraveno).
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Za anabolismus svalovych proteind, ktery je indukovan pfitomnosti aminokyselin,
jsou primarné¢ zodpovédné esencialni aminokyseliny (Volpi et al., 2003).
Nejvyznamngj$i funkci ze vSech aminokyselin ma rozvétvena aminokyselina leucin.
Cytosolicky leucin pienasi signdl na mTORCI1 regulaci nukleotidového stavu
heterodimerické Rag guanosin trifosfatasy (GTPasa) a dochazi k translokaci mTORC1
z cytosolu na lysosomalni membranu, kde je komplex aktivovan. Do této regulacni drahy
jsou také zapojeny GTPasa aktivujici proteinovy komplex GATORI a pentamericky
proteinovy komplex GATOR?2. Protein Sestrin2 slouzi jako leucinovy senzor a interaguje
s regulatorem GATOR2 (Obr. 7). Sestrin2 je monomericky alfa-helikalni globularni
protein, ktery obsahuje vazebné misto pro leucin (Obr. 8). Vazebné misto obsahuje
kyselinu glutamovou a arginin, kdy nabité volné aminové a karboxylové skupiny
postranniho fetézce vazou hydrofobni leucin z obou stran kapsy proteinu a tvoii solné
mustky (Saxton et al., 2016). Proto obsah leucinu tvoii klicovou vlastnost bilkovinovych

zdroju, jelikoz mize regulovat syntézu proteind.

Sestrin2-Leu

@
+ Leucin :

mTORC1
aktivni

Obr. 7 Model reprezentujici interakci mezi leucinem a proteinem Sestrin2. Vazba leucinu
na Sestrin2 zpisobuje konformacni zménu a disociaci proteinu od komplexu GATOR?2. Nésledné
GATOR?2 aktivuje drahu mTORCI1 (Saxton et al., 2016; pfevzato a upraveno).
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Leucinova kapsa

Obr. 8 Strukturni model proteinu Sestrin2. Barevné vyznacené jsou domény, Cervena barva
reprezentuje vazebné misto pro komplex GATOR2, oranzova vazebnou kapsu pro leucin (Saxton
et al., 2016; ptevzato a upraveno).

Kritickou roli v aktivaci komplexu mTORC1 pravdépodobné hraje i enzym
leucyl-tRNA synthetasa, ktery je citlivy na intracelularni koncentraci leucinu a spousti
molekularni déje, které vedou k aktivaci mMTORCI1. Enzym se pfimo vaze na Rag GTPasu
a slouzi tedy jako GTPasa-aktivacni protein pro Rag GTPasu, ktera nasledné aktivuje

mTORC1 (Obr. 9) (Han et al., 2012).

aminokyseliny — mTORC1 —— translace >

leucin

leucyl-tRNA-
synthetasa

lysosom

Obr. 9 Schéma regulace mTORCI enzymem leucyl-tRNA-synthetasou (Han et al., 2012;
upraveno).
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2.2.1.2 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou organické kyseliny obsahujici nejméné jednu aminoskupinu
asoucasné¢ karboxylovou skupinu. V pfirod¢ se nachazi 22 proteinogennich
aminokyselin, které jsou véazané v bilkovinach nebo se vyskytuji jako volné latky.
V bilkovinach se nachazi vyhradné a-aminokyseliny a s vyjimkou glycinu se jedna
0 opticky aktivni slouc¢eniny. Uhlik v poloze 2, oznaCovany jako a, je vzdy substituovany
-NH; a -COOH skupinou, molekulou vodiku a -R skupinou. R skupina miize
reprezentovat dalsi molekulu vodiku ¢i postranni fetézec, ktery miize obsahovat ptipadné
dalsi -NH2 nebo -COOH skupiny (Obr. 10). Podle polarity postranniho fetézce a iontové
formy v neutralnim prostiedi 1ze aminokyseliny fadit do n€¢kolika skupin. Déle je mozné
aminokyseliny d¢lit, podle schopnosti lidského téla si je syntetizovat, na esencidlni,
semiesencialni a neesenciadlni. Mezi esencidlni aminokyseliny patii valin, leucin,
isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin a tryptofan. Clovék je nucen tyto
aminokyseliny pfijimat z potravy, jejich obsah v potravinach je z vyzivového hlediska
signifikantni. Aminokyseliny zastoupené v potravé v malém mnoZstvi mohou byt
oznacované jako limitujici, jelikoz uréuji rozsah proteosyntézy a maji podil na vyzivové
hodnoté stravy. Semiesencialni aminokyseliny jsou arginin a histidin, kdy rychle rostouci
organismus (u malych déti) neni schopen si je v dostatecné mife syntetizovat (VeliSek

a Hajslova, 2009).

H

H,N——C——COOH

R

Obr. 10 Strukturni vzorec aminokyselin.
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2.2.1.2.1 Aminokyselinové sloZeni konopi a jinych zdroju
Callaway (2004) srovnal aminokyselinové slozeni konopnych semen a jinych potravin
rostlinného i zivocisSného ptivodu (Tab. 5). Konopné semeno obsahuje nutri¢né vyznamné
mnozstvi vSech esencidlnich aminokyselin a ma vyjimecné vysoké mnozstvi argininu.
Oproti ostatnim zdrojim ma také znacny obsah aminokyselin obsahujicich siru,
methioninu a cystinu. Na obrazku 11 je grafické srovnani obsahu aminokyselin v proteinu
Z konopného semene, sojovych bobli a vajecného bilku. Jako je tomu u vétSiny
rostlinnych zdrojt bilkovin, i konopné semeno postrada dostacujici mnozstvi esencidlni
aminokyseliny lysinu, tudiz neni vhodné jako jediny zdroj proteinu ve stravé pro déti
mlad$i 10 let dle pozadavkii na obsah esencialnich aminokyselin FAO/WHO
(WHO & FAO, 1995; Callaway a Pate, 2009).

Biologicka hodnota bilkovin je obecné limitovdna obsahem esencidlnich aminokyselin
lysinu (deficientni v cerealiich a jinych rostlinnych zdrojich), methioninu (deficientni
v kravském mléku a mase), threoninu (deficientni v pSenici a ryzi) a tryptofanu

(deficientni v kaseinu, kukufici a ryzi) (Belitz et al., 2009)

Tab. 5 Typické aminokyselinové slozeni potravin. Jednotlivé hodnoty aminokyselin jsou uvedeny
v gramech na 100 g (Callaway, 2004).

Aminokyselina Brambora  PSenice Kukufice RyZe Repka
Alanin 0,09 0,50 0,72 0,56 1,05
Arginin 0,10 0,61 0,40 0,62 1,49

Asparagova kyselina 0,34 0,69 0,60 0,86 1,82
Cystin 0,02 0,28 0,15 0,10 0,39
Glutamova kyselina 0,37 4,00 1,80 1,68 4,41
Glycin 0,10 0,71 0,35 0,47 1,28
Histidin* 0,03 0,27 0,26 0,19 0,72
Isoleucin* 0,08 0,53 0,35 0,35 1,00
Leucin* 0,11 0,90 1,19 0,71 1,80
Lysin* 0,10 0,37 0,33 0,31 1,49
Methionin* 0,02 0,22 0,18 0,17 0,46
Fenylalanin* 0,08 0,63 0,46 0,43 1,05
Prolin 0,09 1,53 0,85 0,40 1,59

Serin 0,08 0,70 0,47 0,48 1,10
Threonin* 0,07 0,42 0,34 0,34 1,13
Tryptofan* 0,02 0,51 0,04 0,09 0,31
Tyrosin 0,06 0,40 0,36 0,33 0,69
Valin* 0,10 0,61 0,46 0,51 1,26

*esencialni aminokyselina
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Tab. 5 Typické aminokyselinové slozeni potravin. Jednotlivé hodnoty aminokyselin jsou uvedeny
v gramech na 100 g (Callaway, 2004) (pokracovani).

Aminokyselina Séjové boby Konopné Vajeény bilek  Syrovatkovy

semeno prasek
Alanin 1,39 1,28 0,83 0,61
Arginin 2,14 3,10 0,68 0,39
Asparagova kyselina 3,62 2,78 1,23 1,49
Cystin 0,54 0,41 0,29 0,17
Glutamova kyselina 5,89 4,57 1,67 2,40
Glycin 1,29 1,14 0,50 0,29
Histidin* 0,76 0,71 0,28 0,29
Isoleucin* 1,62 0,98 0,74 0,85
Leucin* 2,58 1,72 1,08 1,40
Lysin* 1,73 1,03 0,74 1,15
Methionin* 0,53 0,58 0,47 0,23
Fenylalanin* 1,78 1,17 0,76 0,49
Prolin 1,65 1,15 0,50 0,43
Serin 1,54 1,27 0,92 0,64
Threonin* 1,35 0,88 0,58 1,02
Tryptofan* 0,41 0,20 0,20 0,25
Tyrosin 1,14 0,86 0,46 0,47
Valin* 1,60 1,28 0,98 0,91

*esencialni aminokyselina
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Obr. 11 Grafické znazornéni aminokyselinového profilu bilkovin sdjovych bobi, konopného
semene a vajecného bilku. Ala = alanin, Arg = arginin, Asp = kyselina asparagova, Cys = cystein,
Gly = glycin, His = histidin, lle = isoleucin, Leu = leucin, Lys = lysin, Met = methionin,
Phe = fenylalanin, Pro = prolin, Ser = serin, Thr = threonin, Trp = tryptofan, Tyr = tyrosin,
Val = valin (Callaway, 2004; ptevzato a upraveno).
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Analyzu aminokyselinového sloZeni rostlinnych a Zivocisnych proteinovych izolatt
provedli Gorissen et al. (2018) pomoci UPLC-MS/MS. Aminokyselinové slozeni bylo
srovnano se slozenim lidského kosterniho svalu, které¢ by meélo mit ,,ideédlni”
aminokyselinové slozeni se zameéfenim na syntézu svalovych proteini. VSechny
aminokyseliny jsou potfebné pro syntézu proteint a nedostatek jedné nebo vice z nich
muze ovlivnit odpovéd’ pro syntézu proteint po jidle. Obsah esencidlnich aminokyselin
byl nizsi u rostlinnych zdroji oproti Zivo¢isSnym zdrojim a lidskému kosternimu svalu
(Obr. 12). Konopny proteinovy izolat mél nizsi obsah esencialnich aminokyselin, neZ jsou
pozadavky WHO/FAO/UNU. Tyto pozadavky by nebyly splnény, jestlize by konopny
proteinovy izolat byl jedinym zdrojem bilkovin v potravé béhem dne. Tyto pozadavky
dale nesplnily psSeni¢ny, ovesny, lupinovy izolat a izolat z mikrofasy. Nejvyssi obsah
esencialnich aminokyselin m¢l izolat syrovatkovy.

Konopny proteinovy izolat obsahoval nejniz§i mnozstvi leucinu (5,1 %)
z analyzovanych vzorkl. Leucin je nepostradatelny pro aktivaci proteinové syntézy.
Nejvyssi mnozstvi leucinu zrostlinnych zdroji obsahovaly izolaty kukufi¢ny
a bramborovy. Primérny obsah leucinu vSech rostlinnych izolati byl opét nizsi oproti
zivo¢isnym zdrojim. Obdobné je tomu i s obsahem lysinu a methioninu v rostlinnych

izolatech, ovSem je velka odliSnost ve sloZeni mezi jednotlivymi rostlinnymi zdroji

(Obr. 13).
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Obr. 12 Primérny (= SEM) obsah esencialnich aminokyselin v procentech z celkového proteinu
z bilkovinovych zdroji a lidského kosterniho svalu. Bilé sloupce reprezentuji rostlinné zdroje,
Sedé zivocisné a cerny sloupec lidsky sval. PreruSovana cara znazornuje pozadavky
na aminokyseliny v potravé pro dospélého ¢lovéka (WHO/FAO/UNU Expert Consultation,
2007). Tryptofan nebyl méfen (Gorissen et al., 2018; ptevzato a upraveno).
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Obr. 13 Pramérny (= SEM) obsah esencialnich aminokyselin lysinu (A), leucinu (B), isoleucinu
(C), valinu (D), methioninu (E), histidinu (F), fenylalaninu (G) a threoninu (H) v procentech
z celkového proteinu z bilkovinovych zdroji a lidského kosterniho svalu. Bilé sloupce
reprezentuji rostlinné zdroje, Sedé zivocisné a cerny sloupec lidsky sval. PferuSovana cara
znazoriuje pozadavky na aminokyseliny v potravé pro dospélého ¢loveéka dle WHO/FAO/UNU
Expert Consultation (2007) (Gorissen et al., 2018; pfevzato a upraveno).

2.2.1.3 Lipidy a mastné kyseliny

Lipidy jsou podle struktury klasifikovany na jednoduché nebo slozené. Stavebnimi prvky
jednoduchych a slozenych lipid jsou mastné kyseliny a alkoholy. Jednoduché lipidy
zahrnuji acylglyceroly, etherové acylglyceroly, steroly a jejich estery a vosky. Jednoduse
feCeno mohou byt jednoduché lipidy hydrolyzovany na dvé rtzné slozky, obvykle
na alkohol a mastnou kyselinu. Slozené lipidy jsou fosfolipidy, glykolipidy
a sfingolipidy. Tyto struktury tvoii tfi nebo vice rozdilnych slouc¢enin po hydrolyze.
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Lipidy mohou byt dale rozdéleny podle jejich fyzikélnich vlastnosti pti pokojové teploté
(tekuté oleje a pevné tuky) a jejich polarity (neutrdlni a polarni lipidy). Neutralni lipidy
jsou mastné kyseliny, alkoholy, glyceridy a steroly. Fosfolipidy a glykolipidy jsou polarni
molekuly (O Keefe, 2002).

Mastné kyseliny jsou monokarboxylové kyseliny s dlouhym, nerozvétvenym
a alifatickym fetézcem, ktery je nasyceny nebo nenasyceny. Pfirozen¢ vyskytujici se
mastné kyseliny maji fetézec s 4-28 uhliky. Tukova tkan zivocichi obsahuje vysoké
mnozstvi mastnych kyselin s dlouhym nasycenym fetézcem, zatimco vétSina rostlinnych
olejii obsahuje zna¢ny podil mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin
(Arvanitoyannis et al., 2010).

Esencialni mastné kyseliny jsou polynenasycené, jelikoz obsahuji dvé nebo vice
dvojnych vazeb v hydrofobnim uhlikatém fetézci (Obr. 14) a lidé a ostatni savci nejsou
schopni jejich biosyntézy. Jsou soucasti bunééné membrany a zajistuji jeji tekutost.
V lidském téle se bézné vyskytuji dva typy esencidlnich mastnych kyselin: skupina
omega-6 mastnych kyselin odvozenych od kyseliny cis-linolové (18:2) a skupina
omega-3 mastnych kyselin odvozenych od kyseliny alfa-linolenové (18:3). Existuje jesté
skupina omega-9 mastnych kyselin odvozenych od kyseliny olejové (18:1). Kyselina
olejova ovSem neni esencialni, jelikoz si ji savci mohou vytvofit z jednoduchych
prekurzord. VSechny tfi skupiny nenasycenych kyselin jsou metabolizovany stejnou
sadou enzymu na metabolity s dlouhymi fetézci (Das, 2006Db).

Savéi buiikky nemohou pfeménit omega-6 mastné kyseliny na omega-3, jelikoZ
postradaji enzym omega-3-desaturasu. Skupiny omega-6 a omega-3 mastnych kyselin
jsou metabolicky a funkéné vzdalené a Casto maji dileZité protichtidné fyziologické
funkce. Zatimco bunétné proteiny jsou dané geneticky, sloZeni polynenasycenych
mastnych kyselin v bunééné membrané ve velké mire zalezi na pfijmu ze stravy. Vyssi
pomér omega-6/omega-3 mastnych kyselin, jak je tomu pievazné v zapadni straveé, mize
vést k patogenezi fady nemoci zahrnujicich kardiovaskuldrni onemocnéni, rakovinu,
osteopordzu a zanétlivé a autoimunitni onemocnéni. Naopak zvySeny piijem omega-3
kyselin miize pomoci v prevenci srdecnich chorob a jinych onemocnéni (Simopoulos,

1991; Simopoulos, 2006).
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Omega-3 uhlik
Alfa-linolenova kyselina (18:3) \_ " N\_"—N_" "N NN COCH
Stearidonova kyselina (18:4) N~ N\ """ N" NN cooH
Eikosapentaenova kyselina (20:5) NP e e e e an av L
Dokosapentaenova kyselina (22:5) NN TN TN TN TSN N CO0H
Dokosahexaenova kyselina (22:6) \/=\/=\/=\/=\/=\/=\/\COOH

Omega-6 uhlik
Linolové kyselina (18:2) N\ N\ N NN COOH
Gama-linolenové kyselina (18:3) P e S i Tk

Dihomo-gama-linolenova kyselina (20:3) PG NG NGRS s

Arachidonové kyselina (20:4) PV e N e N U Ul
Dokosapentaenovéa kyselina (22:5) N\MMNCOOH

Obr. 14 Nazvy (pocet uhlikti a dvojnych vazeb) a struktury omega-3 a omega-6 mastnych kyselin
(Doughman et al., 2007).

2.2.1.3.1 Obsah mastnych kyselin v konopi

Loupana konopna semena obsahuji 44 % oleje, celé neloupané semeno 36 % a konopné
vylisky 11 %. Konopny olej obsahuje vice nez 80 % polynenasycenych mastnych kyselin
a je vyznamnym zdrojem esencidlnich mastnych kyselin, zejména kyseliny linolové,
patfici do skupiny omega-6 mastnych kyselin, a kyseliny alfa-linolenové, patfici
do skupiny omega-3 mastnych kyselin a jejich mnozstvi v oleji ptevlada. Pomér
omega-6 a omega-3 mastnych kyselin je obvykle v konopném oleji mezi 2:1 a 3:1 a tento
pomeér je povazovan za optimalni pro lidské zdravi (Callaway, 2004). Soucet mnozstvi
kyseliny linolové a linolenové v oleji mize dosahovat az 80 g na 100 g oleje (Obr. 15).
Naopak obsahuje malé mnozstvi nasycenych mastnych kyselin, pfiblizné 9 g na 100 g
oleje. V obsahu nasycenych mastnych kyselin jsou zejména zastoupeny kyseliny

palmitova a stearova (Matthdus a Briihl, 2008).
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Obr. 15 Obsah mastnych kyselin v konopném oleji ze semen a porovnani mezi dvéma roky
kultivace (Matthéus a Briihl, 2008; pfevzato a upraveno).

Obsah mastnych kyselin v oleji zavisi na roku kultivace, klimatickych podminkach,
lokalité a genotypu (Matthdus et al., 2006). V minulosti nebyla zjisténa vyznamna zména
ve slozeni esencialnich mastnych kyselin mezi odridou péstovanou pro olejnaté semeno
Vv jizni Evropé¢ a odriidou pro vladkno péstovanou ve stfedni Evropé (Tab. 6) (Callaway,
2004). Ovsem byla pozorovana zména v zastoupeni kyseliny gama-linolenové
a stearidonové v konopném semeni mezi severnimi a jiznimi odridami. Nejvyssi
koncentrace téchto mastnych kyselin byla nalezena u odriid konopi z extrémniho
severniho klimatu (Callaway et al., 1997). Pravdépodobné vysoce nenasycené mastné
kyseliny chrani semeno pfed zamrznutim béhem zimnich mésict a konopny olej se zacina
zhust'ovat az pii nékolika dennim skladovanim pfti teplotdich méné jak -20 °C (Callaway

a Pate, 2009).

Tab. 6 Profil mastnych kyselin (%) konopnych semen péstovanych pro ziskani oleje a vlakna
(Callaway, 2004).

