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VYLISKY SEMEN LNU A KONOPI A JEJICH ZPRACOVANI
NA MOUKY A BILKOVINNE KONCENTRATY

Flaxseed and Hempseed cakes and their processing into meals
and protein concentrates

Barta J., JaroSova M., Bartova V., gvajner J.

Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemédélska fakulta

Abstrakt

Vylisky semen Inu resp. nazek konopi (ziskané z lisovani oleji) byly upraveny na tii druhy
praskovych materidlu — vyliskovou mouku (M), frakce mouky s velikostnimi casticemi
mensimi nez 250 um (F) a bilkovinny koncentrat (K) ziskany isoelektrickym srdzenim. Ziskané
prasky se u obou druht lisily v obsahu vstupnich komponent. Stupen zpracovani ve sméru M —
F — K vedl u materiali obou olejnatych druhi k postupnému zvyseni obsahu dusikatych latek:
28,46 — 33,71 — 63,47 % pro len a 28,25 — 45,62 — 67,81 % pro konopi. Vyliskova mouka Inu i
konopi ma v porovnani s vys$simi stupni zpracovani vyssi obsah celkovy polyfenoli a vyssi
antioxidacni aktivitu. Vyliskova mouka ma také vyssi schopnost vazat vodu, naopak vazba tuku
byla nejvyssi u bilkovinnych koncentratii obou druhii. Lnéna vyliskova mouka vazala vyrazné
vice vody nez konopna mouka, Inény bilkovinny koncentrat vazal vyrazné vice tuku nez
konopny koncentrat.

Klicova slova: len, konopi, mouka, bilkovinny koncentrat, obsah bilkovin, funkcni vlastnosti

Abstract

Oilseed cakes, obtained during oils extraction from flax and hemp seeds, were modified to three
types of powder material — cakes meal (M), fraction of meal with particle of size below 250 pum
(F) and protein concentrate (K) obtained by using isoelectric precipitation. Obtained powders
varied in contents of basic components. Processing of oilseed cakes in direction M-F-K resulted
in the case of both oilseed species to graduate increasing of N matters: 28.46-33.71-63.47% for
flax and 28.25-45.62-67.81 % for hemp. Flax and hemp meal had higher level of polyphenolic
matters and antioxidant activity in comparison with other variants of oilseed cakes processing.
The meal had also higher ability for water holding capacity, however, oil holding capacity was
examined on higher level for both species protein concentrates. Flax meal hold significantly
higher amount of water than hemp meal and flax protein concentrate hold significantly higher
amount of oil than hemp concentrate.

Key words: flax, hemp, meal, protein concentrate, protein content, functional properties

Uvod

Len sety (Linum usitatissimum L.) a konopi seté (Cannabis sativa L.) jsou historicky dilezitymi
hospodéaiskymi rostlinami s multifunkénim charakterem. V CR jsou péstovany minoritné
(péstitelské plochy olejného Inu se pohybuji do 2 tisic ha — Zehnalek, Kraus (2019), péstitelské
plochy konopi setého se pohybuji do 1,5 tis. ha — ToSovska, Buchtova (2010)), zejména pro
semena resp. nazky obsahujici vysokd mnozstvi oleje o specifické hodnoté. Semena olejné
formy Inu setého obsahuji 38 - 44 % oleje s vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin.
Jde zejména o a-linolenovou kyselinu, kterd se podle odridy muize vyskytovat ve spektru
mastnych kyselin Inéného oleje ve tfech hladinach zastoupeni — do 5, kolem 30 a mezi 50 — 60
% (Moudry et al., 2011; Smirous et al., 2015). Konopna nazka obsahuje 25 - 35 % oleje, ve
kterém opét pfevazuji nenasycené mastné kyseliny, a-linolenova kyselina je zastoupena asi 20
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%. Pro vylisovani oleje se stavaji prevazujici slozkou ve zbytcich semen bilkoviny (Wang,
Xiong, 2019).