Mastna kyselina Konopné semeno péstované Konopné semeno péstované
pro oleje pro vlakno
Palmitova 5 8
Stearova 2 3
Olejova 9 11
Linolova 56 55
Alfa-linolenova 22 21
Gama-linolenova 4 1
Stearidonova 2 <1
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2.2.1.3.2 Srovnani rostlinnych zdroji lipidi

Mnozstvi oleje v konopnych semenech je pfiblizn¢ mezi 28 a 35 gramy na 100 gramu
semen. Obsah oleje je lehce nizsi v porovnani se semeny fepky (45 g-100 g1) a vyssi
oproti s6jovym bobtim (20 g-100 g!) (Matthéus a Briihl, 2008). Callaway (2004) proved|
srovnani slozeni mastnych kyselin v konopném semenu a jinych olejnatych semenech
(Tab. 7). Konopné semeno obsahovalo vSechny stanovované mastné kyseliny a 84 %
polynenasycenych mastnych kyselin, coz bylo druhé nejvyssi procentualni mnozstvi
ze zkoumanych semen. O procento vyssi obsah téchto kyselin mély semena pupalky.
Konopné semeno obsahovalo také znacné mnozstvi esencidlnich mastnych kyselin:
kyseliny linolové, stearidonové, alfa- a gama-linolenové. Kyselina stearidonova byla
stanovena uz jen vV ¢erném rybize a V minimalnim mnoZstvi v pSeni¢nych klic¢cich. Vyssi
obsah kyseliny alfa-linolenové byl zméfen velnéném semenu a kyselina
gama-linolenovéa byla v nékterych plodindch zcela neptitomna.

Triacylglyceroly jsou tvofeny jednou molekulou glycerolu a tfemi mastnymi
kyselinami, které jsou s glycerolem spojeny esterovou vazbou (Obr. 16). Mastné kyseliny
nachdzejici se na vné&jsi pozici triacylglycerolu (pozice 1 a 3) v potravinovych olejich jsou
jednoduse hydrolyzovany béhem traveni pankreatickymi a lipoproteinovymi lipasami,
prevazné ve dvanactniku. Zbyvajici mastna kyselina v prostiedni pozici (pozice 2) nové
vytvoten¢ho monoacylglyceridu je uchovana v chylomikronech, kde mize byt vytvotfen

novy triacylglycerol z ostatnich mastnych kyselin v téle (Callaway a Pate, 2009).

Tab. 7 Typicky profil (%) mastnych kyselin konopného semene a jinych olejnatych semen
(Callaway, 2004).

Plodina Palmitova Stearova Olejova Linolova  Alfa-linolenova
kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina

Konopné semeno 5 2 9 56 22
Cerny rybiz 7 1 11 48 13
Lnéné semeno 6 3 15 15 61
Pupalka 6 1 8 76 0
Slunecnice 5 11 22 63 <1
Pseni¢né klicky 3 17 24 46 5
Repka 4 <1 60 23 13
Soja 10 4 23 55 8
Brutnak 12 5 17 42 0
Kukuftice 12 2 25 60 1
Olivy 15 0 76 8 <1
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Tab. 7 Typicky profil (%) mastnych kyselin konopného semene a jinych olejnatych semen
(Callaway, 2004) (pokracovani).

Plodina Gama-linolenova Stearidonova  Polynenasycené Pomér
kyselina kyselina mastné kyseliny ~ omega-6/omega-3
Konopné semeno 4 2 84 2,5
Cerny rybiz 17 3 81 41
Lnéné semeno 0 0 76 0,2
Pupalka 9 0 85 >100,0
Slunecnice 0 0 63 >100,0
PSeni¢né klicky 5 <1 56 10,2
Repka 0 0 36 1,8
Soja 0 0 63 6,9
Brutnak 24 0 66 >100,0
Kukutice 0 0 60 60,0
Olivy 0 0 8 >100,0

Déle miize tento monoacylglycerid slouzit jako prekurzor pro stfevni nebo jaterni
fosfolipidovou syntézu. Je tedy zna¢né vyhodné, aby se v centralni pozici triacylglycerolu
nachdzely esencidlni mastné kyseliny pro dlouhodobé zdravotni u€inky potravinovych
oleju. Z komer¢nich olejti je pravdépodobné konopny olej jedinym zdrojem, ktery dokaze
dodat obé esencidlni mastné kyseliny (linolovou a linolenovou) v centralni pozici
triacylglycerolu ve vyznamném mnozstvi, jelikoz LnLLn, LLL a LLnLn tvofi az 45 %

ze vsech triacylglycerold (Tab. 8) (Callaway a Pate, 2009).

Glycerol Mastna Kkyselina
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[ | I )
H 0)

| I
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Obr. 16 Struktura triacylglycerolu piedstavujici glycerol a tfi mastné kyseliny vazané esterovou
vazbou. Oznaceny jsou jednotlivé pozice mastnych kyselin na glycerolové kostie (Mills et al.,
2017; prevzato a upraveno).
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Tab. 8 Stereospecifita (pozice 1, 2, 3) prevazujicich triacylglycerolti vyskytujici se v konopném
oleji a srovnani s ostatnimi rostlinnymi oleji. Ln = kyselina alfa-linolenova, L = kyselina linolova,
O = kyselina olejova, P = kyselina palmitova. (Data ziskana z Krist et al., 2006; Karupaiah
a Sundram, 2007; Callaway a Pate, 2009).

Typ olej Triacylglyceroly

Konopny olej LnLLn LLL LLnLn
Lnény olej LnLnLn LnLnL LnLnO
Repkovy olej 000 LOO ooLn
Olivovy olej 000 OOP OLO
Kukufiény olej LLL LOL LLP
Sojovy olej LLL LLO LLP
Slune¢nicovy olej LLL OLL LOO

2.2.1.3.3 Metabolismus esencialnich mastnych kyselin
Pomér omega-6 a omega-3 mastnych kyselin je jednim z kritérii ovlivitujici prospéSnost
oleju pro lidské zdravi. Esencidlni mastné kyseliny linolova a alfa-linolenova, které je
nutné pfijimat z potravy kvuli neschopnosti lidského organismu si je biosyntetizovat,
spolu soupeti o vazebné misto enzymu delta-6-desaturasy. Delta-6-desaturasa katalyzuje
klicovou reakci pfemény esencidlnich mastnych kyselin na polynenasycené mastné
kyseliny a limituje rychlost po¢atecni desaturace (Stoffel et al., 2008). Kyselina linolova
je metabolizovana na dihomo-gama-linolenovou a arachidonovou kyselinu, kyselina
linolenovd na kyselinu eikosapentaecnovou a dokosahexaenovou. Ne&které z téchto
mastnych kyselin s dlouhymi fetézci jsou prekurzorem dalSich metabolitli, jako jsou
prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny, lipoxiny a resolviny (Obr. 17) (Das, 2006a).
Ukolem desaturas je odstranéni 2 atomii vodiku, zatimco elongasa pfidava 2 uhliky.
Tti skupiny polynenasycenych mastnych kyselin spolu soutézi o stejnou sadu enzymt.
Enzymy metabolizuji skupiny mastnych kyselin s touto preferenci: omega-3 > omega-6
> omega-9. OvSem aktivity desaturas v lidském téle jsou pomalé (delta-5 > delta-6).
Pfeména linolové a alfa-linolenové Kyseliny na jejich pfislusné metabolity mize byt
v nékterych piipadech nedostatecnd. Béhem nékterych nemoci a starnuti mize nastat

situace, kdy je poteba metabolity pfimo suplementovat (Das, 2006b).
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Obr. 17 Schéma znazorfujici metabolismus esencialnich mastnych kyselin a vliv faktort
na aktivitu delta-6 a delta-5-desaturasy a elongasy a tvorbu prostaglandint. (+) ZvySeni aktivity
enzymu nebo narist tvorby produktu. (-) Inhibice aktivity enzymu nebo pokles tvorby produktu
(Das, 2006a).
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Pfeména Kkyseliny alfa-linolenové na metabolity s dlouhymi fetézci, zejména
na dokosahexaenovou kyselinu, je vétsi u zen nez u muzu. Tato odlisnost v metabolismu
u pohlavi by méla byt brana v uvahu pii doporuceni denni konzumace polynenasycenych
mastnych kyselin (Burdge, 2006). Na obrazku 18 jsou graficky znazornény obsahy

esencidlnich a polynenasycenych mastnych kyselin v riznych slozkéach potravy.

2.2.1.3.4 Stabilita olejii z hlediska jejich sloZeni mastnych kyselin

Chemicka nestabilita rostlinnych olejli je primarné dana mirou nenasycenosti mastnych
kyselin a jejich procentualnim obsahem. Tato chemicka odlisnost vysvétluje, pro¢ jsou
relativné nasycené oleje palmovy a kokosovy stabilng€j$i neZ vysoce nenasycené oleje
konopny a Inény. Palmovy a kokosovy olej jsou také v pevném stavu pii pokojové teploté,
na rozdil od konopného a Inéného oleje, které jsou tekuté i pii nizkych teplotach

(Callaway a Pate, 2009).

37



80000 | Linolova kyselina

m Alfa-linolenova kyselina

70000 H Arachidonova kyselina
60000 Eikosapentaenova + dokosahexaenova kyselina
= 50000

30000
20000
10000
0 m In » | I - - II - - I_ I -
\© D DD A D DD AD D F DS O F R @
SN O\Vb\b\\o\\ev\\\%&\@ge
& %&ﬁ &é’sﬁ‘@§?w§} RNy SO §3;39 FH H TR SIE
& FE G TS STWFETE @
S O & TFTEE >
N
Q@ %\\3« A\Q
NS
&
S

Obr. 18 Obsah polynenasycenych mastnych kyselin v zivo¢isnych a rostlinnych zdrojich tuku.
Data jsou vyjadfena v mg na 100 g porce. V grafu jsou zndzornény obsahy kyseliny linolové,
alfa-linolenové, arachidonové a suma kyselin eikosapentaenové a dokosahexaenové. (Data jsou
vypracovana z téchto zdroju: Hughes a Dhiman, 2002; Benatti et al., 2004; Das, 2006b).

Konopny olej neni vhodny pro pfipravu jidel, které musi byt vystaveny vyS$im
teplotam po delsi dobu. Panensky konopny olej vykazuje znacn¢ krat$i oxidacni stabilitu
v Rancimatové testu pii 120 °C v porovnani s panenskym olivovym a fepkovym olejem.
Panenské Inéné a olivové oleje maji oxidacni stabilitu pfiblizn€ 4 a 6 hodin, panensky
konopny olej je oxidaéné zkazeny za méné jak jednu hodinu. Konopny olej také neni
doporuceno konzumovat po skladovani déle jak 2 mésice v oteviené lahvi (Parker et al.,
2003; Matthaus a Briihl, 2008). Nachylnost k oxidaci je také zvySena ptitomnosti
chlorofylu. Panensky konopny olej musi byt béhem skladovani chranén pied svétlem.
Nedostatecna opatfeni mohou byt snadno detekovatelnd, olej méni svou barvu ze zelené
na Zlutou. Vystaveni svétlu musi byt zabranéno béhem vyroby a poté musi byt olej
skladovan v tmavé 1ahvi (Matthdus a Briihl, 2008; Callaway a Pate, 2009).

V dnes$ni dobé se konopné oleje extrahuji prevazné€ lisovanim semen za studena.
Ve srovnani s extrakci rozpoustédly nebo za vysokych teplot se nedosahuje stejného
extrak¢éniho vytézku, ale vyhodou této techniky jsou mensi degrada¢ni zmény v oleji. Olej
neni také potfeba chemicky oSetfovat a obsahuje ptirodni antioxidanty. Jeden z parametra
pro vyjadieni oxidacni stability oleje je stanoveni peroxidového ¢isla, jelikoZ nenasycené

vazby mastnych kyselin v konopném oleji jsou vysoce nachylné k oxidaci vzdusnym
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kyslikem. Vysoké teploty a pfistup vzduchu zplsobuji zvySeni hodnot peroxidového
Cisla, kterym se stanovuje obsah primarnich oxida¢nich produktt (Tab. 9) (Siger et al.,
2008; Dimic et al., 2009).

Béhem autooxidace olejii dochazi ke tvorbé primarnich, sekundarnich a terciarnich
oxidacnich produktl, kdy nasledné olej neni vhodny ke konzumaci. Faktory, které
ovlivituji miru autooxidace, jsou mnozstvi pritomného kysliku, stupeii nenasycenosti,
pritomnost antioxidanti a prooxidanti (méd’, organické slouceniny, jakou jsou lipoxidasy
a molekuly obsahujici hem skupinu), skladovaci teplota a vystaveni svétlu. Autooxidacni
reakce Ize rozdélit do tii ¢asti: iniciace, propagace a terminace (Obr. 19). Béhem iniciace
dochazi k odstranéni atomu vodiku z uhliku vedle dvojné vazby (allylova pozice).
Z atomu vodiku se stdva volny radikal, ktery se spojuje s kyslikem a tvoti peroxy volny
radikal. Vznikly radikal odstrafiuje dal$i atom vodiku z molekul avznika molekula
peroxidu vodiku. Jakmile oxida¢ni degradace za¢ne, zahrnuje do reakce dalsi, do té doby
nezucastnéné, molekuly. Tyto reakce probihaji neustale, dokud volné radikaly mohou
reagovat mezi sebou. V terminac¢ni fazi dochazi ke vzniku neaktivnich produkti (deMan,
1999; Callaway a Pate, 2009).

Tab. 9 Hodnoty peroxidového &isla oleju lisovanych za studena pro odlisné odrtdy konopi
na pocatku a po indku¢nim Case, metoda zrychleného oxida¢niho testu (Rancimat) pti 100 °C
a proudéni vzduchu 18-20 I-h? (Dimi¢ et al., 2009).

Odruda Pocateéni hodnota Hodnota peroxidového ¢isla
peroxidového &islo (mmol-kg?) po indukci (mmol-kg?)
Novosadska 6,42 6,8
Secuieni 6,43 6,4
Beniko 451 6,4
Felina 34 4,26 7,0
Futura 75 4,24 7,6
Tiborszallasi 4,10 6,8
Carmagnola S. 5,20 6,6
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RH ~ R + H Iniciace

R+ 0, RO'Z Propagace

RO, * RH —— ROOH* R
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R * RO, —> RO,R
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Obr. 19 Jednotlivé kroky autooxida¢ni reakce a vznik produktt (deMan, 1999).

Na obrazku 20 jsou graficky znazornény hodnoty indexu oxidacni stability
pro konopny olej a oleje zjinych surovin. Indexy byly vyjadieny jako pocet hodin
potfebnych pro vytvofeni meéfitelné Zluklosti vzorkli oleje pifi Rancimatove testu.
konopného oleje je potieba nejkratsi doba a je vysoce nachylny k oxidaci (Parker et al.,

2003).
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Obr. 20 Hodnoty indexu oxida¢ni stability komer¢nich oleju lisovanych za studena. Oleje byly
testovany v triplikatech, pouze konopny olej v duplikatu (Parker et al., 2003; pievzato
a upraveno).
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Dal8i zména probihajici v olejich je hydrolyza lipidl, kdy dochazi k uvoliiovani
mastnych kyselin z vazeb chemickymi nebo enzymatickymi reakcemi a tvorbé volnych
mastnych kyselin. I kdyz ptivodni pfi¢iny a nasledky oxidacni a hydrolytické degradace
jsou odlisné, vzajemne¢ spolu interaguji a spolecné se podileji na redukei trvanlivosti oleja
(Frega et al., 1999). Obsah volnych mastnych kyselin v olejich a tucich se vyjadiuje
pomoci hodnot c¢isla kyselosti. V tabulce 10 jsou uvedeny maximalni hodnoty
peroxidového cisla a Cisla kyselosti dle vyhlasky ¢. 90/2000 Sb. Ministerstva zeméd¢€lstvi
(Vyhlaska MZe ¢. 90/2000 Sb.). Vyhlaska uz momentalné neni platna, v roce 2016 byla
nahrazena vyhlaskou ¢. 397/2016 (Vyhlaska MZe ¢. 397/2016 Sb.). Zde uz ovSsem nejsou
uvedeny zadné maximalni hodnoty pro parametry hodnotici kvalitu oleji.

Poustkova et al. (2010) zkoumali kvalitu konopného oleje podle jeho ziskani. Jednim
ze stanovenych parametri bylo Cislo kyselosti, peroxidové a jodové Eislo (Tab. 11).
Jodové ¢islo vyjadiuje obsah nenasycenych vazeb v oleji. Prvni olej byl ze semen lisovan
za studena, druhy olej extrahovan pomoci CO2. Olej extrahovany mél vyssi hodnotu
a nésledné casové prodlevé pted samotnou extrakci. Hodnoty u obou olejli je ovSem nutné
povazovat za zvySené, u vzorkll uz probihala autooxidace. Olej lisovany mél vyssi
hodnotu ¢isla kyselosti, tudiz obsahoval vice volnych mastnych kyselin. Jodové ¢islo bylo
u obou olejii srovnatelné a odpovidalo hodnotdm 154-165 g 1,-100 gt z piedeslé studie
(Anwar et al., 2006). V pribéhu skladovani oleji dochazelo ke zvySeni peroxidového
Cisla a nasledné jeho poklesu zpisobenym pieménou primarnich oxida¢nich produktt

(hydroperoxidt) na sekundarni (aldehydy, oxokyseliny) (Obr. 21).

Tab. 10 Hodnoty ¢isla kyselosti a peroxidového ¢isla. Uvedené hodnoty plati obecné pro vSechny
rostlinné tuky a oleje a jejich smési (Vyhlaska MZe ¢. 90/2000 Sb.).

Parametr Maximéalni hodnota
Cislo kyselosti (mg KOH-g) 0,6
Cislo kyselosti pro oleje lisované za studena a takto deklarované 4,0
(mg KOH-g)
(:Jl'slo peroxidové (mekv. per. kysl.-kg?) 10,0
Cislo peroxidové pro oleje lisované za studena a takto deklarované 15,0

(mekv. per. kysl.-kg™)
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Tab. 11 Parametry urcujici kvalitu oleji pro konopny olej lisovany za studena a pro konopny olej
extrahovany pomoci CO;. Oba oleje byly ziskany ze stejnych semen (Poustkova et al., 2010).

Parametr Olej lisovany Olej extrahovany
Peroxidové ¢&islo (mekv. O2-kg?) 12,62 18,20
Jodové &islo (g 1-100 g 155,67 154,43
Cislo kyselosti (mg KOH-g™) 4,14 0,96

2.2.2 Mikronutrienty

2.2.2.1 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy jsou S$iroka skupina organickych sloucenin a jedna se o esencidlni
mikronutrienty. Vitaminy in vivo maji né€kolik funkci. Slouzi jako koenzymy nebo jejich
prekurzory (niacin, thiamin, riboflavin, biotin, kyseliny pantothenova, vitamin Be,
vitamin By, folat), nebo jako soucasti antioxidaéniho obranného systému (kyselina
askorbova, nékteré karotenoidy, vitamin E). Jejich dals$i funkce muZe byt v genové
regulaci (vitamin A a D) ¢i maji specialni funkce, jako naptiklad vitamin A (zrak),
kyselina askorbova (hydroxyla¢ni reakce) nebo vitamin K (karboxyla¢ni reakce)
(Gregory 111, 2007). Vitaminy se déli do dvou skupin podle jejich fyzikalnich vlastnosti:
na lipofilni a hydrofilni vitaminy. Lipofilni vitaminy jsou rozpustné v tucich a jedna se
o vitaminy A, D, E a K. Hydrofilni vitaminy jsou rozpustné ve vod¢ a sem patii vitaminy

skupiny B a vitamin C (Velisek a Hajslova, 2009).
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Obr. 21 Graf zavislosti peroxidového ¢isla konopného oleje na dobé skladovani. Oba oleje byly

ziskéany ze stejnych semen. Prvni olej byl lisovan za studena, druhy extrahovéan ze semen pomoci
CO: (Poustkova et al., 2010; ptevzato a upraveno).
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Béhem chemickych a fyzikalnich jevii muze dochazet k potencionalnim ztratdm
vitaminti kvali jejich stabilit¢ bez ohledu na to, jestli se vitaminy vyskytovaly
V potravinach ptirozené nebo byly do nich pfidany. K nevyhnutelnym ztratdm dochazi
béhem vyroby, distribuce, prodeje, skladovani, ptipravy jidel a také béhem zachéazeni
a distribuce ovoce, zeleniny a plodin po sklizni (Gregory I11, 2007).

Mineralni latky jsou pevné, krystalické, chemické prvky, které nelze rozlozit nebo
syntetizovat béznymi chemickymi reakcemi. Piestoze minerdlni latky ptredstavuji
minoritni ¢ast slozek potravy, maji dtlezitou roli v chemii potravin a vyzivé. (Singh et al.,
2007). Mineralni latky lze podle jejich mnozstvi klasifikovat do tfi skupin: majoritni
(makroelementy), minoritni mineralni prvky a stopové prvky (mikroelementy). Majoritni
minerdlni latky se mohou v potravindch vyskytovat az v jednotkach hmotnostnich
procent a jedna se 0 sodik, draslik, hot¢ik, vapnik, chlor, fosfor a siru. Mezi minoritni
minerdlni latky patii Zelezo a zinek a jejich hmotnostni koncentrace muze byt
nékolik desitek az stovek mg-kg?. Stopové prvky jsou zastoupeny v nizkych
koncentracich, fadi se sem naptiklad hlinik, kobalt, bor, chrom, méd’, fluor, selen, mangan
a jod (Velisek a Hajslova, 2009).

Dostupnost a reaktivita mineralnich latek zavisi ve velké mife na jejich rozpustnosti
ve vode¢, jelikoz vétsina nutrientdl je dodana a metabolizovana organismy ve vodném
prostiedi. Prvky skupiny I.A a VIL.A (Obr. 22) se vyskytuji v potravinach prevazné jako
volné ionty (Na*, K*, CI" a F). Tyto ionty jsou velmi rozpustné ve vodé a maji nizkou
afinitu k vétsing ligandd, proto se vyskytuji jako volné ionty ve vodném roztoku. VétSina
ostatnich mineralnich latek se vyskytuje jako slabé komplexy, chelaty nebo ve vazbé
s kyslikem (Miller, 2007).

-A lI-A llI-B IV-B V-B VI-B VII-B VI v vie I-B 1I-B 1I-A IV-A V-A VI-A VI-FA O

H He
L | Be E|C |N|O F | Ne
Na | Mg Al LS [P | S | CF | Ar

K |Ca |Sc (Ti |V [Cr |Mn|Fe |Co | M |Cu|Zn | Ga|Ge |As [Se | Br | Kr

Ro |Sr | Y |Zr |Nb (Mo | Tc [Ru | Rh |Pd | Ag |Cd | In [Sn | Sb | Te | | Xe
Cs|Ba |[Ln |Hf |Ta | W |Re [Os | Ir | Pt JAu|Hg | T [Pb | Bi [Po | At | An

Fr ([Ra | Ac | Th | Pa ]

Obr. 22 Periodicka tabulka piirozend se vyskytujicich prvka. Sedé jsou prvky, které jsou
oznacovany jako esencialni pro zivo¢ichy a lidi (Miller, 2007; pievzato).
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2.2.2.1.1 Obsah vitamini a mineralnich latek v konopi a jinych zdrojich
Konopné semeno obsahuje znaéné mnozstvi vitamina a prospéSnych mineralnich latek
(Tab. 12). Vitamin E v tabulce reprezentuje soucet dvou tokoferolt: alfa-tokoferolu
(5 mg-100 g!) a gama-tokoferolu (85 mg-100 g?), jejichz celkové mnozstvi v semeni je
90 mg-100 g*. Dle Matthius et al. (2006) prevazuje v konopném oleji gama-tokoferol,
jehoz podil z celkovych tokoferolii je 85 %. Mnozstvi ostatnich tokoferolti je nizsi.
Alfa- a delta-tokoferoly jsou zastoupeny po 5 % procentech, obsah beta-tokoferolu
a plastochromanolu-8 je mensi nez 1 %. Oomah et al. (2002) vyjadtili pomér tokoferolt
v konopném oleji 5:2:90:3 piislusici pro alfa/beta/gama/delta-tokoferol.

Mattila et al. (2018) zméftili obsah mineralnich latek v nutriéné hodnotnych plodinach
(Tab. 13, 14) metodou optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES). Kadmium bylo stanoveno pomoci atomové absorpéni spektrometrie v rezimu
elektrotermické atomizace (ET-AAS). VSechna studovana semena byla bohatym zdrojem
hlavnich minerdli (Ca, K, Mg, P, S) a stopovych prvkil (Cu, Fe, Mn, Zn). Slupky
z konopnych semen obsahovaly o0 30-65 % mén¢ hlavnich prvka a zinku nez celé semeno.
Med’ a hotcik byly vice distribuovany v celém semeni, které zaroven obsahovalo pomérné
vysoké mnozstvi zinku. Nejvy$$si mnoZstvi manganu bylo ze studovanych vzorkl
zméteno v konopném semenu a jeho slupkach. Pohanka obsahovala nejvyssi mnozstvi

médi a zeleza.

Tab. 12 Typické nutri¢ni hodnoty (mg-100 g*) pro vitaminy a mineraly v konopném semeni
(Callaway, 2004).

Vitamin nebo mineralni latka Hmotnostni koncentrace (mg-100 g?)
Vitamin E 90,0
Thiamin (B1) 0,4
Riboflavin (B2) 0,1
Fosfor (P) 1160
Draslik (K) 859
Hoi¢ik (Mg) 483
Vapnik (Ca) 145
Zelezo (Fe) 14
Sodik (Na) 12
Mangan (Mn) 7
Zinek (Zn) 7
Med’ (Cu) 2
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Tab. 13 Primémy obsah mineralnich latek ve vzorcich plodin. Hodnoty jsou uvedeny v g
na 100 g suché hmoty (Mattila et al., 2018).

Vzorek Vapnik  Draslik  Hoi¢ik  Fosfor Sira

Bob obecny, cely 0,103 1,33 0,150 0,656 0,212

Bob obecny, loupany a mlety 0,049 1,50 0,127 0,798 0,285
Lupina, cela 0,310 0,086 0,221 0,470 0,287
Pohanka, cela a mleta 0,022 0,584 0,270 0,544 0,212
Pohanka, otruby 0,029 1,17 0,55 1,23 0,356
Quinoa, cela 0,053 1,00 0,260 0,54 0,17
Quinoa, perlova 0,021 0,29 0,066 0,11 0,077
Lnéné semeno 0,233 0,940 0,382 0,656 0,212
Konopné semeno, celé 0,127 0,921 0,496 1,17 0,278
Konopné semeno, slupka 0,166 0,529 0,221 0,393 0,141
Repkové semeno, press cake 0,872 1,32 0,544 1,39 0,61

Tab. 14 Pramérny obsah mineralnich latek a kadmia ve vzorcich plodin. Hodnoty jsou uvedeny
v mg na 100 g suché hmoty (Mattila et al., 2018).

Vzorek Meéd’ Zelezo Mangan Zinek Kadmium
Bob obecny, cely 1,66 2,65 1,44 4,85 0,0016
Bob obecny, loupany a mlety 2,1 3,3 1,00 7,20 0,0005
Lupina, cela 0,64 2,37 2,91 3,40 0,0022
Pohanka, cela a mleta 0,66 3,51 1,96 3,94 0,0047
Pohanka, otruby 6,4 5,9 47 7,6 0,0152
Quinoa, cela 0,66 2,8 4,3 3,8 0,0039
Quinoa, perlova 0,25 15 0,46 2,4 0,0036
Lnéné semeno 1,34 3,48 1,75 5,17 0,0269
Konopné semeno, celé 1,89 4,38 10,5 6,97 0,0015
Konopné semeno, slupka 1,80 3,06 12,1 2,92 0,0015
Repkové semeno, press cake 0,60 0,43 5,60 5,87 0,0162
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2.3 Metody

2.3.1 Stanoveni celkovych proteini
Techniky pro analyzu proteini v potravinach musi byt robustni. To znamena, Ze musi byt
aplikovatelné pro Siroké spektrum vzorku, pro Cerstvé potraviny, tak i pro potraviny
zpracované. Robustni techniky lze také pouzit pro potraviny v rtiznych fyzikalnich
stavech (kapalina, emulze, gely, pasty, prasek) a z rizného ptivodu (rostlinné a zivocisné
zdroje). Analyzy pro stanoveni proteinii by mély mit minimalni pfedpfipravu vzorku,
jelikoz takova priprava zplisobuje chybovost a snizuje analytickou pfesnost. Nékteré
vyznamné metody pro stanoveni proteint jsou uvedeny v tabulce 15. Kjeldahlova metoda
dava presna méfeni proteini bez ohledu na skupensky stav vzorku a stala se referencni
metodou vV mnoha mezinarodnich organizacich. Nicméné znepokojivé muze byt pouziti
nebezpecnych a potencialné toxickych chemikélii béhem analyzy. Dumasova spalovaci
prostiedi. U obou metod ovSsem mize dochazet K interferenci kvuli pfitomnosti jinych
zdrojt dusiku ve vzorku (Owusu-Apenten, 2002).

Kjeldahlova metoda byla publikovana roku 1883. Plivodni metoda byla znacné
modifikovana béhem let. Klicovymi kroky analyzy jsou rozlozeni vzorku, neutralizace,
destilace, zachyceni amoniaku a titrace zasobnim roztokem kyseliny (Owusu-Apenten,

2002).

Tab. 15 Metody pro analyzu proteinii z potravin, sefazeny piiblizné¢ chronologicky
(Owusu-Apenten, 2002).

Rok Technika

1831 Dumas

1843 Nesslerovo ¢inidlo

1849 Biuretova metoda

1859 Alkalické fenolové Cinidlo (Berthelotova metoda)
1883 Kjeldahlova metoda

1927 Folin-Ciocalteuova metoda
1944 Vazani barviva

1951 Lowryho metoda

1960 Pfima alkalicka destilace
1960 Blizka infracervena spektroskopie
1971 Berthletova reakce modifikace
1975 Lowryho metoda modifikace
1976 Bradfordova metoda

1985 Bicinchoninova metoda
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Kjeldahlova metoda je oficialni metodou pro stanoveni hrubé bilkoviny v krmivech,
zrnu a olejnatych semenech Asociace oficialnich analytickych chemik (AOAC Official
Method 2001.11) (Association of Official Analytical Chemists International, 2002).
| kdyz se jednd o pomérné starou metodu, je stile aktudlni pro analyzu proteinil
Vv potravinach a vhodna pro jejich vzajemné srovnani (Mattila et al., 2018).

Samotna destilace a titrace se v dneSni dobé uz nemusi provadét manualné.
Automatickou nebo semiautomatickou destilaci, titraci a kalkulaci 1ze provést na piistroji
Kjeltec™ (Obr. 23), ktery nachazi uplatnéni v laboratofich s rutinni analyzou vzorki
pomoci kjeldahlizace. Integrovany bezpecnostni systém zajist'uje bezpe¢ny a jednoduchy

proces béhem analyzy (Foss Analytical).

Obr. 23 Piistroj Kjeltec™ 2300 (vlevo) pro automatickou destilaci a kolorimetrickou titraci
analyzy vzorkti metodou kjeldahlizace. Na obrazku je také umisténo topné hnizdo Tecator™
Digestor 20 Auto Lift, kde probiha mineralizace vzorku v kyseliné sirové (Euritmic Grup,
pievzato).
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2.3.2 Elektroforeticka separace proteini konopi

Hlavni proteiny pfitomné v konopném proteinovém izolatu jsou edestin a albumin.
Separaci a  charakterizaci  proteini  lze provést pomoci elektroforézy
Vv polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecyl siranu sodného (SDS-PAGE) podle
Laemmliho (Laemmli, 1970), béhem let doslo k modifikacim metody. Separace probiha
Vv diskontinualnim systému v 5% zaostfovacim a 12,5% separa¢nim gelu, rozpoustéci
pufr obsahuje 1,0 % SDS (w/v). Vysledkem jsou oddélené proteinové frakce (Obr. 24).
Pufr mize také obsahovat f-mercaptoethanol, ktery prerusuje disulfidové vazby mezi

podjednotkami (Wang et al., 2008).

B-mercaptoethanol

SPI H-11S H-7S HPI MW HPI H-7S H-118 SPI

52,5 kDa

BS

Obr. 24 Profily proteinovych frakci konopného a sdjového proteinového izolatu po SDS-PAGE
Vv ptitomnosti B-mercaptoethanolu (leva ¢ast gelu) nebo jeho neptitomnosti (prava cast gelu).
SPI: s6jovy proteinovy izolat; HPI: konopny proteinovy izolat: H-11S: konopny proteinovy izolat
bohaty na 11S; H-7S: konopny proteinovy izolat bohaty na 7S; MW: molekulovd hmotnost;
molekulové markery a, b, c, d, e, f: 97,4; 66,2; 43; 31, 20,1; 14,4 kDa; AS: kysela podjednotka
sojového glycininu; BS: bazicka podjednotka sojového glycininu; o, a, B: odpovidajici hlavni
podjednotky sojového B-konglycininu (Wang et al., 2008; pievzato a upraveno).
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Edestin (pfiblizna molekulovd hmotnost 300 kDa) je tvofen Sesti identickymi
podjednotkami, kdy kazda obsahuje kyselou a bazickou podjednotku, které jsou spojené
disulfidovou vazbou. V redukovaném prostiedi (pfitomnost (-mercaptoethanolu) lze
podjednotky rozdélit. Kysela podjednotka mé pfibliznou molekulovou hmotnost
34,0 kDa a bazicka 18 a 20 kDa (Obr. 25). Bez pfitomnosti redukéniho ¢inidla je mozné
pozorovat hlavni band odpovidajici zhruba 52 kDa a jednotce slozené z kyselé a bazické

podjednotky spojené disulfidovou vazbou (Raikos et al., 2015).

2.3.3 Stanoveni aminokyselinového sloZeni

Pted analyzou aminokyselinového sloZeni proteini je potfeba nejprve vzorek proteinu
zhydrolyzovat 6mol-1? kyselinou chlorovodikovou pti 110 °C po dobu 16-72 hodin.
Pro béZznou hydrolyzu je dostate¢na 20-hodinova doba (Glew et al., 1997). Prodlouzena
zahtivaci doba se voli v pfipadé, jestlize je potieba docilit vétsi vytéznosti alifatickych
aminokyselin (valin, isoleucin), jejichZz vazby jsou do urCité miry rezistentni vici
hydrolyze a pro jejich uvolnéni z vazeb je potieba delsi doba inkubace (72 hodin). Dal$im

feSenim je zvySeni teploty (Pickering a Newton, 1990).

MW(kDa) M C 40 60 8 100 M C 40 60 80 100

200

97.4
66

45 &

31
215

14.4
6,5

B-mercaptoethanol

Obr. 25 Profil SDS-PAGE pro konopny proteinovy izolat v pifitomnosti (leva cast)
a nepfitomnosti (prava cast) B-mercaptoethanolu. MW: molekulovd hmotnost; M: markery
molekulové hmotnosti; C: kontrola; 40, 60, 80, 100: stupné Celsia pii teplotni denaturaci vzorku
(Raikos et al., 2015; prevzato a upraveno).

49



Pii kyselé hydrolyze dochazi k destrukci tryptofanu, pro jehoz stanoveni je potieba
uskute¢nit oddé&lenou bazickou hydrolyzu, napiiklad pomoci 4,2mol-1 hydroxidu
draselného obsahujici 1% thiodiglykol (w/v) (Hugli a Moore, 1972). Kysela hydrolyza
ma také negativni vliv na vytéznost sirnych aminokyselin, proto je cystein
pted hydrolyzou nejprve oxidovan permravenci kyselinou na kKyselinu cysteovou (Hirs,
1967). Po kysel¢ hydrolyze také neni mozné stanovit mnozstvi glutaminu a asparaginu
Vv proteinu, jelikoz v kyselém prostfedi dochazi k deaminaci téchto aminokyselin
na kyselinu glutamovou a asparagovou. Ve vysledku se stanovené mnozstvi kyseliny
glutamové uvadi jako soucet pivodniho mnozstvi kyseliny glutamové a glutaminu.
Obdobn¢ je tomu u kyseliny asparagové a asparaginu. Do roztoku kyseliny
chlorovodikové se také mohou ptfidavat protektanty, napiiklad fenol ¢i
B-mercaptoethanol, které minimalizuji degradaci nékterych specifickych aminokyselin
(Pickering a Newton, 1990). I kdyz ma kyseld hydrolyza pomoci 6mol-1* HCI fadu
limitujicich faktord, je stale aktualni metodou pro piedpfipravu aminokyselin (Gorissen
et al.,, 2018; Mattila et al., 2018) a je soucasti metod danych Evropskou komisi
pro analyzu a uréeni aminokyselin (European Commission, 1998).

Po hydrolyze se vzorky ptipravuji pro chromatografickou analyzu. V této praci byly
aminokyseliny pfevedeny na chlorformiatové derivaty. Tyto derivaty umoziuji pouziti
hmotnostniho spektrometru jako detektoru. Derivatizace probiha pomoci n-propyl
chlorformiatu v n-propanolu. Derivatizaéni ¢inidlo se vaze na funkéni skupiny
aminokyselin (na karboxylovou i amino skupinu) (Obr. 26) a zvyseni lipofility umoziuje
separaci sloucenin pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s reverzni

fazi (Kritikos et al., 2015).
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Obr. 26 Schéma derivatizaéni reakce aminokyselin pomoci n-propyl chlorformiatu v n-propanolu
(Kritikos et al., 2015).
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2.3.4 Analyza obsahu mastnych kyselin
Mastné kyseliny je nutné pied kvantitativni a kvalitativni analyzou pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) pievést na tékavé derivaty, Vv této praci
konkrétn¢ na methyl estery mastnych kyselin. I kdyZz maji methyl estery omega-3
a omega-6 mastnych kyselin podobné fyzikalni (naptiklad bod varu) a chemické (délka
fetézce) vlastnosti, mohou byt také separovany a detekovany (Tang a Row, 2013).
Existuji dva typy nejcastéji pouzivanych derivatizacnich ¢inidel pro piipravu methyl
esteri: Cinidla kyseld a bazickd. Kyseld C¢inidla zahrnuji kyselinu sirovou,
chlorovodikovou, trifluorid boru a acetyl chlorid v methanolu. Bazicka ¢inidla jsou
hydroxid draselny v methanolu nebo methanolat sodny. Po derivatizaci jsou methyl estery
mastnych kyselin extrahovany hexanem a rozpoustédlo je odpatfeno pod dusikem nebo
pomoci vakuové odparky. Mastné kyseliny je také mozné derivatizovat na isopropyl
a butyl estery nahrazenim methanolu isopropanolem a butanolem a takovy postup se
naptiklad vyuziva pro analyzu mastnych kyselin v mléénych vyrobceich. Pied samotnou
derivatizaci je potieba lipidy extrahovat, a to napfiklad pomoci smési
chloroform:methanol nebo Soxhletovou extrakei kyselou hydrolyzou (Dobson, 2008).
Plynova chromatografie (GC) je dynamicka separacni metoda pro detekci te¢kavych
organickych slou¢enin. GC jako instrumentalni technika byla pfedstavena v 50. letech
20. stoleti a stala se primarnim ndstrojem pouzivanym v mnoha laboratofich. Prvni hlavni
slozkou je nosny plyn, ktery musi byt inertni a vétSinou se jednéd helium, dusik, vodik
nebo smes argonu a methanu. Dalsi komponentou je vstupni port (GC inlet), ktery vnasi
vzorek do proudu nosného plynu. Objem pii nastiiku je mozny rozdélit (split injection)
a pouze frakce analyzovaného objemu vzorku se dostavd do kapilarni kolony. Tteti
komponentou je kolona, jejiz tkolem je rozd€leni analyti ve vzorku. Ve vétSiné
plynovych chromatografii se pouziva kapilarni kolona a jejimi hlavnimi parametry jsou
délka, primér, koncentrace kapalné stacionarni faze a typ kapalné faze. Dllezité je, aby
separované¢ analyty mély rOznou afinitu ke stacionarni fazi diky jejich
fyzikalné-chemickym interakcim a tato vlastnost se nazyva selektivita kolony. Jakmile
analyt vstoupi do detektoru, zaznamenava se jeho retencni ¢as. Detektor je ¢tvrtou hlavni
komponentou GC. Vlastnosti ovliviiujici vybér detektoru jsou selektivita a citlivost.
Molekuly v hmotnostnim selektivnim detektoru jsou bombardovany elektrony. Tvoii se
fragmenty iontt a ty pfechazi na analyzator. Zde jsou filtrovany podle jejich m/z. Posledni

komponentou je pak datovy systém, kde dochazi k ptelozeni elektrického signdlu
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z detektoru na chromatogram. Plocha piki predstavuje koncentraci daného analytu (Van

Sant, 1997). Na obrazku 27 je zobrazen typicky plynovy chromatograf.