Bilkoviny jsou v semenech Inu zastoupeny kolem 20 %; ve vyliscich a mouce asi 30 % (i vice).
Nejvice jsou zastoupeny globuliny (40 — 80 %), nazyvané linin. Linin zahrnuje bilkovinné
podjednotky 11 — 12S o molekulovych hmotnostech (MW) 24,6; 30; 35,2 a 50,9 kDa.
Vyznamny je 1 obsah albuminil (20 — 40 %), které jsou souhrnné nazyvéany conlinin: jde o
bilkovinné podjednotky 1,6 —2S 0o MW 16 — 18 kDa (Ayad, 2010; Shim et al., 2014). V nazkach
konopi setého je obsazeno 20 - 25 % bilkovin, ve vyliscich kolem 30 % (i vice). Nejvice je
zastoupena frakce globulinti nazyvanych edestin (uvadéno 60 az 80 %); jedna se o hexamer —
kazdy monomer ma MW 50 — 54 kDa (tvoten z kysel¢ podjednotky o MW 34 kDa a bazické
podjednotky o MW 18 — 20 KDa). Zbylou ¢ast (asi 25 %) predstavuji albuminy (Wang, Xiong,
2019). Je znamo, ze Inéné 1 konopné bilkoviny maji dostateCné zastoupeni esencialni
aminokyselin a vykazuji také zajimavé funkéni vlastnosti, které zvysuji potencidl jejich
uplatnéni ve vyzive lidi a v potravinarstvi (Mattila et al., 2018).

Produkce bilkovinnych koncentrata (izolatd) z rostlinnych materialii bohatych na bilkoviny je
nejcastéji provadéna pomoci kombinace alkalické solubilizace a isoelektrické precipitace.
Uplatnén muze byt i efekt iontové sily v kombinaci s dialyzou ¢i jinymi membranovymi
technikami, uvadény jsou 1 jiné principy a techniky (Hadnadev et al., 2017). Jiz samotna
kombinace zplsobu mleti a proseti vyliskové mouky na sitech o vhodné velikosti ok, vede k
oddéleni osemeni ¢i oplodi od vnitini ¢asti semene, coz jsou cCasti, které obsahujici rozdilné
zastoupeni N latek, a mlze proto dojit k tvorbé frakcich s vy$§im obsahem N latek nez ma
puvodni vyliskova mouka.

K cennym slozkdm semene Inu a nazek konopi nepatii jen tuk a bilkoviny, ale také vlaknina,
polyfenoly a dalsi ptiznivé pisobici latky, které vzajemné spoluptisobi na vytvareni finalnich
vlastnosti produkovanych mouk, jejich frakci a bilkovinnych koncentratt (Shim et al., 2014;
Wang, Xiong, 2019).

Cilem tohoto ptispévku je modelova demonstrace vyuziti sesmennych vyliskti Inu a konopi na
produkeci vyliskové mouky, jeji velikostni frakce a bilkovinného koncentratu. Soucésti tohoto
experimentu je také analyza vybranych vlastnosti téchto produkti.