2.3.5 Analyza fytokanabinoidi

Jednim znejvice pouzivanych pfistupii pro analyzu kanabinoidii je plynova
chromatografie (GC). Nicméné tato metoda ma sva omezeni. Pfed samotnou
chromatografickou separaci dochazi k zahtati extrahovaného vzorku kvili pfechodu
zkapalné faze do plynné. Vysoké teploty ovSem zapfiCinuji dekarboxylaci
kanabinoidnich kyselin a stdvaji se z nich neutralni slouceniny. Tudiz vysledna hodnota
je souétem koncentrace kyseliny a jeji neutralni formy v ptivodnim vzorku. Re$enim je
derivatizace vzorku pted samotnou analyzou. Nicméné, dosazeni 100% derivatizace
pro GC je obtizné (Citti et al., 2018). Vyhodnéjsi je z tohoto hlediska analyza pomoci
HPLC-MS (Obr. 28), kde neni potieba derivatizace kanabinoidii pied analyzou
(De Backer et al., 2009). Navic teplotné labilni slou¢eniny nemusi byt vystaveny piili§

vysokym teplotdm pied a béhem separace.
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Obr. 27 Typicky plynovy chromatograf (Van Sant, 1997; pfevzato a upraveno).
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Obr. 28 UHPLC-MS/MS chromatogram hlavnich kanabinoidi. CBDA = Kyselina kanabidiolova,
CBD = Kanabidiol, CBN = Kanabinol, A9-THC = A9-tetrahydrokanabinol,
A8-THC = A8-tetrahydrokanabinol THCA = Kyselina tetrahydrokanabinolova (Béres et al.,
2019; prevzato a upraveno).

Metody LC-MS a GC-MS pro stanoveni kanabinoidi vykazuji podobnou citlivost
(v rozmezi ng-ml™?). Metoda stanoveni pomoci plynové chromatografie s plamenovym
ioniza¢nim detektorem (GC-FID) vykazuje o néco mensi citlivost a je také méné
selektivni nez pfedchozi metody. S ohledem na preciznost jsou tyto metody srovnatelné
apfijatelné. U vSech metod je ovSem kliCovym faktorem pfiprava extrémné
nehomogenniho materidlu: homogenizace a nasledna extrakce. Analytické piesnost se lisi
u metod s ohledem na stanovovany kanabinoid. GC-FID projevovala nizsi hodnoty
koncentraci A9-tetrahydrokanabinolu. Diivodem muize byt pouziti extérni kalibrace oproti
vnitini kalibraci u GC-MS a UHPLC-MS/MS. Ptekvapivé nizs$i hodnoty koncentrace
kyseliny kanabidiolové byly naméfeny metodou UHPLC-MS/MS. To mohlo byt
zpusobeno pouzitim znaceného kanabidiolu jako vnitiniho standardu pro kvantifikaci
kyseliny a mozného rozkladu kanabinoidnich kyselin v MS ESI zdroji. Vybér vhodnych
vnitinich standardu je tedy podstatnym faktorem pro kvantifikaci (Béres et al., 2019).

Ve vyrobcich z technického konopi by bézné nemély byt pfitomny psychoaktivni
kanabinoidy. OvSem béhem zrani, sklizné¢ a zpracovani miize dochazet ke vnéjsi
kontaminaci semennych slupek s listeny, listim a pryskyfici a nedostateénym omytim

semen muze dojit k pfenosu THC a jinych metabolitl do potravin (Matthdus a Briihl,
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2008; Callaway a Pate, 2009). Z tohoto divodu je nutné piitomnost téchto latek

ve vyrobcich vyloucit.

2.3.6 Stanoveni parametru kvality oleji a tukii

Peroxidové ¢&islo se dle Ceské technické normy (CSN EN ISO 3960 (58 8765), 2017)
stanovuje v zivoci$nych a rostlinnych tucich a olejich jodometrickou titraci. Zjistuje se
mnozstvi kysliku, ktery se chemicky vaze na olej nebo tuk ve formé peroxidu, zejména
hydroxidu. Metoda je aplikovatelna pro vSechny rostlinné a zivocisné oleje a tuky, mastné
kyseliny a jejich smési s hodnotou peroxidového ¢isla od 0 do 30 milliekvivalenti
aktivniho kysliku na kilogram. Béhem analyzy se uvolnuje jod, ktery se po piidavku
indikatoru (Skrobovy maz) titruje odmérnym roztokem thiosiranu sodné¢ho do odbarveni.

Cislo kyselosti se uréuje dle Ceské technické normy (CSN EN ISO 660 (58 8756),
2015). Tato mezinarodni norma zahrnuje tfi metody: dvé titraéni a jednu
potenciometrickou. Norma je aplikovatelna pro rafinované a surové rostlinné oleje nebo
zivoci$né tuky a neni pouzitelnd pro vosky. Metody ovSem nejsou schopné rozlisit
mineralni kyseliny, volné mastné kyseliny a dal$i organické kyseliny. Ve stanoveném
¢islu kyselosti jsou tedy zahrnuty jakékoli mastné minerdlni kyseliny, které jsou ve
vzorku pfitomny. Jednou z moZnych metod je titra¢ni stanoveni kyselin na fenolftalein
alkoholickym roztokem hydroxidu draselného. Mastné kyseliny mohou béhem
skladovani olejii vypadavat z triacylglyceroll a zvySuje se mnozstvi volnych mastnych
kyselin, coz muize mit vliv na kvalitu oleje.

Poslednim parametrem stanovenym v této praci je jodové ¢islo, které se také stanovuje
podle Ceské technické normy (CSN EN ISO 3961 (58 8761), 2015). Jodové &islo
vypovida o skladbé mastnych kyselin v olejich a tucich. Vyjadiuje miru nenasycenosti
lipidového vzorku (Tab. 16). Vzorek se inkubuje s Hanusovym ¢inidlem (0,1mol-I
roztok jodmonobromidu v kyseling€ octové) a na zavér se uvolnény jod titruje odmérnym

roztokem thiosiranu sodného po ptidani indikatoru.
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Tab. 16 Hodnoty jodové Cisla pro vybrané oleje metodou dle Wijse (Vyhlaska MZe ¢. 90/2000
Sh.). Jodové ¢islo konopného oleje je uvedeno dle Anwar et al. (2006).

Olej Jodové &islo (g 1,-100 g
Repkovy 105-126
Palmovy 50-55

Slunecnicovy 118-141
Sojovy 124-139
Kokosovy 6,3-10,6
Olivovy 80-88
Konopny 154-165

2.3.7 Analyza obsahu minerali

Obsah minerdlnich latek byl v této praci stanoven pomoci hmotnostni spektrometrie
s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS). ICP-MS je velice atraktivni technikou diky
jeji schopnosti stanovit stopové 1 ultrastopové koncentrace esencidlnich ¢i toxickych
prvki v biologickém vzorku. Tato technika ma extrémné nizké limity detekce a umoziiuje
kvantifikaci aZ na Grovni ppt. Vyhody ICP-MS oproti jinym metoddm jsou multiprvkova
analyza, rychlost, nizké limity detekce, Siroky linearni dynamicky rozsah a schopnost
rozliSeni isotopil. Nejéastéji je vzorek pred samotnou analyzou pfeveden do kapalného
stavu, nejcastéji pomoci silné kyseliny (Thomas, 2013). V této diplomové praci byl
proveden mikrovinny rozklad v uzavieném systému za pouziti kombinace Kkyseliny
dusi¢né s peroxidem vodiku (Jarosova et al., 2014).

Kyselina dusi¢nd je nenaro¢nd pro manipulaci a ma oxidacni kapacitu pro organické
latky v biologickych vzorcich. Dle Wiirfels a Jackwerth (1985) a Wiirfels et al. (1989)
jsou 2 ml HNOs dostate¢né pro efektivni rozklad 100 mg biologické matrice pfi teplotni
kontrole. Peroxid vodiku eliminuje pfitomnost pevnych Castic a snizuje zbytkovy obsah
uhliku (Wu et al., 1997).

Na obrazku 29 je schéma ICP-MS systému. Vzorek je peristaltickym cerpadlem
pfenesen do zmlzovace, kde se pfeménuje na jemny aerosol proudem argonu piiblizné
11'mint. Malé kapic¢ky aerosolu, které ptedstavuji 1-2 % vzorku, jsou oddéleny
od vétsich kapek v mlZzné komote. Jemny aerosol je poté pfenesen do plazmatu. V plazmé
se tvoii positivné nabité ionty a ty jsou sméfovany pies interface a iontovou optiku
do hmotnostniho spektrometru, kde dochazi k separaci ionti podle poméru m/z.
Rozseparované ionty poté¢ dopadaji na detektor, ktery pievadi proud iontii na métitelny

elektricky signal (Thomas, 2013).
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Obr. 29 Schéma hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem (Mihaljevic et al.,
2004, pievzato).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)

Acetonitril (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Akrylamid (Merck, Darmstadt, Némecko)

Bisakrylamid (Merck, Darmstadt, Némecko)

Bromkresolova zelen (Supelco, Pensylvanie, USA)

Bromfenolovd modt (Supelco, Pensylvéanie, USA)

Certifikovany referen¢ni materidl vodny roztok fortifikovany stopovymi prvky
Environmental matrix reference material TMDA-64,3 (Environment Canada, Kanada)
Coommassie Brilliant Blue R-250 Dye (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
CRM - vodny kalibraéni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-I*t, CaCO3 v 2% HNO;3 (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

CRM — vodny kalibraéni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg:I?, Cu v 2% HNO; (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

CRM — vodny kalibraéni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-I?, Fe v 2% HNO3 (V/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

CRM - vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-I"t, KNOs v 2% HNO3 (V/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

CRM — vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-It, Mn v 2% HNOs3 (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

CRM — vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-I, Mg v 2% HNO3 (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

CRM - vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL, 1000 £ 2 mg-l'l, NH4H2PO4 v 0,05% H2S04
(v/v) (Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

CRM — vodny kalibraéni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-I?, Se v 2% HNOs (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

CRM — vodny kalibraéni roztok ASTASOL, 1000 + 2 mg-It, Zn v 2% HNO;3 (v/v)
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

Dichroman draselny (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
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Dodecyl siran sodny (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Ethanol 96% p.a. (Penta s.r.o., Praha, Ceska republika)

Ethylacetat (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

EZ:faast™ kit For Free (Physiological) Amino Acid Analysis By LC-MS (Phenomenex
Inc, Kalifornie, USA)

Fenolftalein (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Glycerol bezvody (Penta s.r.o., Praha, Ceska republika)

Glycin (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)

Hanusovo ¢inidlo (Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe, Némecko)

Helium (SIAD Czech spol. s.r.o0., Rajhradice Ceska republika)

Hexan (Chromservis, s.r.o., Praha, Ceska republika; (Sigma-Aldrich s.r.o0., Missouri,
USA)

Hydroxid draselny p.a. (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceské republika)

Hydroxid sodny p.a. (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Ceska republika)

Chlorid véapenaty praskovy p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceské republika)
Chloroform (Penta s.r.0., Praha, Ceska republika)

Interni standard pro ICP-MS, obsahuje prvky Sc, Ge, In a Bi (Agilent Technologies, Inc.,
Kalifornie, USA)

Jodid draselny (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Katalyzéatorové tablety (smes siranu draselného a méd’natého)

Kyselina borita p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Kyselina dusiéna Analpure (Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)
Kyselina mravenci (Merck, Darmstadt, Némecko)

Kyselina octova 99% p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Kyselina sirova 96% p.a. (Penta s.r.0., Praha, Ceska republika)

Kyselina §tavelova dihydrat (Erba Lachema, s.r.o., Brno, Ceska republika)

Kyselina trichloroctova (Merck, Darmstadt, Némecko)

Matricovy referenc¢ni material pro kontrolu jakosti METRANAL 3 Jahodové listi
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

Matricovy referen¢ni materidl pro kontrolu jakosti METRANAL 8 Zelend fasa
(Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceské republika)

Methanol LC-MS Chromasolv™ (Honeywell, Severni Karolina, USA)

Methanolat sodny 25% roztok (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)
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Methyl Cerven (Supelco, Pensylvanie, USA)

Methyl oranz (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Mravencan amonny (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Peroxid vodiku p.a. (Analytika, spol. s.r.ro., Praha, Ceska republika)

Peroxodisiran amonny p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Proteinovy marker SigmaMarker™ 6,500-200,000 Da (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri,
USA)

Redestilovana voda (Milli-Q)

Standardni smés methyl estert mastnych kyselin Supelco 37 Component FAME Mix in
dichloromethane (Supelco, Pensylvanie, USA)

Standardy znacenych a neznacenych kanabinoidii o koncentraci 1 mg-ml? (Lipomed,
Arlesheim, Svycarsko), krom& CBDA (THC Pharm, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)
Skrob

Thiosiran draselny pentahydrat (Penta s.r.o., Praha, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich s.r.o., Missouri, USA)

Tuning solution pro ICP-MS (Agilent Technologies, Inc., Kalifornie, USA)

Uhli¢itan sodny bezvody p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika)

Undekan (Sigma-Aldrich s.r.0., Missouri, USA)

Voda pro HPLC/LC-MS (VWR International, Pensylvanie, USA)

3.1.2 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy KERN 870-13 Digital scale (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Analytické vahy MS 205 DUIM (Mettler-Toledo, Ohio, USA)

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag USA LLC, Radom, Polsko)

Automatické pipety eppendorf 0,5-5000 ul (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Elektrick4 su$arna Niive FN 500P s nucenou cirkulaci (Niive Sanayi Malz. Ima ve Ticaret
A.S., Akyurt/Ankara, Turecko)

Exsikator s porcelanovou deskou a silikagelem

Hlinikové vysousecky

ICP-MS 7700 (Agilent Technologies, Inc., Kalifornie, USA)

Kapalinovy chromatograf UltiMate™ 3000 s MS TSQ Quantum Access Max trojity
kvadrupol (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
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Kapilarni kolona pro GC-MS Agilent HP-5MS Ul (5% fenyl methyl siloxan) (Agilent
Technologies, Inc., Kalifornie, USA)

Kjeltec™ 2300 Analyzer Unit (FOSS Analytical, Hilleroed, Dansko)

Kolona Luna Omega Polar C18 UHPLC (Phenomenex, Kalifornie, USA)
Mikrocentrifuga Labnet PRISM (Labnet International Inc., Edison, USA)

Mikrovinny mineralizator MLS 1200 Mega (Milestone, USA)

Mikrozkumavky 1,5ml a 2,0ml (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Orbitalni tiepacka PSU-20i1 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Oscila¢ni kulovy mlyn Mixer-Mill MM 400 (Retsch GmbH, Haan, Némecko)

Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC spojené s HP 5975C MSD spektrometrem
(Agilent Technologies, Inc., Kalifornie, USA)

Spalovaci hnizdo Tecator™ Digestor (FOSS Analytical, Hilleroed, Dansko)

Systém pro pripravu ultraisté vody Milli-Q (Merck Millipore, Massachusetts, USA)
Spicky pro pipety eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex Digitec (BANDELIN Electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Némecko)

Ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner AU-32 (Agrolab, Carpi MO, Italie)

Vertikalni elektroforeticky systém Owl™ Dual-gel model P9DS (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA)

Vakuova odparka (Labconco Corporation, Kansas City, USA)

Vortex Classic Advanced Vortex Mixer (VELP Scientifica, Srl, Usmate Velate MB,
Italie)

Vortex V-1 plus (Biosan, Riga, LotySsko)
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3.1.3 Biologicky material

Konopné potravinové vyrobky byly poskytnuty spolecnosti Hempoint, s.r.o..
Pro srovnani byly ostatni potraviny pofizeny na ¢eském trhu. Seznam vyrobku je uveden
v tabulce 17. Pro odliseni byly stejné vyrobky Hempoint, liSici se stafim, oznaceny rokem
jejich expirace uvedenym na obalu pii analyze obou vyrobku. Pro elektroforetickou
separaci byly standardni odridy pSenice poskytnuty Vyzkumnym ustavem rostlinné

vyroby, v.v.i.

Tab. 17 Seznam konopnych produktti a jinych potravinovych vyrobku, vyrobce nebo puvod
a datum expirace.

Vzorek Vyrobce Datum expirace

Bio konopny olej 2018 Hempoint 2/2018

Bio konopny olej 2019 Hempoint 1/2019

Bio konopny olej Wolfberry 8/2019

Bio konopny olej Health Link 9/2019
Kokosovy olej - -
Slunec¢nicovy olej - -

Bio loupané konopné seminko 2018 Hempoint 6/2018

Bio loupané konopné seminko 2020 Hempoint 2/2020

Bio konopné seminko natural (neloupané) 2018 Hempoint 12/2018

Bio konopné seminko natural (neloupané) 2019 Hempoint 10/2019

Bio konopny protein 2018 Hempoint 6/2018

Bio konopny protein 2019 Hempoint 4/2019

Konopna semena loupana 1 Pavod Cina 9/2019

Konopna semena loupana 2 Pavod Cina 12/2019
Séjovy proteinovy izolat - -
Syrovatkovy proteinovy izolat - -

Bio Kanelada Hempoint 3/2018

Konopky kokos Hempoint 1/2018

Konopky mak Hempoint 1/2018

Konopné kiupky Hempoint 2/2018

Bio konopny ¢aj: Ték Hempoint 8/2019

Bio konopny ¢aj: Vybér z palic Hempoint 11/2018

Bylinkova stl Hempoint 9/2019
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3.2 Metody

3.2.1. Stanoveni obsahu hrubych bilkovin Kjeldahlovou metodou

3.2.1.1 Priprava roztoki

Titrac¢ni ¢inidlo

50 g kyseliny borité bylo rozpusténo v pfiméfeném mnozstvi destilované vody. Roztok
byl pfenesen do odmérné baiky o objemu 2 1 a doplnén po rysku. Roztok byl pielit
do velké nadoby a barika byla vyplachnuta 2 1 destilované vody. Obsah banky byl pfidan
k roztoku H3BO3 v nadobé.