Material a Metody

Rostlinny material a jeho uprava. Lnéné a konopné vylisky byly dodany firmou AGRO-EL
Znojmo. Jedna se o vylisky vzniklé lisovanim semen resp. nazek za studena na potravinaiské
oleje. Vylisky v podob¢ granuli byly pomlety na nozovém mlynu (Grindomix GM 200, Retsch,
Némecko) pii vykonu 10 000 ot./min. po dobu 1 min. Vazkovym prosévanim pomletych
vyliskt na situ o velikosti ok 250 um byla ziskana frakce mouky s velikosti ¢astic mensich nez
250 um. Z navézek byl zjistén podil propadu. Timto zpisobem vznikly dva druhy hodnoceny
polozek — vyliskova mouka M (pomleté vylisky) a frakce mouky s ¢asticemi pod 250 um F.
Priprava bilkovinného koncentratu. Bilkovinny koncentrat Kbyl piipraven pomoci
isoelektrického srazeni. K navazenému mnozstvi frakce mouky pod 250 um byla ptidana voda
v poméru 1:6 (w/v) a smés byla michana na magnetick¢ micha¢ce 30 minut pii pokojové
teplote. Po této dob¢ byla odstranéna tukova svrchni vrstva pomoci pipety. Nasledné byla u
smési upravena reakce na pH 10 pomoci 1M NaOH a bylo pokra¢ovano v michani dalSich 30
minut. Nasledovalo odstfedéni pomoci centrifugy (Rotina 420 R, Hettich, Némecko), 4740 g,
20°C, 10 min. Ziskany supernatant byl slit a uchovan a pelet byl postupné 2x promyt vodou.
K peletu byla v obou piipadech pfidana voda v mnozstvi 1/3 pivodniho objemu, pelet byl
rozmichan a smés byla opét odstfedéna stejnym zpisobem. Ziskané 2 promyvné supernatanty
byly spojeny s pivodnim supernatantem. U vysledného supernatantu byla upravena reakce na
pH 4,5 pomoci 1M HCI. Po nésledném odstfedéni (stejné podminky uvedené vyse) byl
supernatant odstranén, pelet rozmichan v 'z ptivodniho extrakéniho objemu vody a reakce byla
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upravena na pH 7. Smes byla zmrazena a vysusena na lyofilizatoru (ALPHA 1-4 LSC, Martin
Christ, Némecko), -50°C, 0,420 mBar, 48 hod. Ziskany lyofilizat byl zvazen a nasledné
homogenizovan.

Analyzy. Obsah vody byl stanoven vazkoveé vysusenim materialu v susarné pti 105°C po dobu
3 hod. Obsah N latek byl stanoven instrumentalné pomoci piistroje Rapid N Cube (Elementar,
Némecko), ktery pracuje na principu modifikované Dumasovy metody (stanoven dusik a
ptepocet na N latky byl proveden pomoci koeficientu 6,25). Obsah tuku byl stanoven pomoci
extraktoru XT10 (Ankom, USA) dle manualu vyrobce. Obsah popelovin byl stanoven vazkoveé
vyzihanim vzorku v muflové peci pfi teploté 550°C po dobu 6 hod. Obsah ostatnich latek byla
stanoven dopoctem do 100 %. Vytéznost frakce mouky pod 250 pm a vytézky bilkovin byly
vypocteny z hodnot vazkove vedené piipravy materialu a z hodnot obsahu N latek.

Extrakce bilkovin a elektroforéza SDS-PAGE. Bilkovinné extrakty pro elektroforézu byly
piipraveny nasledujicim zplsobem — k 50 mg mouk ¢i koncentratu bylo ptfidano 500 ul
extrakéniho pufru (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS), extrakce probihala na ledu podobu
4h. Po centrifugaci (10 000 g, 4°C, 10 min.) byl ziskany supernatant smichén v poméru 4:1
s nanaSecim pufrem obsahujicim 2-merkaptoetanol, povatfen (2 min) a nasledné separovan
pomoci diskontinualni deskové denaturacni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SE 600,
Hoefer, USA) - 4% zaosttovaci gel (pH 6,8) a 12% separac¢ni gel (pH 8,8) - v prostiedi Tris-
glycinového pufru (Laemmli 1970). Bilkoviny byly na gelu detekovany pomoci roztoku
barviva Coomassie Blue. Digitalizace elektroforeogrami byla provedena pomoci zatizeni
GelDoc (Bio-Rad, USA). Blue Protein Ladder s rozpétim 5 — 245 kDa (Central European
Biosystems) byl pouzit jako hmotnostni standard.

Svétlost (lightness, L) byla métena pomoci kolorimetru ColorEye® XTH (X-Rite, USA), ktery
pracuje v systému CIE a namétené hodnoty vyjadiuje v systému Lab hodnot.