0,05 g bromkresolové zeleni bylo rozpusténo v 50 ml methanolu a k roztoku bylo
ptfidano 35 ml roztoku methyl ¢ervené (0,05 g methyl ¢ervené v 50 ml methanolu).
Nasledné bylo ptidano 2,5 ml 4% vodného roztoku NaOH. Roztok byl doplnén do 1 |
destilovanou vodou. Poté byl pfidan do velké nadoby obsahujici H3BO:s.

3.2.1.2 Stanoveni obsahu dusiku dle Kjeldahla

Kvantitativni stanoveni dusiku probéhlo pomoci poloautomatizované Kjeldahlovy
metody. Nejprve bylo navazeno 0,5 g konopného vyrobku ve tfech opakovanich
anavazka byla pfevedena do Kjeldahlovy tuby sjednou tabletou katalyzatoru (smés
K2SO4 a CuSQOg4). Bylo ptidano 15 ml koncentrované H»SO4 a tuba byla umisténa
do spalovaciho hnizda. Vzorek byl mineralizovan 1 hodinu 35 minut pii 420 °C.

Po ochlazeni byly vzorky analyzovany na ptistroji Kjeltec™ 2300. Zde dochézelo
K uvolnéni amoniaku pasobenim 35% roztoku NaOH. Amoniak byl pohlcovan
v nadbyte¢ném objemu odmérného roztoku H2SOs. Nadbytek H2SO4 byl stanoven titraci
odmérnym roztokem NaOH (titracni ¢inidlo) na barevny indikator methyl Cerven.

Obsah dusikatych latek byl piepocitan na obsah hrubych bilkovin pomoci

univerzalniho faktoru 6,25.

3.2.1.3 Stanoveni susSiny

Do hlinikovych vaZzenek o zndmé hmotnosti bylo navaZzeno 5 g konopnych potravin
ve tiech opakovanich. Vzorky byly suseny v elektrické susarné pii 132 °C po dobu

4 hodin. Poté byly vaZenky se vzorky ponechany k ochlazeni v exsikatoru a zvazeny.

62



3.2.2 Elektroforeticka separace proteint

3.2.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Gelovy pufr, pH 8,8
Bylo navazeno 45,5 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris) a navazka byla
rozpusténa ve 450 ml destilované¢ vody. Koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou

bylo pH upraveno na 8,8 a objem byl doplnén na 500 ml destilovanou vodou.

Gelovy pufr, pH 6,8
Bylo navéazeno 6,1 g Tris a pfidano 4,12 ml koncentrované HCI a Spetka bromfenolové

modii. Objem byl doplnén destilovanou vodou do 200 ml.

Extrak¢ni roztok
Se 48 ml destilované vody bylo smichano 30 ml gelového pufru, pH 6,8, 24 ml
10% roztoku SDS, 12 ml 4% roztoku glycerolu, 6 ml mercaptoethanolu a byla ptidana

Spetka bromfenolové modii.

Akrylamid a BIS
150 g akrylamidu a 4 g bisakrylamidu byly rozpustény v pfiméfeném objemu destilované

vody a objem byl dopInén do 500 ml.
Elektrodovy pufr
30,3 g Tris, 144 g glycinu a 10 g SDS byly rozpustény v destilované vodé¢ a objem byl

doplnén do 1 I. Poté byl roztok zfedén 10x destilovanou vodou.

Fixaéni ¢inidlo

200 g kyseliny trichloroctové bylo rozpusténo v destilované vod¢ a objem dopInén do 1 1.

Smésny roztok

Bylo smichano 250 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 650 ml destilované vody.
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Barvici roztok

0,5 g Coommassie Brilliant Blue R-250 bylo rozpusténo v 1 1 smésného roztoku.

3.2.2.2 Priprava geli
D¢lici a zaostfovaci gely byly pfipraveny z komponenti uvedenych v tabulce 18.
Polymerizace gelu zacala ptidavkem persiranu (peroxodisiranu) amonného, ktery byl
piidan jako posledni komponent. Gely byly rychle promichény a nasledn¢ ihned nanaseny
do prostoru mezi skly. Nejprve byl nanasen délici gel, ktery byl pievrstven destilovanou
vodou. Gel byl ponechan polymerovat 30 minut, voda byla poté slita a povrch gelu
vysusen pomoci filtracniho papiru.

Na zpolymerovany délici gel byl ptenesen gel zaostfovaci a byl opatrné vlozen hieben.

Hieben byl vyjmut pfiblizné za 30 minut po ztuhnuti gelu.

3.2.2.3 Priprava vzorki
Pro elektroforetickou separaci konopnych proteint byla zvolena metoda, ktera je bézné
pouzivana pro separaci pSeniénych proteini v zrnu standardnich odrad. Do 1,5ml
zkumavek bylo navadzeno ptiblizné 10 g Bio konopného proteinu Hempoint, 25 g
homogenizovanych Bio loupanych konopnych seminek Hempoint a Bio konopnych
seminek natural Hempoint, 6 mg s6jového proteinového izolatu a 5 mg syrovatkového
proteinového izolatu. Navazka byla pfizpiisobena danému materidlu tak, aby obsahovala
5-6 mg proteinu ve vzorku, coZ je mnozstvi pSeni¢nych proteini, které je touto metodou
vizualizovano.

Ke vzorkim bylo pfidano 200 pl extrakéniho pufru a vzorky byly inkubovany
2 hodiny za laboratorni teploty. Nasledné byly povafeny ve vrouci vodni ldzni 2 minuty.

Poté byly vzorky centrifugovany (4 min, 21 200 g, laboratorni teplota).

Tab. 18 Objemy komponent déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE. AA = akrylamid,
SDS = dodecyl siran sodny, TEMED = N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin.

Komponenta  AA 10%  Persiran Gelovy Gelovy Destilovana TEMED

BIS SDS amonny  pufr, pufr, voda
pH88 pHG,8
Délici gel 24ml 0,72ml 0,72 ml 36 ml - 12 ml 42,6 pl
Zaostrovaci 4ml 0,26 ml 0,26 ml - 13,4 ml 8,8 ml 10,6 pl

gel
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3.2.2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecyl siranem
sodnym

Skla s pfipravenymi gely byla vlozena do komory vertikalniho elektroforetického
systému chlazeného na 10 °C a byl piidan elektrodovy pufr. Vzorky byly nanaseny
do jamek gelu v objemu 15 ul a bylo také naneseno 15 pl proteinového markeru.
Elektroforéza byla spusténa prvnich 30 minut pii 50 mA (400 V, 100 W) pro zaostieni,
poté pii 60 mA (400 V, 100 W) 3 hodiny pro déleni.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pienesen do fixa¢niho roztoku a v ném ponechan
30 minut na tiepacce. Roztok byl slit, gel byl pielit smésnym roztokem a ponechan v ném
30 minut. Nasledné byl gel pfenesen do barviciho roztoku a inkubovan ptes noc. Poté byl
roztok slit a pfidan smésny roztok na 30 minut. Smésny roztok byl slit a byla pfidana

destilovana voda. Po nékolika hodinach bylo mozné gel vyhodnotit.

3.2.3 Stanoveni aminokyselinového sloZeni konopného proteinového

izolatu

3.2.3.1 Kysela hydrolyza

Bylo navazeno 5 mg konopného proteinového izolatu Bio konopny protein Hempoint.
Navazka byla prevedena do zkumavky a byly pfiddny 3 ml 6mol-I"* roztoku HCI. Prostor
nad kapalinou byl vyplnén dusikem, zkumavky uzavieny a umistény do elektrické
suSarny. Kyseld hydrolyza byla provedena pii 110 °C po dobu 22 hodin. Po ukonceni
hydrolyzy byly zkumavky ihned ochlazeny. Pro analyzu bylo odebrano 5, 10 nebo 50 pl
vzorku, objemy byly zneutralizovany roztokem uhli¢itanu sodného v poméru 1:3 (vzorek
v HCI:Na2COg), pH takto piipraveného vzorku bylo ovéteno. Po piidani roztoku internich
standardi Reagent 1 muselo byt v rozpéti 1,5-6,0. Objem pifidavaného Na,COsz byl

upraven v piipadé, ze i po pfidani roztoku Reagent 1 bylo pH > 6,0 nebo < 1,5.

3.2.3.2 Priprava vzorki a analyza metodou kapalinové chromatografie
Proteinovy hydrolyzat byl ptipraven, purifikovan a derivatizovan pro analyzu LC-MS
pomoci EZ:faast™ kitu pro volné aminokyseliny. 100 ul Reagent 1 (roztok internich
standardéi homoargininu, methioninu-ds; a homofenylalaninu, koncentrace 0,2 mmol-I?)
bylo pfidano ke vzorku ve sklenéné zkumavce a stejny objem byl napipetovan
do zkumavek pro roztoky kalibra¢ni fady. Kalibra¢ni fada se pohybovala v rozmezi
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koncentraci 20-200 nmol-mol™ a byla vytvofena pipetovanim 10, 25, 50, 75 a 200 pl
standardni smési aminokyselin o koncentraci 200 nmol-mlt (SD1). Nasledn& byla
provedena extrakce pevnou fazi, kdy takto pfipravené roztoky vzorka a standarda byly
nanaseny na sorbent kolonky po dobu minimalné¢ 1 minuty. Aminokyseliny navazané
na sorbentu byly promyty 200 ul Reagent 2 (n-propanol) a eluovany pomoci Reagent 3
(roztok n-propanolu a hydroxidu sodného). Poté bylo pfidano 50 ul Reagent 4
(chloroform) pomoci mikrodispenseru, ktery byl soucasti kitu. Obsah zkumavky byl
vortexovan 5-8 sekund a ponechan 1 minutu v klidu. Promichani a ustaleni bylo
opakovano a nasledné bylo pfidano 100 pl Reagent 5 (iso-oktan). Obsah zkumavek byl
fadné promichan a ponechan v klidu k ustaleni. Poté bylo odebrano 100 pl horni vrstvy,
rozpou§tédlo odpafeno a derivatizované aminokyseliny byly rozpustény v roztoku
mobilnich fizi (10mmol-I"! mraven¢an amonny ve vodé: 10mmol-I* mraven¢an amonny
Vv methanolu, 1:2, v/v).
UHPLC-MS/MS dle podminek v tabulce 19. Vyhodnoceni bylo provedeno v softwaru
Thermo Xcalibur 3.1.66.10.

Takto ptipravené vzorky byly analyzovany pomoci

Tab. 19 Podminky chromatografického stanoveni aminokyselin.

Parametr

Udaj/hodnota

Kapalinovy chromatograf
Kolona

Pratok
Mobilni faze

Eluce

Teplota kolony

Nastrik

lonizace a moéd MS

Kvantifikace

Kolizni energie

Napéti na elektrospre;ji

Teplota vaporizéru/iontové trubice

UltiMate™ 3000 (Thermo Fisher Scientific)
EZ.faast™ AAA-MS (250 x 2,0 mm, velikost &stic
4 um) (Phenomenex)

0,25 ml-mint

A: 10mmol-I* mraven¢an amonny ve vodé

B: 10mmol-I* mraven¢an amonny v methanolu
Gradient: 0 min 68 % B, 13 min 83 % B, 13,01 min
68 % B, 17 min 68 % B

35°C

1wl

ESI +

MRM (multiple reaction monitoring)

10-15eV

3kV

350 °C/320 °C
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3.2.4 Analyza mastnych kyselin

3.2.4.1 Priprava kalibraénich roztoki

Jednotlivé body kalibracni kiivky byly pfipraveny fedénim roztoku smési standardi
methyl esterti mastnych kyselin. Body byly fedény hexanem s undekanem a vysledny
obsah undekanu v roztoku musel byt zachovan (0,1 %). Jednotlivé koncentrace methyl
esterti mastnych kyselin jsou dany vyrobcem a kazdy bod byl 2x méné koncentrovany

nez bod predesly.

3.2.4.2 Priprava methyl esterii mastnych kyselin
V ptipadé nehomogenniho materialu byla nejprve pfiméfend navazka homogenizovana
pomoci oscila¢niho kulového mlynu (3 min, 27 Hz). Nasledné bylo do 1,5ml zkumavky
navazeno 20-50 mg ve tfech opakovanich dle ocekavaného mnozstvi lipidi ve vzorku.
Bylo pfidano 500 pl extrakéniho ¢inidla (CHCI3:MeOH, 2:1, v/v). Vzorky byly fadné
promichény na vortexu a sonifikovany po dobu 10 minut. Nésledn¢ byly zkumavky se
vzorky centrifugovany (5 min, 21 200 g, laboratorni teplota). Poté byl supernatant
prenesen do nové 1,5ml zkumavky a extrakéni krok byl opakovan. Ziskany supernatant
byl pfidan do zkumavky se supernatantem z prvni extrakce. Rozpoustédlo bylo odpateno
ve vakuové odparce pii 35 °C.

Vzorky byly derivatizovany dle Carvalho a Malcata (2005) s modifikacemi.
K extrahovanym lipidim bylo pfidano 500 ul 0,5 mol.I? methanoldtu sodného
v methanolu. Obsah zkumavky byl fadné promichan a ponechan 5 minut v Klidu
pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 100 pl destilované vody, obsah opét
promichén a bylo ptidano 500 pl hexanu. Obsah zkumavky byl ponechan k ustaleni fazi
a vrchni vrstva rozpoustédel byla pienesena do nové zkumavky. Extrakéni krok
s hexanem byl opakovan a vrchni vrstva byla pfiddna k prvnimu extraktu. Rozpoustédlo
bylo odpateno ve vakuové odparce pii 35 °C. Do zkumavky byl poté pfidan 1 ml 0,1%
undekanu v hexanu (vnitini standard) a vzorek byl zcela rozpustén. Vzorek byl nasledné
fedén 10x a 100x z ditvodu obsahu vysoce koncertovanych mastnych kyselin, které byly
vysSi jak nejvyssi bod kalibra¢ni ptimky. Takto ptfipraveny vzorek byl analyzovan
pomoci GC-MS.

Piiprava vzorki rostlinnych olejti za¢inala az pfidanim 500 ul 0,5mol.I* methanolatu

sodného v methanolu a vzorek byl sonifikovan. Poté byl postup identicky.
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V ptipad¢ vzorku Bio Kanelada Hempoint byl kviilli nehomogennim vlastnostem
vzorku zvolen jiny postup. Vyrobek byl nejprve sonifikovan v ultrazvukové lazni
(30 min, laboratorni teplota). Poté byl cely obsah vyrobku pienesen do kadinky
a dikladné zamichan. Do ocelové patrony byl navdzen 1 g vzorku a bylo pfidano 20 ml
extrakéniho ¢inidla. Vzorky byly homogenizovany pomoci oscilaéniho kulového mlynu
(3 min, 27 Hz) a poté byl obsah pfenesen do 50ml zkumavky. Zkumavky byly
centrifugovany a nasledné byl odebran 1 ml extraktu. Rozpoustédlo bylo odpaieno
ve vakuové odparce (35 °C) a dale byl postup stejny pfidanim 500 pl 0,5mol.I?

methanolatu sodného v methanolu.

3.2.4.3 Analyza mastnych kyselin metodou plynové chromatografie

Kvalitativni a kvantitativni analyza methyl esteri mastnych kyselin byla provedena
pomoci GC-MS. Chromatografické podminky jsou uvedeny v tabulce 20 a vzorky
a standardy byly méteny za stejnych podminek metody. Kvantifikace byla provedena

pomoci programu MSD ChemStation E.02.02.1431 (Agilent Technologies, Inc.).

Tab. 20 Podminky chromatografického stanoveni mastnych kyselin.

Parametr Udaj/hodnota
Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Inc.)
Kolona HP-5MS UI (30,0 m x 250,0 pm, film 0,25 pm)
Nosny plyn Helium (1,2 ml-min™)
Detektor HP 5975C MSD
Objem nasttiku; davkovani 2 pl; split 5:1
Teplotni program 40 °C 2 min, + 10 °C-min* az do 200 °C, poté + 2 °C-min’!
do 250 °C
lonizace El (electron impact)
Ioniza¢ni energie 70 eV
Skenovaci rozpéti a ¢as 40-540 m/z; 2,96 s
Mod MS SIM (single-ion-monitoring)
Teplota nastiiku 230 °C
Teplota detektoru 230 °C
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3.2.5 Stanoveni obsahu fytokanabinoidi

Stanoveni obsahu fytokanabinoidi v konopnych produktech bylo provedeno podle Béres

et al. (2019).

3.2.5.1 Priprava vzorki

Vzorky konopnych potravin byly nejprve homogenizovany. Poté bylo navazeno 50 mg
konopného produktu a byly pfidany 2 ml 96% ethanolu. Vzorky byly 15 minut
sonifikovany pii laboratorni teplot¢ a poté centrifugovany (10 minut, 21 200 g,

laboratorni teplota).

3.2.5.2 Analyza plynovou chromatografii

Bylo odebrano 100 pl ethanolického extraktu vzorki a ptidano do 900 pl ethylacetatu.
V ptipad¢ vzorkii Bio konopny ¢aj: Ték, Bio konopny ¢aj: Vybér z palic a Bylinkova stl
(vSe Hempoint) bylo odebrano 10 ul ethanolického extraktu vzorki a ptidano do 990 pl
ethylacetatu. Vzorky byly analyzovany pomoci GC-MS bez derivatizace jako predbézné
oveéfeni pritomnosti kanabinoidl ve vzorcich dle podminek v tabulce 21. Kanabinoidni
kyseliny jsou degradovany a je detekovan jejich alkohol. Jestlize fytokanabinoidy byly
ptitomné ve vzorcich, byly poté analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS.

Tab. 21 Podminky chromatografického stanoveni fytokanabinoidi metodou GC-MS.

Parametr Udaj/hodnota
Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Inc.)
Kolona HP-5MS Ul (30,0 m x 250,0 pum, film 0,25 pum)
Nosny plyn Helium (1,2 ml-min‘t)
Detektor HP 5975C MSD
Objem nasttiku; davkovani 5 ul; split 1:9
Teplotni program 180 °C 2 minuty, poté 20 °C-min* do 310 °C
lonizace El (electron impact)
Ionizac¢ni energie 70 eV
Skenovaci rozpéti a Cas 29-520 m/z; 2,96 s
Mod MS SIM (single-ion-monitoring)
Teplota nastiiku 260 °C
Teplota detektoru 230 °C
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3.2.5.3 Analyza kapalinovou chromatografii

Kalibra¢ni piimky byly vytvofeny pro tyto kanabinoidy: kyselinu kanabidiolovou
(CBDA), kanabidiol (CBD), kanabinol (CBN), A9-tetrahydrokanabinol (A9-THC),
A8-tetrahydrokanabinol (A8-THC) a kyselinu tetrahydrokanabinolovou (THCA)
a koncentrace byly vrozmezi 5-10 000 ng-mlt v 0,1% roztoku kyseliny mravenéi
v 70% acetonitrilu (v/v).

10 pl ethanolického extraktu vzorkd bylo ptidano do 240 pul 0,1% roztoku kyseliny
mravenc¢i v 70% acetonitrilu (v/v). Ze ziedéného vzorku bylo odebrano 10 ul a pfidano
do 190 ul roztoku kyseliny mravenci SrozpuSténymi internimi standardy. Interni
standardy zahrnovaly znacené kanabinoidy A9-THC-d3, CBN-d; a CBD-ds. a jejich
koncentrace ve vzorcich a ve viech bodech kalibraéni piimky byly 500 ng-ml™.
Ptipravené vzorky, véetné kalibra¢ni tfady, byly pfimo analyzovany bez derivatizace

pomoci UHPLC-MS/MS (Tab. 22).

Tab. 22 Podminky chromatografického stanoveni fytokanabinoidi metodou UHPLC-MS/MS.

Parametr Udaj/hodnota

Kapalinovy chromatograf UltiMate™ 3000 (Thermo Fisher Scientific)

Kolona Luna Omega Polar C18 UHPLC (100 x 2,1 mm, velikost
¢astic 1,6 um) (Phenomenex)

Pratok 0,3 ml-mint

Mobilni faze A: 0,1% mravenci kyselina v LC-MS vod¢ (v/v)
B: 0,1% mravenci kyselina v acetonitrilu (v/v)

Eluce Gradient: 60 % B do 80 % B za 11 min, do 100 % B
v 12,5 min, rekalibrace za¢ate¢nich podminek 4,5 min

Teplota kolony 40 °C

Nastiik 2 ul

lonizace a moéd MS ESI +, ESI — (kanabinoidni kyseliny)

Kvantifikace MRM (multiple reaction monitoring)

Kolizni energie 20 eV (THCA 30 eV)

Napéti na elektrospreji 3kV

Teplota vaporizéru/iontové trubice 350 °C/320 °C
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3.2.6 Stanoveni peroxidového Cisla

3.2.6.1 Standardizace roztoku thiosiranu sodného

Pro ptipravu 0,1mol-1"t odmérného roztoku NazS;03 bylo navazeno 6,205 g pentahydratu
thiosiranu sodného a navazka byla pifevedena do 250ml odmérné banky. Navazka byla
rozpusténa v malém objemu destilované vody a bylo piidano 0,5 g pevného uhli¢itanu
sodného. Banka byla umisténa do vodni 14zné a po rozpusténi doplnéna po rysku a fadné
promichana.

Bylo navazeno 0,07355 g dichromanu draselného pro piedpokladanou spotiebu 15 ml
odmérného roztoku Na»S;0s3. Navazka byla prevedena do titraéni banky a zfedéna
piiméfenym objemem destilované vody. Bylo pfidano 3-5ml 2mol-I"t H,SOs a 1g
pevného jodidu draselného. Obsah barky byl zamichan a titrovan odmérnym roztokem
Na2S203 do slabé nazloutlého odstinu. Poté bylo pfidano nékolik mililitri Skrobového
mazu (0,2% roztok skrobu, w/v) a obsah banky byl titrovan do slabé modrozeleného

odstinu. Titrace byla provedena 3x.

3.2.6.2 Priprava vzorku a titrace

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 8 g konopného oleje S presnosti na 0,0001 g.
Poté bylo ptidano 10 ml chloroformu a 15 ml kyseliny octové. Olej byl ve smési rozpustén
a byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku KI. Baika byla uzaviena, promichana a ulozena na
tmavé misto po dobu 20 minut. Nasledn¢ bylo pfidaino 50 ml destilované vody
a promichano. Poté bylo ptidano 5 ml skrobového mazu, obsah byl promichan a titrovan
za stalého michani odmérnym roztokem 0,1mol-I* thiosiranu sodného do trvalého
odbarveni vrchni (vodné) vrstvy. Slepy pokus byl proveden stejnym zplsobem
s vynechanim zkuSebniho vzorku. Kazdy vzorek byl stanoven 3x.

Peroxidové ¢islo bylo vypocitano dle vzorce:
PC=1000- ¢ (V,-V,)/ m [umol (2 ROOH)-g"]

(V1 = spotiteba odmérného roztoku pfi titraci vzorku v ml; V2 = spotieba odmérného
roztoku pro slepy pokus v ml; ¢ = koncentrace odmérného roztoku thiosiranu sodného

v mol-I"t; m = navazka oleje v g).
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3.2.7 Stanoveni Cisla kyselosti

3.2.7.1 Standardizace odmérného roztoku hydroxidu draselného

Bylo navazeno 2,80525 g pevného KOH. Navazka byla rozpusténa V pfiméieném
mnozstvi ethanolu v 500ml odmérné batice. Po rozpusténi byla bainka doplnéna po rysku
a Fadné& protiepana (i pred kazdym pouzitim). Byl ptipraven 0,1mol.I"t odmémy roztok
KOH v ethanolu.

Bylo navazeno 0,63035 g dihydratu kyseliny stavelové. Navazka byla pievedena
do 100ml odmérné barky a doplnéna destilovanou vodou po rozpusténi v ultrazvukové
lazni. Obsah byl fadné promichan.

Do titraéni banky bylo odpipetovano 10 ml kyseliny $tavelové a ziedéno 50 ml
destilované vody. Poté byly pfidany 3 kapky indikatoru methyloranz (0,1% roztok).
Roztok byl titrovan odmérnym roztokem KOH. Jakmile roztok zménil barvu z ¢ervené
na oranzové-zlutou, bylo ptidano 10 ml 20% roztoku CaCl,. Roztok opét zéervenal

a obsah byl dotitrovan do Zlutého zbarveni. Standardizace byla provedena 3x.

3.2.7.2 Priprava vzorku a titrace
Bylo navazeno 5 g konopného oleje s presnosti na 0,001 g a vzorek byl kvantitativné
preveden do 250ml titra¢ni banky. Do bariky bylo pfidano 50 ml diethyletheru a obsah
byl tfepan do rozpusténi vzorku. Po rozpusténi byl pfidan 1 ml 1% roztoku fenolftaleinu
a obsah michan 1 minutu. Ihned byla provedena titrace odmémym roztokem 0,1mol.I"*
hydroxidu draselného v ethanolu do slabé rizového zbarveni, které vydrzelo déle jak
15 sekund. Slepy pokus byl proveden stejnym zplsobem s vynechanim zku$ebniho
vzorku. Kazdy vzorek byl stanoven 3x.

Cislo kyselosti bylo vyjadieno jako mnozstvi KOH v mg potiebného k neutralizaci

kyselin v 1 g vzorku:

CK=56,11-c- (V,-V,)/m [mg-g”]

(V1 = spotieba odmérného roztoku pfi titraci vzorku v ml; V2 = spotieba odmérného
roztoku pro slepy pokus v ml; ¢ = koncentrace odmérného roztoku hydroxidu draselného

v mol-It; m = navazka oleje v g).

72



3.2.8 Stanoveni jodového cisla

3.2.8.1 Priprava vzorki a titrace

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 0,150 g konopného oleje S piesnosti
na 0,0001 g. Bylo piidano 25 ml chloroformu a vzorek byl zcela rozpustén. Poté bylo
pfidino 25 ml HanuSova &inidla (0,Amol.I* roztok jodmonobromidu). Batika byla
uzaviena, obsah zamichan a banka byla ulozena do tmy po dobu 1 hodiny. Poté bylo
ptidano 20 ml 20% roztoku jodidu draselného (w/v), uzavér byl oplachnut destilovanou
vodou a bylo pfidano 100 ml destilované vody.

Obsah baiky byl titrovan za stalého michani 0,1mol-I? odmémym roztokem
thiosiranu sodného (kapitola 3.2.6.1) do oranzového zabarveni. Poté byl ptidan 1 ml
Skrobového mazu (0,2% roztok Skrobu, w/v) a obsah byl titrovan az do odbarveni. Slepy
pokus byl proveden stejnym zptsobem s vynechanim zkuSebniho vzorku. Kazdy vzorek
byl stanoven 3x.

Jodové cislo bylo vyjadieno jako mnozstvi jodu v gramech, které se mohlo adovat

na 100 g oleje:

JC=100"¢c- (V-V,)0,1269/m[g 1100 g*]

(V1 = spotieba odmérného roztoku pfi titraci vzorku v ml; V2 = spotfeba odmérného
roztoku pro slepy pokus v ml; ¢ = koncentrace odmérného roztoku Na:S;03 v mol-I;

m = navazka oleje v g).

3.2.9 Stanoveni mineralnich latek
Stanoveni mineralnich latek v konopnych produktech metodou ICP-MS bylo

uskute¢néno podle JaroSova et al. (2014).

3.2.9.1 Priprava kalibra¢ni rady

Pro prvkovou analyzu byly sestaveny kalibracni fady pro 9 prvkd. Koncentrace
jednotlivych bodi fady byly 10 000, 5 000 (2 500), 1 000, 500, 100, 50, 10, 1 a 1 ug.kg™.
Zakladni roztok byl pfipraven pipetovanim 250 pl vodného roztoku certifikovaného
referen¢niho materialu (CRM: Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn a Se) do 25ml odmérné
banky s1ml HNOsz a doplnénim milli-Q vodou. Zbylé body kalibra¢ni fady byly
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pfipraveny fedénim do odmérné banky o objemu 25 ml. Kazdy roztok dané koncentrace
obsahoval 1 ml HNOs. Roztok interniho standardu pro ICP-MS byl pfipraven

pipetovanim 500 pl standardu do 50ml odmérné banky s milli-Q vodou a doplnén.

3.2.9.2 Mineralizace vzorki

Na analytickych vahach bylo navazeno cca 100 mg vzorku nebo referenéniho materialu
(Jahodov¢ listi, Zelena tasa). Navazka byla pievedena do teflonovych patron a byly
ptidany 2 ml koncentrované HNO3z a 1 ml H20,. Nadoba byla fadné uzaviena a vlozena
do mikrovinného mineralizatoru. Byl spustén program 1 (Tab. 23). Jeden rozkladny
proces zahrnoval 6 vzorku. Po ukonceni mineralizace a ochlazeni pii laboratorni teploté
byla nadoba pooteviena. Roztok byl pifenesen do zkumavky o znamé hmotnosti
a spole¢né s obsahem byla zkumavka zvazena. Pro analyzu nékterych prvku bylo potieba
vzorky zfedit 100 a to pipetovanim 100 pul koncentrovaného vzorku do 10ml odmérné

banky, ktera byla doplnéna milli-Q vodou.

3.2.9.3 Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

Analyza vzorki a referenéniho materialu byla provedena na piistroji ICP-MS a byla
uskuteCnéna ve dvou modech, bez ptidavku kolizniho plynu a s pfidavkem helia.
Pted samotnou analyzou probéhlo promyvani ziedénym roztokem HNOs3 a interni
kalibrace pfistroje, ktera vyZadovala Tuning solution pro ICP-MS dodavané vyrobcem.
Béhem méteni dochéazelo ke spotfebovavani interniho standardu pro ICP-MS od vyrobce,
kterym byla kontrolovana Cinnost zafizeni. Pro kontrolu analyzy byl také pouzit
Certifikovany referen¢ni material vodného roztoku fortifikovaného stopovymi prvky TM

64,2 obsahujici roztok mineralnich latek a kovli o danych koncentracich.

Tab. 23 Zvoleny program mikrovinného mineralizatoru pro rozklad vzorkd (program 1).

Cas (min) Vykon (W)
2 250
0
400
0
500
0
600
Ventilace

GO NNDDNOIN
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4 VYSLEDKY

4.1 Obsah hrubych bilkovin stanoven pomoci kjeldahlizace
Obsah bilkovin v konopnych vyrobcich Hempoint byl stanoven poloautomatizovanou
kjeldahlovou metodou (Tab. 24). Samotnému stanoveni pfedchazela mineralizace vzorki
v koncentrované kyseliné sirové ve spalovacim hnizdé. Na pfistroji pak probé&hla
automatickd destilace a kolorimetrickd titrace pro analyzu dusiku a bilkovin dle
Kjeldahla.

Bilkovinové mnozstvi v konopnych produktech klesalo v tomto potadi: Bio konopny
protein > Bio loupané konopné seminko > Bio Kanelada > Bio konopné seminko natural

> Konopky kokos > Konopné kiupky.

4.2 Elektroforeticka separace bilkovin

Elektroforeticka separace proteini byla provedena Vv polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecyl siranu sodného po inkubaci vzorkd s mercaptoethanolem.
Vysledkem jsou jednotlivé frakce proteinti pfislusici dané molekulové hmotnosti
(Obr. 30). Z potizeného zaznamu lze vycist, Ze sojovy, syrovatkovy a konopny
proteinovy izolat znacky Hempoint se zna¢né lisi v zastoupeni proteinii. Konopné semena
obsahuji také jiné proteiny nez pSenicnd zrna. U konopnych produktl byla nejvétsi

koncentrace proteintl pozorovana v oblasti pfiblizné 26,5 kDa.

Tab. 24 Obsah bilkovin v konopnych vyrobcich, stanoveno pomoci kjeldahlizace. Pro piepocet
byl pouzit univerzalni faktor 6,25. Uveden je také obsah susiny ve vyrobcich (n = 3).

Vzorek Obsah bilkovin  Obsah suSiny Obsah bilkovin
(9-100 g™ (%) Vv susiné (%)

Bio konopny protein 49,976 + 0,176 90,172 55,423 + 0,195
Hempoint

Bio loupané konopné seminko 31,750 + 0,215 94,125 33,732+ 0,229
Hempoint

Bio konopné seminko natural 23,485 + 0,073 92,509 25,386 + 0,079

(neloupané) Hempoint

Konopné kiupky Hempoint 10,951+ 0,170 96,685 11,327 +0,176

Bio Kanelada Hempoint 23,770 £ 0,259 96,366 24,666 + 0,269

Konopky kokos Hempoint 20,860 + 0,317 95,027 21,951 + 0,334
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Obr. 30 SDS-PAGE proteinid konopnych produktd, séjového a syrovatkového proteinového
izolatu a dvou standardnich odrid pSenice. Vpravo jsou vyznacené¢ molekulové hmotnosti
proteind markeru (kDa). 1 =so6jovy proteinovy izolat; 2 = Bio konopny protein Hempoint; 3 = Bio
loupané konopné seminko Hempoint; 4 = Bio konopné seminko natural Hempoint;
5 = syrovatkovy proteinovy izolat; 6 = Mironowska, standardni odriida pSenice; 7 = Brigand,
standardni odrtida pSenice; 8 = proteinovy marker (kDa).

Elektroforeticky zaznam byl vyhodnocen pomoci softwaru Imagel 1.52a. Byly
porovnany pomery intenzity dominantnich bandti u konopnych produktti pro vyjadieni
relativniho zastoupeni proteinii ve vzorcich. Bandy pti pfibliznych molekulovych
hmotnostech 50:26,5:15,5:14 kDa mély tyto poméry: pro Bio konopny protein Hempoint
11:64:12:13, Bio loupané konopné seminko Hempoint 14:60:13:13 a Bio konopné
seminko natural Hempoint 8:64:15:13. Syrovatkovy proteinovy izolat mél odlisné
slozeni. Poméry intenzit hlavnich bandi pfi molekulovych hmotnostech
210:180:97:64:55:50:28:24:10 kDa byly 3:5:17:14:19:3:4:17:18. V piipadé¢ vzorku

sojového izolatu nebylo mozné provést porovnani z diivodu zvyseného pozadi.
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4.3 Aminokyselinové sloZeni konopného proteinového izolatu
Slozeni aminokyselin v proteinovém izolatu Bio konopny protein Hempoint bylo
stanoveno z hydrolyzatu pomoci UHPLC-MS/MS. Obsah jednotlivych aminokyselin byl

vypocitan z rovnice kalibra¢ni ptimky (Tab. 25).

Tab. 25 Rovnice kalibraéni ptimky jednotlivych aminokyselin, piislusné korelacni koeficienty
a MRM priechody.

Aminokyselina Rovnice Korelaéni MRM piechod
koeficient (m/z)

Arginin y = 0,0175894x — 0,0586323 0,9973 303~ 70
303 — 128
Serin y =0,000676753x + 0,000119235  0,9970 234 — 146
234 — 174
Glycin y = 0,000815493x — 0,00289662 0,9947 204 — 118
204 — 144
Threonin y =0,00127276x + 0,0170594 0,9914 248 — 160
248 — 188
Alanin y = 0,000952749x — 0,00216454 0,9984 218 — 88
218 — 130
Methionin y = 0,00430855x + 0,000328619 0,9951 278 — 190
278 — 218
Prolin y = 0,00223887x — 0,0048484 0,9936 244 — 114
244 — 156
Lysin y = 0,00635206x — 0,0318487 0,9955 361 — 170
361 — 301
Kyselina asparagova ~ y =0,00113177x + 0,0173361 0,9950 304 — 130
304 — 216
Histidin y = 0,00146528x + 0,00325179 0,9969 370 —» 110
370 — 196
Kyselina glutamova  y =0,000780833x + 0,0061898 0,9913 318 —» 172
318 — 258
Valin y = 0,0019683x — 0,00387272 0,9915 246 — 116
246 — 158
Leucin y = 0,00431328x — 0,00232782 0,9981 260 — 130
260 — 172
Fenylalanin y =0,00637562x + 0,0452861 0,9970 294 — 120
294 — 206
Isoleucin y = 0,00283938x — 0,00220541 0,9944 260 — 130
260 — 172
Cystin y = 0,00940083x + 0,00927886 0,9996 497 — 248
497 — 437
Tyrosin y =0,00627102x + 0,032158 0,9982 396 — 136
396 — 308
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V konopném proteinovém izolatu Hempoint byly identifikovany vSechny esencialni
aminokyseliny (kromé tryptofanu) (Obr. 31). Aminokyselinové slozeni konopného
proteinového izolatu a jejich piiblizny procentualni obsah jsou uvedeny v grafu (Obr. 32).
Zaokrouhlend procenta aminokyselin odpovidaji primérnym hodnotdm duplikatu.
Tryptofan nebyl v této analyze méfen, tudiz neni v grafu zahrnuty. Uvedeny obsah
kyseliny asparagové a glutamové odpovida souctu mnozstvi kyseliny a jejiho ptislusného
aminu (kyselina asparagova + asparagin; kyselina glutamova + glutamin). V konopném
proteinovém izolatu jsou nejvice zastoupeny kyselina glutamova, arginin a kyselina
asparagova. U obou kyselin pfispiva k jejich mnozstvi pfitomnost deaminové formy

glutaminu a asparaginu po kyselé hydrolyze.
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Obr. 31 Chromatograficka separace esencialnich aminokyselin v realném vzorku Bio konopny

protein Hempoint. THR = threonin, MET = methionin, LYS = lysin, VAL = valin,
PHE = fenylalanin, LEU = leucin, ILE = isoleucin.
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Obr. 32 Graf procentualniho obsahu aminokyselin v proteinu z konopného proteinového izolatu
znacky Hempoint. Procentualni obsah Asp odpovidd souctu obsahu kyseliny asparagové
a asparaginu. Procentualni obsah Glu odpovida souc¢tu obsahu kyseliny glutamové a glutaminu.
Aminokyselina cystein byla stanovena ve formé disulfidu cystinu. Tryptofan nebyl méfen a neni
v grafu zapocitan (n=2). ARG = arginin, SER = serin, GLY = glycin, THR = threonin,
ALA = alanin, MET = methionin, PRO = prolin, LYS = lysin, ASP = kyselina asparagova,
HIS = histidin, VAL =valin, GLU = kyselina glutamova, LEU = leucin, PHE = fenylalanin,
ILE = isoleucin, CC = cystin.
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4.4 Obsah mastnych kyselin

Koncentrace jednotlivych methyl esterd mastnych kyselin byly vypoc¢itany z rovnice

kalibra¢ni ptimky (Tab. 26). Methyl estery mastnych kyselin byly identifikovany podle

jejich retencnich Casti a hmotnostniho spektra (Obr. 33). Nasledn¢ bylo pro vypocet

koncentrace piislusnych mastnych kyselin zahrnuto fedéni a pavodni navazka.

Koncentrace kyseliny alfa-linolenové byla vypocitdna zrovnice kalibra¢ni kiivky

kyseliny gama-linolenové z divodu jeji absence v chromatogramu kalibra¢ni smési.