Obsah celkovych polyfenoli byl stanoven spektrofotometricky s vyuzitim Folin-
Ciocalteauova cinidla po ptedchozi extrakci polyfenola z lyofilizované susiny pomoci 80%
ethanolu. Jako standard byla pouZita gallova kyselina a vysledky byly vyjadieny jako mg jejich
ekvivalentti (GAE — ekvivalenty gallové kyseliny) na 1 g suSiny mouky (Lachman a kol., 2006).

Antioxida¢ni aktivita byla méfena v etanolovém extraktu vzorki mouk ¢i koncentratd
s vyuzitim radikdlu DPPH (1,1’-difenyl-2-pikrylhydrazyl); stanoveni bylo provadéno dle
postupu uvedeného v praci Sulc a kol. (2007). Standardem byla L-askorbova kyselina a hodnota
antioxidaéni kapacity byla vyjadiena jako ekvivalentni miligramy L-askorbové kyseliny v
pfepoctu na g susiny vzorku.

Stanoveni funk¢nich vlastnosti vazba vody a vazba tuku bylo provedeno vazkove s vyuzitim
vody a fepkového oleje podle postupu uvedeném v praci Barta et al. (2018).

Zpracovani dat. VSechny zpisoby piipravy mouk a koncentrati a veskeré analyzy byly
provadény ve tiech opakovanich. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu
STATISTICA CZ, verze 12 (StatSoft, Inc.).

Vysledky a diskuze

Zakladni slozeni vyliskové mouky odvozené z vyliskli semen Inu a konopi je uvedeno v tabulce
1. Zatimco obsah N latek byl u obou druhové odliSnych vzorkli vyliskové mouky velmi
podobny (statisticky neprikazny), hodnoty ostatnich charakteristik jiz byly prukazn¢ rozdilné
na hladiné vyznamnosti P<0,05. Velmi vyrazny byl vysoky obsah zbytkového tuku ve vyliscich
Inu - ptes 16 %.
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Tab. 1: Zakladni sloZeni vyliskové mouky odvozené z vyliskii semen olejného Inu a konopi
setého

Vyliskova Obsah vody Obsah N Obsah tuku Obsah Obsah
mouka (%) latek (%) popelovin ostatnich
(%) (%) latek
(%)
Len 8,92 a 28,46 a 16,16 a 4,73 b 41,74 b
Konopi 7,56 b 28,25 a 8,61 b 534a 50,23 a

Pozn.: Rozdilnd pismena u hodnot v sloupcich znamenaji statisticky vyznamny rozdil na
hladin€ vyznamnosti P<0,05 (Fisher LSD test).

Jak ukazuje tabulka 2, vytézek bilkovin v podobé bilkovinného koncentrdtu ve vztahu
k vstupnimu materidlu byl prikazné (P<0,05) vys$si u Inu nez u konopi. Vytéznost frakce
mouky s velikostnimi ¢asticemi pod 250 pm odvozena z vyliskové mouky prosetim byla
priukazné (P<0,05) vys$si u Inu nez u konopi (viz tabulka 2). Tato operace mé zna¢ny prakticky
vyznam, protoze umoziuje ¢astecné oddéleni osemeni resp. i oplodi (konopi) od jadra semene
¢i plodu. Osemeni (oplodi) a jadro semene (plodu) ma rozdilné zastoupeni N latek a tak miize
byt tato relativné jednoducha pracovni operace levnym zpiisobem zakoncentrovani obsahu N
latek ve frakci pod 250 um. Zejména u konopi je tento process vyhodny. Jak je patrné z obr. 1
ma frakce mouky pod 250 um obsah N latek 45,62 %, coz je statisticky prukazné (P<0,05) vice,
nez u vstupni vyliskové mouky (ta ma ,,jen* 28,25 %). Pro tiplnost u frakce mouky nad 250 pm
byl nalezen obsah N latek 18,37 %. Obsah N latek ptes 45 % u frakce mouky pod 250 pum se
tak pfiblizuje bézné¢ komercné nabizenym , konopnym proteinovym koncentratim* u kterych
je uvadén obsah N latek kolem 50 % (napt. Anonym, 2019).