Tab. 26 Stanovované mastné kyseliny obsazené v kalibra¢ni smési standard methyl esterd
mastnych kyselin, rovnice kalibracni kiivky (linearni funkce), pfislusné korelacni koeficienty,
Kovatsovy indexy a cilové ionty a kvalifikatory pro identifikaci. U mastnych kyselin je uveden
pocet uhlikt a dvojnych vazeb a trivialni nazev. KK = korela¢ni koeficient, KI = Kovatsuv index.

Mastna kyselina Rovnice KK KI Cilovy iont;
kvalifikatory
C4 Maselna y =1582,2 x — 130,76  0,9999 0 74; 43, 87, 102
C6 Kapronova y =32153x-228,41 0,9998 926 74; 87,99, 130
C8 Kaprylova y =4054,1 x — 234,32  0,9997 1125 74; 87,127, 158
C10 Kaprinova y =4588,7 x — 544,51 00,9999 1326 74; 87, 143, 186
Cl1 Undekanova y =2329,3x—442,09 0,9995 1425 74; 87, 143, 200
C12 Laurova y =4702,3 x — 668,32 0,9998 1526 74; 87,143, 214
C13 Tridekanova y =2315,0 x - 547,30 0,9989 1626 74; 87, 143, 228
Cl4:1  Myristoolejova  y=877,34x—273,93 0,9972 1714 55; 74, 166, 240
C14 Myristova y =4569,5 x — 545,44 00,9998 1726 74; 87, 143, 199
C15:1  Pentadecenova Yy =925,30x-278,42 0,9981 1814 55; 69, 220, 254
C15 Pentadekanova  y =2258,6 x —415,12 0,9997 1825 74; 87, 143, 256
C16:1  Palmitoolejova  y=73537x—-250,56 0,9974 1906 55; 69, 236, 268
C16 Palmitova y=6461,4x-727,74 0,9997 1925 74; 87, 143, 270
Cl17:1 Heptadecenova y=789,59 x—285,53 0,9968 2007 55; 69, 250, 282
C17 Heptadekanova  y=1413,6 x—425,61 0,9984 2026 74; 87,143, 284
C18:3 Gama-linolenova y=1522,0x—256,13 0,9998 2080 79; 67,194, 292
C18:2 Linolova y = 823,45 x — 283,33 0,9978 2097 67; 109, 150, 294
c18:1 Olejova y =2257,1 x — 342,40 0,9999 2104 55; 41, 264, 296
Cc18:2 Linolelaidova y=1622,2x-274,30 0,9999 2109 67; 41, 95, 294
C18:1 Elaidova y =1385,2 x-190,43 0,9996 2127 69; 55, 222, 296
C18 Stearova y =3949,4 x — 527,35 0,9998 2127 74; 87, 143, 255
C20:4  Arachidonova y =680,45x —-321,89 0,9873 2260 79; 91, 150, 318
C20:5 Eikosapentaecnova Yy =752,29 x-296,60 0,9927 2267 79; 91, 119, 287
C20:3  Eikosatrienova Yy =606,14 x —283,72 0,9981 2278 67; 79, 150, 320
C20:2  Eikosadienova y=793,40x 326,64 0,9985 2298 67; 81, 109, 322
C20:1 Eikosenova y=1114,2 x — 345,64 0,9992 2304 55; 69, 292, 324
C20 Arachova y =3850,7 x — 799,89 0,9998 2329 74; 87, 143, 326
C21 Heneikosanova  y =1825,6 x—785,08 0,9959 2430 74; 87, 143, 340
C22:6 Dokosahexaenova Yy =645,64x—368,32 0,9870 2452 79; 91,119, 215
C22:2 Dokosadienovda  y=579,82x—284,96 0,9939 2500 67; 81, 109, 178
C22:1 Erukova y=773,52x-198,00 0,9994 2504 55; 97, 320, 352
C22 Behenova y =3652,9 x — 828,25 10,9996 2530 74; 87,143, 354
C23 Trikosanova y =1706,7 x — 671,99 0,9968 2631 74; 87, 143, 368
C24:1 Nervonova y =688,70 x — 371,39  0,9959 2706 55; 69, 97, 348
C24 Lignocerova y =3423,2x—109,82 0,9988 2732 74; 87,143, 382
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Obr. 33 GC-MS chromatogram hlavnich methyl esterd mastnych kyselin a jejich hmotnostni
spektra v realném vzorku Bio konopny olej Hempoint 2019. A = methyl ester kyseliny palmitové,
B = methyl ester kyseliny gama-linolenové, C = methyl ester kyseliny linolové, D = methyl ester
kyseliny alfa-linolenové, E = methyl ester kyseliny olejové, F = methyl ester kyseliny stearové.

Bio konopné oleje mély srovnatelné koncentrace hlavnich mastnych kyselin (Obr. 34).
Nejvyssi koncentraci méla Kyselina linolova, jeji zastoupeni bylo 53-56% v olejich. Dale
byly zastoupeny kyseliny olejova, alfa-linolenova, palmitova a stearova. V nizSich
koncentracich byly poté stanoveny kyseliny gama-linolenové, arachovéa, eikosenova,
behenova, lignocerova, eikosadienova, heptadekanovd, myristovd a pentadekanova
(Obr. 35). Dle této analyzy mé&ly konopné oleje znatky Hempoint vyssi obsah kyseliny
gama-linolenové nez srovnavajici konopné oleje jinych znacek.

Kokosovy olej obsahuje vice mastnych kyselin s kratkym fetézcem neZ konopny
a slunecnicovy olej (Obr. 36). V jeho slozeni pfevazuji zejména nasycené Kkyseliny
laurova a myristova. Z nenasycenych mastnych kyselin jsou v nizkych koncentracich
pfitomny pouze kyseliny linolova a olejova. Slunecnicovy olej ma téméf stejny obsah
kyseliny linolové (omega-6 mastna kyselina) jako konopny olej. U obou oleju
koncentrace kyseliny linolové pievazuje, ovSem slunecnicovy olej postrada dalsi
polynenasycené mastné kyseliny, jako napiiklad isomery kyseliny linolenové. Kyselina

linolenova je také nepfitomna v kokosovém oleji.
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Obr. 34 Hmotnostni koncentrace (mg-g™) hlavnich mastnych kyselin testovanych konopnych
oleju (n = 3).
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Obr. 35 Hmotnostni koncentrace (Mmg-g™) méné zastoupenych mastnych kyselin v testovanych
konopnych olejich (n = 3).
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Obr. 36 Hmotnostni koncentrace (mg-g*) mastnych kyselin Bio konopného oleje Hempoint,
kokosového a slune¢nicového oleje (n = 3).

Srovnani bio loupanych konopnych semen Hempoint s konopnymi Semeny
dostupnymi na trhu je znazornéno v grafu (Obr. 37). Slozeni hlavnich mastnych kyselin
se mezi vzorky nijak znac¢né neliSilo. V nizkych koncentracich byly ve vzorcich
zastoupeny kyseliny heptadekanovd, eikosenovd, arachova, behenova a lignocerova,
které v grafu nejsou uvedeny. Konopné loupané semeno Hempoint obsahuje pfiblizné

250 mg kyseliny linolové a 77 mg kyseliny alfa-linolenové na 1 g semene.
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Obr. 37 Hmotnostni koncentrace mastnych kyselin v loupanych konopnych semenech znacky
Hempoint v bio kvalité a dva vzorky konopnych semen dostupnych na ¢eském trhu (n = 3).
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V porovnani konopna neloupand semena obsahuji 150 mg linolové a 45 mg
alfa-linolenové kyseliny na 1 g (Obr. 38), jelikoz zna¢ny podil hmotnosti semene tvori
slupka. Znacné nizky obsah mastnych kyselin zstava v konopném proteinovém izolatu
Hempoint po vylisovani oleje ze semen. Ve 100 g izolatu se nachazi ptiblizné 4,5 g
linolové a 1,5 g alfa-linolenové kyseliny.

Produkt Bio Kaneldda Hempoint je vyroben rozmixovanim loupanych konopnych
semen s konopnym olejem. Jeho kvalita je tudiz srovnatelnd s Bio konopnym olejem
a Bio loupanymi konopnymi seminky a slozeni mastnych kyselin se nelisi (Obr. 39).
Obdobné¢ slozeni Ize pozorovat také u produktu Konopky makové (Obr. 39), jehoz
zakladni surovinou je konopné loupané semeno. V tomto vzorku byly také pfitomny

mastné kyseliny s kratkym fetézcem, kyselina laurové a kaprinova.
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2~ 140,00 Hempoint 2019
=)
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% 100,00
@© Bio konopny protein Hempoint
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Mastna kyselina

Obr. 38 Hmotnostni koncentrace mastnych kyselin v konopnych neloupanych semenech znacky
Hempoint v bio kvalité a v konopném proteinovém izolatu (n = 3).
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Obr. 39 Hmotnostni koncentrace konopnych vyrobkt znacky Hempoint (n=3). A = Bio
Kanelada, B = Konopky mak.

4.5 Obsah fytokanabinoida

Ve vétSiné produkti Hempoint nebyla detekovéna ptitomnost psychoaktivnich
kanabinoidi pomoci GC-MS. V piipadé vyrobkii Bio konopny ¢aj: Ték, Bylinkova stl
a Bio konopny ¢aj: Vybér z palic byly detekovany piitomné dekarboxylované metabolity
a byla provedena analyza kanabinoidi pomoci UHPLC-MS/MS (Tab. 27). Hodnota
psychoaktivnich latek odpovida souctu A9-tetrahydrokanabinolu a kyseliny
tetrahydrokanabinolové.

Bio konopné ¢aje jsou tvofeny suSenymi bio konopnymi listy a kvéty. Bylinkova stl

obsahuje moftskou stl, listy a kvéty konopi povolenych odriid.

Tab. 27 Procentualni obsah kanabinoidi v potravinovych vyrobcich stanoven metodou
UHPLC-MS/MS (n=3). CBDA = Kyselina kanabidiolova, CBD = Kanabidiol,
CBN = Kanabinol, THC = A9-tetrahydrokanabinol, THCA = Kyselina tetrahydrokanabinolova.

Produkt CBDA CBD CBN THC THCA  Psychoaktiv-
ni latky

Bio konopny ¢aj: 1,82 0,36 <0,01 0,05 0,19 0,24 £ 0,02
Ték +0,14 +0,03 +0,01 + 0,02

Bylinkova sl 1,22 0,39 <0,01 0,06 0,12 0,19 £0,02
+0,11 +0,05 +0,01 +0,01

Bio konopny ¢aj: 1,85 0,32 <0,01 0,05 0,26 0,31 £ 0,02
Vybér z palic +0,13 +0,08 +0,01 +0,01
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4.6 Parametry kvality konopnych oleju

V tabulce 28 jsou uvedeny hodnoty parametri hodnoticich kvalitu a stabilitu oleju.
Vsechny konopné oleje byly bio kvality a lisované za studena. Bio konopny olej
Hempoint 2018 byl otevien v mésici jeho expirace a poté byla ldhev uzaviena a uchovana
pii 4 °C. Stanoveni peroxidového cisla a €isla kyselosti probéhlo za 7 mésicii po uplynuti
doby expirace a otevieni lahve. Bio konopny olej Hempoint 2019 byl ihned analyzovan
po otevieni lahve v mésici jeho expirace, kdy byl obdrzen. Bio konopny oleje Wolfberry
a Health Link byly také analyzovany po otevieni lahve, obéma olejim ovSem nevyprsela
expiracni doba v Casu analyzy. Olej Wolfberry mél jest¢ 7 mésici do expirace a olej
Health Link 8 mé&sici.

Bio konopné oleje znacky Hempoint, liSici se stafim a ¢asem po expiraci pfi analyze,
mély srovnatelné mnozstvi peroxidi a hydroperoxidd. Nejvyssi obsah peroxidi
peroxidového ¢isla byla stanovena v Bio konopném oleji Health Link.

Vzorek oleje znatky Hempoint sedm mésicti expirovany mél pétkrat mensi mnozstvi
volnych mastnych kyselin, vyjadieno pomoci ¢isla Kyselosti, nez olej stejné znacky
stanoveny v mésici jeho expirace. Taktéz oleje znacek Wolfberry a Health Link mély
hodnoty ¢isla kyselosti niz§i v porovnani s Bio konopnym olejem Hempoint 2019.

Hodnota jodového ¢isla byla pfiblizn€ stejna pro vSechny konopné oleje, v rozmezi
151,4-163,4 g jodu na 100 g oleje, coz odpovida vyssimu obsahu nenasycenych mastnych
kyselin v konopnych olejich.

Tab. 28 Hodnoty stanovenych parametrii hodnoticich kvalitu rostlinnych oleju: peroxidového
¢isla, ¢isla kyselosti a jodového Cisla. Pro orientaci je také uvedeno datum expirace oleje (n = 3).

Vzorek Bio konopny  Bio konopny  Bio konopny  Bio konopny
olej Hempoint olej Hempoint olej olej Health
2018 2019 Wolfberry Link
Datum expirace 02/2018 01/2019 8/2019 9/2019
Peroxidové &islo 11,680+ 0,015 10,433 + 0,635 >30,0 6,586 £ 0,318
(umol (%2 ROOH)-g?)
Cislo kyselosti 0,945+0,016 4,952+0,084 1,907+0,358 1,182+ 0,066
(mg KOH-100 g?)
Jodové ¢islo 163,4+6,5 153,8 £ 13,0 156,7 + 3,3 151,4+54
(g 1100 gh
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4.7 Obsah mineralnich latek a stopovych prvku

Hmotnostni koncentrace mineralnich latek a stopovych prvki v konopnych produktech
byly vypocitany z rovnice kalibracni ptimky (Tab. 29). Nejvyssi koncentrace byly
naméfeny V konopném proteinovém izolatu (Tab. 30), ktery se zpracovava z vedlejsiho
produktu lisovani oleje ze semen. Semena obsahuji znacné¢ mnozstvi fosforu, hotciku,
drasliku a vapniku. Oproti loupanym sementim mélo neloupané semeno vEétsi mnozstvi
vapniku, manganu, Zeleza a médi. Nicméné neloupané semeno obsahovalo mensi
mnozstvi hot¢iku, fosforu, drasliku a selenu. V konopnych olejich byly detekovany

nékteré prvky, které zlistavaji v olejovém podilu béhem lisovani semen.

Tab. 29 Rovnice kalibra¢ni kiivky pro vypocet koncentrace jednotlivych prvka a piislusné
korelacni koeficienty.

Prvek Rovnice Korelaéni koeficient
Hot¢ik y = 314,62 x + 5784 0,9999

Fosfor y = 6,0653x + 957,83 0,9997
Draslik y =193,98x + 15035 0,9999
Vapnik y =10,3x + 921,74 0,9997
Mangan y =2439,1X + 66234 0,9996
Zelezo y = 4994x + 138606 0,9997

Med’ y = 9784,6x + 292007 0,9997

Zinek y =1239x + 27161 0,9996

Selen y = 33,605x + 745,73 0,9997
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Tab. 30 Koncentrace mineréalnich latek v konopnych produktech v mg-kg? (ug-g%, ppm) (n = 3).
LOD = pod limitem detekce.

Vzorek Mg P K Ca
Bio loupané konopné 5745+991 15547 +2804 9742 + 1602 598 + 155
seminko Hempoint
Konopna loupana 5216 + 757 12322 + 1522 9436 + 720 880 + 86
semena 1
Konopna semena 4929 + 1165 12002 £2531 9544 + 2671 819 £+ 166
loupana 2
Bio konopné seminko 3446 + 334 8395 + 809 6072 + 368 1223 + 139
natural Hempoint
Bio konopny protein 7408 + 79 18828 + 925 14055 + 975 2058 + 404
Hempoint
Bio konopny olej 11+1,3 51+26 LOD 45+ 15
Hempoint
Bio konopny olej 8+04 28+24 LOD <242
Wolfberry
Bio konopny ole;j 7+0,8 <22 LOD 45+ 17
Health Link

Tab. 30 Koncentrace mineralnich latek v konopnych produktech v mg-kg (ug-g*, ppm) (n = 3).
LOD = pod limitem detekce (pokracovani).

Vzorek Mn Fe Cu Zn Se
Bio loupané konopné 125+ 12 210+ 19 26+3 205+25 0,107 £ 0,045
seminko Hempoint
Konopna loupana 102 £ 19 179+34 16+3 148+25 0,113+ 0,016
semena 1
Konopna semena 118+ 16 20632 20+2 158+19 0,147 + 0,064
loupana 2
Bio konopné seminko 285+9 249+11 28+1 160+14 LOD
natural Hempoint
Bio konopny protein 239 + 27 388+47 32+3 262+24 0,075+ 0,001
Hempoint
Bio konopny olej 2,05+0,49 LOD LOD LOD LOD
Hempoint
Bio konopny olej 1,34 £ 0,05 LOD LOD LOD LOD
Wolfberry
Bio konopny olej 1,18 +0,15 LOD LOD LOD LOD
Health Link
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5 DISKUSE

Stanoveny obsah bilkovin kjeldahlizaci v konopném proteinovém izolatu Bio konopny
protein Hempoint (Tab. 24) byl o nékolik gramti vyssi, nez bylo deklarovano vyrobcem
na produktu (47 g-100 g). Vyssi obsah byl také stanoven pro produkt Bio loupané
konopné seminko Hempoint, kdy rozdil ¢inil 4,5 %. Vyssi stanovené mnoZstvi bilkovin
V testovanych vyrobcich mize byt dano ptitomnosti dalSich dusikatych latek v semenech.
Neloupané semeno Bio konopné seminko natural mélo naopak o 2,5 % mensi obsah
bilkovin oproti uvedenému daji na vyrobku. V ptipad¢ vyrobkii Bio Kaneldda, Konopky
kokos a Konopné kiupky Hempoint nebyly nutri¢ni udaje uvedeny na obale vyrobku
a vysledky byly piedany vyrobci.

Separaci konopnych proteinti pomoci SDS-PAGE (Obr. 30) bylo zjisténo, ze konopny
proteinovy izolat si zachoval kvalitu proteinii ze semen. Pfi lisovani oleje ze semen
nedochazelo ke ztratdm zadného proteinu a ve vyliscich byly zachovany stejné proteinové
poméry.

Z elektroforetického zaznamu bylo také mozné vy¢ist, Ze tato metoda, optimalizovana
pro analyzu pSenice, nebyla vhodna pro stanoveni konopnych proteini pifi zachovani
téchto podminek. Na gel bylo naneseno pfili§ velké mnozstvi proteinu konopnych
produkti, i kdyZ navazka vzorkid byla upravena tak, aby obsahovala piiblizné stejné
mnozstvi nandSené¢ho proteinu, jako tomu bylo v pfipad¢ pSeni¢nych zrn standardnich
odriid. Separace v tomto piipadé nebyla kvalitni a nebylo mozné pozorovat frakce
jednotlivych podjednotek pii dané molekulové hmotnosti, jako je tomu v literatufe.
Kvalitné rozseparované frakce nebyly také pozorovany v piipadé€ s6jového proteinového
izolatu.

Aminokyselinové sloZeni konopného proteinového izolatu znatky Hempoint (Obr. 32)
bylo srovnatelné se sloZzenim v konopném semeni dle Callaway (2004). Ve vzorku byl
stanoven o procento niz$i obsah sirnych aminokyselin methioninu a cystinu. Tato
skute¢nost mohla byt déna kyselou hydrolyzou, kdy vzorek nebyl pied hydrolyzou
oxidovan pomoci permravenci kyseliny. U rozvétvenych aminokyselin leucinu,
isoleucinu a valinu nebyly pozorovany niz$i hodnoty obsahu, piestoze byla zvolena kratsi
doba hydrolyzy (22 h misto doporu¢ovanych 72 h). Obsah leucinu byl 6 % v konopném
proteinovém izolatu obdobné jako v pfipadé analyzy proteinovych izolata (5,1 % leucinu)
v publikaci Gorissen et al. (2018). Obsah leucinu a lysinu je limitujicim faktorem kvality

proteint. Mnozstvi lysinu 5,8 g-100 g™ proteinu je pozadovano pro vyzivu déti ve véku
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2-5 let podle Svétové zdravotnické organizace (Joint FAO/WHO/UNU Expert
Consultation, 1985). Konopné proteiny maji obecné nizs$i obsah lysinu, nez je
vyzadovano (House et al., 2010). V experimentalni ¢asti této prace byl procentudlni
obsah lysinu v proteinu stanoven na 9 %. V porovnani s konopnym proteinem v semenu
dle Callaway (2004), kdy byl procentudlni obsah lysinu 4 %, doslo k nadhodnoceni
vysledku touto metodou.

Limitujicim faktorem pouziti EZ:faast™ kitu pro analyzu aminokyselin piitomnych
v konopném proteinu je nizké rozmezi kalibraéni fady (20-200 nmol-ml™), kdy kalibra¢ni
body jsou doporuceny vyrobcem. Jednotlivé aminokyseliny jsou v konopném proteinu
zastoupeny V jednotkach az desitkdch procent. NanaSené mnozstvi aminokyselin
na sorbent pro extrakci pevnou fazi je limitovano. Je nutné zvolit vhodné fedéni vzorku
anasledné¢ provést kvantifikaci v rdmci kalibraéni kifivky. Béhem experimenti bylo
vyzkouseno pfidani niz§iho kalibraéniho bodu 2 nmol-ml?. Nicméné v tomto bodé byla
pozorovana chybna kvantifikace, v ptipadé nékterych standardi aminokyselin se
pohybovala v minusovych hodnotich a byly pozorovany odchylky v opakovaném
davkovani stejného roztoku. Vysledna koncentrace, kvantifikovana V rozmezi
2-20 nmol-ml?, nebyla tudiz brana jako vérohodna a nadale tento bod nebyl aplikovan.
V nejvyssim bodu kalibrace byla v nékterych ptipadech pozorovana saturace detektoru
a pokles namétené plochy vnitiniho standardu.

Navic chemikalie a material pro kyselou hydrolyzu vzorku nebyly soucasti kitu a to
I v pfipadném pouziti kitu pro analyzu hydrolyzatu (v této praci byl pouzit kit pro volné
fyziologické aminokyseliny). Tyto faktory omezuji pouziti tohoto kitu.

Pfi analyze mastnych kyselin doslo pravdépodobné k metodické chybé, kdy touto
chromatografickou metodou a pouzitou kolonou nebyl detekovan methyl ester kyseliny
alfa-linolenové ve smési standardd. Methyl ester kyseliny byl ovSem piitomen
v chromatogramu realného vzorku a koeluoval s esterem kyseliny olejové (Obr. 33).
Kyselina byla identifikovana pomoci hmotnostniho spektra a ovéfena v databazi softwaru
NIST MS Search (The NIST Mass Spectral Search Program for the NIST/EPA/NIH Mass
Spectral Library Version 2.0). Kalibrovana byla na methyl ester kyseliny
gama-linolenové, jelikoz Se jedna o isomery a maji stejnou molekulovou hmotnost.

Obsah mastnych kyselin v Bio konopném oleji Hempoint (Obr. 34) byl srovnatelny
s diive publikovanymi daty (Callaway, 2004). Rozdil byl pouze u kyseliny
alfa-linolenové a olejové, kdy v oleji byl stanoven nizsi obsah kyseliny alfa-linolenové

a vyssi obsah kyseliny olejové. Stanovené koncentrace mastnych kyselin odpovidaly
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vyrobcem deklarovanym tdajiim na obale Bio konopného oleje Hempoint 2019 v ptipadé
kyseliny linolové a mononenasycenych mastnych kyselin zastoupeny kyselinou olejovou.
Obsah alfa- a gama-linolenové kyseliny byl naméfen nizsi, nez uvadi vyrobce, coz
Vv ptipad¢ kyseliny alfa-linolenové mize byt dano chybnou kvantifikaci kvili koeluci
kyseliny s kyselinou olejovou.

Loupana konopna semena obsahuji vice tukli na 100 g nez konopna semena neloupana
dle vyrobce. Tento tdaj byl také potvrzen naméfenim vyssiho obsahu mastnych kyselin
V loupaném semenu oproti neloupanému (Obr. 37, 38). V Bio konopném proteinu
Hempoint 2019 byl naméfen pfiblizn¢ stejny pramérny obsah lipida, jak bylo
deklarovano vyrobcem (8,7 g-100 g1). Seétenim koncentraci vSech stanovenych
mastnych kyselin byl odvozen obsah lipidd 9,75 g:100 g*. Vyrobce také na reklamé
produktu uvadél, ze tento produkt obsahuje dokonalou rovnovahu vSech nenasycenych
mastnych kyselin omega-3, 6 a 9. Mastné kyseliny jsou ovSem téméf kvantitativné
odstranény z vyliski lisovanim oleje ze semen. Oproti loupanym semeniim tedy obsahuji
piiblizn¢ pétkrat mensi podil tukt.

Ziskané¢ profily mastnych kyselin potvrzuji, ze konopné oleje znacky Hempoint nebyly
falsované jinymi oleji a nejvétsi podil tvoti polynenasycené mastné kyseliny, coz bylo
potvrzeno také stanovenim jodového ¢isla (Tab. 28). V dnesni dobé patii oleje k nejvice
falSovanym potravinam, zejména panenské olivové oleje. V roce 2018 byl olivovy olej
dle americké databdze (US Pharmacopeia’s Food Fraud Database) druhou nejvice
pancovanou potravinou (United States Pharmacopeia, 2018).

Pti porovnani tii druhti rostlinnych oleji mély oleje konopny a slune¢nicovy téméer
identicky obsah kyseliny linolové (Obr. 36). OvSem v piipad¢ slune¢nicového oleje byla
dalsi nejvice zastoupenou kyselinou kyselina olejova a zcela postradal isomery kyseliny
linolenové. Zejména esencialni kyselina alfa-linolenova, pattici do skupiny omega-3
mastnych kyselin, je v signifikantnim mnoZstvi obsazena v konopném oleji a podili se na
zdravi prospéSném poméru omega-6 a omega-3 mastnych kyselin.

Jelikoz nebyly k dispozici vSechny standardy omega-3 a omega-6 mastnych kyselin,
nelze s presnosti stanovit pomér téchto kyselin. Pokud by byl porovnan obsah
esencialnich mastnych kyselin linolové (omega-6) a alfa-linolenové (omega-3), které
tvorily nejvétsi podil mastnych kyselin téchto dvou skupin, pomér téchto kyselin by
odpovidal poméru 3,8:1 v Bio konopném oleji 2019. Tento pomér je stale nizsi

V porovnani s poméry jinych oleju (Tab. 7).

91



V ptipad¢ vyrobku Bio Kanelada Hempoint byl také zvolen odliSny postup piipravy
vzorku z divodu jeho nehomogenity. Vzorek byl v nékolika krocich homogenizovan
a byla zvolena vyS$$i navazka a vétsi objem extrakéniho ¢inidla. Tento postup mél zna¢ny
vliv na sniZeni odchylek stanoveni mastnych kyselin v replikatech.

Obdobné slozeni Ize pozorovat také u produktu Konopky makové (Obr. 39), jehoz
zakladni surovinou je konopné loupané semeno. Zdrojem méné zastoupenych mastnych
kyselin, které se ptivodné nevyskytuji v konopném semenu, mohou byt dalsi piidané
suroviny, jako je rostlinny tuk, susené polotu¢né mléko ¢i mak.

Ve vyrobku Bio konopny c¢aj: Vybér z palic se hodnota psychoaktivnich latek
stanovena metodou UHPLC-MS/MS (0,31 £ 0,02 %) (Tab. 27) pohybovala na hranici
stanovenou legislativou Ceské republiky (0,3 % obsahu latek ze skupiny
tetrahydrokanabinolti) (Zakon ¢. 273/2013 Sb.). U ostatnich vzorkli nebyly naméfeny
nadlimitni hodnoty. Dle vyrobce jsou bylinné caje a soli tvotfeny listim a kvéty odridy
konopi Carmagnola, kterd se vyznaCuje nizkym obsahem THC (< 0,3 %) a vySSim
obsahem latek ze skupiny kanabidiolti (CBD).

Nejvyssi obsah peroxidil a hydroperoxidii byl stanoven v Bio konopném oleji znacky
Wolfberry (Tab. 28). Stanovena hodnota peroxidového ¢isla nebyla u tohoto oleje
oc¢ekavana, jelikoz produktu nevyprSela expiracni doba a méfeni bylo provedeno
nasledné po otevieni ldhve. Hodnota peroxidového cisla byla zvySend pro oba oleje
znacky Hempoint (> 10,0 mekv.O2-kg? = 10,0 pmol (2 ROOH)-gl). Ve vyhlasce
¢. 90/2000 (Vyhlaska MZe €. 90/2000 Sb.) byla ovSem pro oleje lisované za studena
povolena maximalni hodnota peroxidového &isla 15,0 mekv.O2-kg? a tento limit nebyl
u olejit znaCky Hempoint ptekro¢en. Nicméné vyhlaska uz momentalné neni aktualni
a v nahrazujici vyhlasce nejsou limity uvedeny (Vyhlaska MZe ¢.397/2016 Sb.).
U konopného oleje Hempoint, ktery byl 7 mésicli expirovany, byla ofekavana vyssi
hodnota peroxidového ¢isla neZ u oleje stejné znacky, ktery v dobé analyzy teprve
expiroval. Stanovené hodnoty byly srovnatelné s hodnotou peroxidového Ccisla
konopného oleje lisovaného za studena v publikaci Poustkova et al. (2010). Zvysené
hodnoty mohly byt zplisobeny zpiisobem skladovani semen, lisovani oleje ze semen
lisovanim oleje, jestlize neni provadéna za inertni atmosféry a material lisovace je tvofen
pfechodnymi kovi (Zelezo, m&d’). Ty pak mohou i ve stopovém mnoZstvi katalyzovat
degradaci lipida (Callaway a Pate, 2009). Obsah volnych mastnych kyselin, vyjadien

¢islem kyselosti, byl o¢ekavan nejvyssi v sedm mésicii expirovaném vzorku konopného
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oleje Hempoint. Zde byl ov§em obsah stanoven nejnizsi ze vSech vzorkd, pro coz nebylo
nalezeno vysvétleni.

Ze ziskanych dat méfenim mineralnich latek v konopnych produktech pomoci
ICP-MS (Tab. 30) vyplynulo, Ze nejvétsi mnozstvi mineralnich latek ztstava ve vyliscich,
vedlej$im produktu lisovani oleje ze semen, ze kterych byl ziskan konopny proteinovy
izolat. Mineralni latky se tudiz hromadily v pevném, neolejnatém podilu semene. Nékteré
mineralni latky (Ca, Mn, Fe, Cu) byly v signifikantnim mnozstvi zastoupeny ve slupkach
semene, coz bylo zjisténo porovnanim hodnot loupaného a neloupaného konopného
semene. Nicméné neloupané semeno obsahovalo niz§i mnozstvi hoiciku, fosforu,
drasliku a selenu. Z toho vyplyva, Ze tyto prvky se nachazely ve vét§im mnozstvi v jadie
semen.

Dle vyrobce obsahuje Bio loupané konopné seminko Hempoint primérné
12 mg-100 g Zeleza a v této praci bylo naméfeno vétsi mnozstvi 21 mg-100 g?. Dale
byly na obale uvedeny mineralni latky (bez obsahovych hodnot) fosfor, hoi¢ik, zinek,
méd’, mangan, draslik (a Zelezo) v Hempoint vyrobcich Bio loupané konopné seminko,
Bio konopné seminko natural a Bio konopny protein. Pfitomnost téchto prvkl
v produktech byla potvrzena. Ne¢které minerdlni latky se také podafilo naméfit
v konopnych olejich, jejichz obsah na vyrobcich nebyl uveden.

Ziskana data byla porovnana s vysledky Callaway (2004) (Tab. 12). V této publikaci
nebylo uvedeno, zda bylo analyzovano loupané nebo neloupané semeno. V Bio loupaném
konopném seminku Hempoint bylo naméfeno vétsi mnozstvi hot¢iku, fosforu, drasliku,
manganu, zeleza, médi a zinku. Naopak bylo stanoveno 2,5-krat mensi mnozstvi vapniku.
Ve srovnani s publikovanymi daty byly naméfené hodnoty obsahu hoi¢iku, fosforu,
drasliku a vapniku niz§i v Bio konopném seminku natural Hempoint (celé, neloupané
semeno). Ovsem byl stanoven vyssi obsah manganu, zeleza, médi a zinku. V semenech
se také podafila urit koncentrace selenu. Radové se viechny mineralni latky pohybovaly
ve stejném rozmezi jako ve srovnavané publikaci. Stanovena mnozstvi mineralnich latek
pro neloupané konopné semeno Hempoint také korespondovala s vysledky prace Mattila
etal. (2018) (Tab. 13,14). Nicméné koncentrace zinku, manganu a zeleza byla dvakrat az

pétkrat vyssi v semenu Hempoint.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace je vénovana nutricnimu sloZeni konopnych potravinovych
vyrobku. Teoreticka Cast je zaméfena na konopi seté, v soucasnosti dostupné konopné
potravinové vyrobky a na jejich nutricni slozeni, které je zde porovnano s jinymi
potravinovymi vyrobky. V experimentalni casti byl stanoven obsah jednotlivych
nutrientt, fytokanabinoidu a byly urCeny hodnoty parametri popisujicich kvalitu oleju
a tukii ve vyrobcich.

Nejvyssi obsah proteinti (49,976 g-100 g?) byl stanoven poloautomatizovanou
metodou dle Kjeldahla v konopném proteinovém izolatu Bio konopny protein Hempoint.
Stanovené mnozstvi také pfiblizné odpovidalo deklarovanému mnozstvi (47 g-100 g™?).
Konopné loupané semeno obsahovalo 32 % bilkovin a neloupané semeno 23,5 %.

Elektroforeticka separace proteini SDS-PAGE optimalizovana pro analyzu psenice
nebyla vhodnou volbou pro kvalitativni analyzu konopnych proteinti. Ovsem bylo
pozorovano, Ze konopny proteinovy izolat si zachoval kvalitu proteinii ze semen a lisil se
V proteinovém zastoupeni v porovnani se sOjovym a syrovatkovym proteinovym
izolatem.

V konopném proteinovém izolatu byly identifikovany vSechny esencialni
aminokyseliny (kromé¢ tryptofanu) pomoci UHPLC-MS/MS. Ve vyrobku byly nejvice
zastoupeny kyseliny glutamova a asparagova a arginin. Ziskané vysledky jsou ve shodé¢
S literarnimi tdaji.

Ziskana kvalitativni 1 kvantitativni data GC-MS analyzy mastnych kyselin
v konopnych olejich odpovidala difive publikovanym vysledkiim. Konopné oleje nebyly
falSované pfidanim jinych oleji a obsahovaly vysoky podil omega-3 a omega-6 mastnych
kyselin v porovnani sjinymi druhy oleji. Zastoupeni esencialni linolové kyseliny
Vv olejich bylo 53-56%. U konopnych olejt riznych znacek nebyl pozorovan vyznamny
rozdil ve sloZeni mastnych kyselin, kromé obsahu gama-linolenové kyseliny. V ostatnich
produktech, ziskanych zpracovanim semene, byly naméteny stejné dominantni mastné
kyseliny jako v konopnych olejich. Zjistény pomér analyzovanych omega-6 a omega-3
mastnych kyselin byl 3,8:1.

Signifikantni obsah fytokanabinoidi byl naméfen v konopnych produktech
obsahujicich listy a kveéty konopi. Nejvyssi hodnota obsahu latek ze skupiny
tetrahydrokanabinolii byla naméfena v produktu Bio konopny c¢aj: Vybér z palic
Hempoint (0,31 + 0,02 %).
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Parametry hodnotici kvalitu olejti a tukt se liSily v jednotlivych vyrobcich konopného
oleje a také podle jejich stafi. ZvySena hodnota peroxidového ¢isla odpovidala nizké
oxidacni stabilit¢ konopnych oleji. V ptipadé Bio konopného oleje Woltberry byla
hodnota peroxidového ¢&isla nad limitem metody (< 30,0 pmol (2 ROOH)-g1). Nejvyssi
obsah volnych mastnych kyselin, odpovidajici ¢islu kyselosti, byl naméfen v Bio
konopném oleji Hempoint, kterému vyprsela expiraéni doba v ¢asu jeho analyzy.
Ve vzorku Bio konopného oleje Hempoint, ktery expiroval nékolik mésict diive nez
piedchozi vzorek, byl neoCekdvané¢ naméfen pétkrat mensi obsah volnych kyselin.
Hodnoty jodového cisla byly srovnatelné pro vSechny konopné oleje a potvrzovaly obsah
nenasycenych mastnych kyselin z pfedeslé GC-MS analyzy. Hodnoty také
korespondovaly s publikovanymi daty v literatufe.

V konopnych produktech byly stanoveny koncentrace hoic¢iku, fosforu, drasliku,
vapniku, manganu, zeleza, médi, zinku a selenu metodou ICP-MS. Nejvyssi obsah
minerdlnich latek byl primérné namétfen v konopném proteinovém izolatu, ktery se
v konopnych olejich a nékteré koncentrace prvkil byly pod limitem detekce. Mineralni
latky jsou tedy nejvice obsazeny v odtu¢néném podilu semene. Vapnik, zelezo, mangan
a med’ jsou také ve vyznamném mnozstvi zastoupeny ve slupkach semene.

Konopné potravinové vyrobky maji vysokou nutri¢ni hodnotu. Konopna semena jsou
vyznamnym zdrojem esencialnich aminokyselin a minerdlnich latek. Konopné oleje
lisované za studena obsahuji nizké mnozZstvi nasycenych mastnych kyselin a maji
specificky obsah esencialnich polynenasycenych mastnych kyselin omega-6 a omega-3.
Bé&hem konzumace konopného oleje je diilezité dbat na skladovaci podminky z diivodu
jeho nachylnosti k oxidaci. Konopny proteinovy izolat, ziskan z odtu¢nénych semen,
obsahuje témeét 50 % bilkovin a miiZze slouzit jako zdravi prospéSny doplnék stravy.
Vhodny je zejména pii alternativnim stravovani pro doplnéni esencialnich aminokyselin

v kombinaci s dal$imi rostlinnymi ptipadné zivo¢isnymi zdroji bilkovin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A8-THC
A9-THC
AA

BIS
CBD
CBDA
CBN

Da (kDa)
GC

El

ESI
ET-AAS

FID
HPLC
ICP-MS
ICP-OES
LC
mol-I*
MRM
MS
MS/MS
TOR
PAGE
PDCAAS
SDS

SIM
TEMED
THC
THCA
Tris

UHPLC

A8-tetrahydrokanabinol

A9-tetrahydrokanabinol

Akrylamid

Bisakrylamid

Kanabidiol

Kyselina kanabidiolova

Kanabinol

Dalton (kilodalton)

Plynova chromatografie

Electron impact

lonizace elektrosprejem

Atomova absorpcni spektrometrie v rezimu elektrotermické
atomizace

Plamenovy ioniza¢ni detektor

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Kapalinova chromatografie

Mol na litr

Multiple reaction monitoring

Hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Target of rapamycin

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Protein digestibility-corrected amino acids score
Dodecyl siran sodny

Single ion monitoring
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin
Tetrahydrokanabinol

Kyselina tetrahydrokanabinolova
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ultra vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
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UPLC Ultra u¢inné kapalinova chromatografie
viv Objem na objem

wiv Hmotnost na objem
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