Tab. 2: Vytéznost frakce mouky pod 250 pm a vytézek ziskanych bilkovin v koncentratu

Material Vytéznost Vytézek Vytézek bilkovin Vytézek bilkovin
frakce mouky | bilkovin ve koncentratu ve vztahu | koncentratu ve
pod 250 um | frakci mouky k frakci mouky pod vztahu
(%) pod 250 pm 250 pm (%) k vyliskové
(%) mouce (%)
Len 45,15a 53,49 a 47,06 a 25,10a
Konopi 3520b 56,88 a 21,92 b 12,52 b

Pozn.: Rozdilna pismena u hodnot ve sloupcich indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti P<0,05 (Fisher LSD test).

Obrazek 1 ukazuje postupné navySovani obsahu bilkovin podle stupné zpracovani ve sméru
,mouka — frakce mouky — koncentrat. Charakterizace bilkovin jednotlivych praskovych
materiali byla provedena pomoci elektroforézy SDS-PAGE v redukénich podminkéch (za
pritomnosti 2-merkaptoetanolu).
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Obr. 1: Obsah N latek (N*6,25) v % ve vyliskové mouce (M), frakeci pod 250 pm a
v bilkovinném koncentratu (K)

Pozn.: Rozdilna pismena u hodnot indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti
P<0,05 (Fisher LSD test).

Z obr. 2 vyplyva, Ze si vSechny tfi typy materialii u obou olejnin zachovavaji pfiblizné€ stejny
charakter s mirnymi rozdily v intenzité zastoupeni jednotlivych bilkovinnych podjednotek.
Nedochazi tak vlivem stupné zpracovani k vyraznym zménam bilkovinnych profilt. Profily
Inénych vzorkli maji dvé vyrazné zony bilkovinnych podjednotek — oblast kolem 30-32 kDa a
oblast kolem 17-20 kDa a minoritni zénu kolem 50 kDa, coz pfiblizné odpovida literarné
deklarovanym podjednotkam lininu (Ayad, 2010). Tteti majoritni zénu predstavuji bilkovinné
podjednotky s MW nizsi nez 11 kDa. Profily bilkovin konopnych vzorkli zahrnuji zejména
podjednotky v oblasti kolem 18 kDa, coz odpovidd bazickym podjednotkdim monomeru
edestinu a podjednotky v oblasti 32-34 kDa, které by mély odpovidat kyselym podjednotkdm
monomeru edestinu.
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Obr. 2: Bilkovinné profily vyliskové mouky (M), frakce pod 250 pm (F) a bilkovinného
koncentratu (K) u Inu a konopi po denaturaéni elektroforéze (SDS-PAGE).
HM — hmotnostni bilkovinny standard (Blue Protein Ladder, Central European Biosystems)
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Z tabulky 3 je patrné, ze Inény bilkovinny koncentrat je prikazné (P<0,05) nejsvétlejsi,
vyliskové mouky maji v diisledku ptitomnosti osemeni a oplodi tmavsi barvu. Dilezity je obsah
celkovych polyfenold, ktery je prukazné vyssi u Inu, nézZ u konopi a u obou olejnin je nejvyssi
u vyliskové mouky. Hladina antioxidacni aktivity byla nalezena v korelaci s obsahem
celkovych polyfenoli (mezi obéma parametry byla zjiSténa pozitivni korelace s r=0,935;
P<0,001). Podobné rozdily vykazuji i dva hodnocené funkcni parametry — vazba vody a vazba
tuku. Vododrzna funkce je statisticky prukazné vétsi u Inénych materialti nez u konopnych. U
konopi byl nalezen velky rozdil mezi moukou ¢i frakei pod 250 um a samotnym bilkovinnym
koncentratem, ktery byl v tomto ohledu nejslabsi. Naopak schopnost vazat tuk je v ptipad¢ obou
druhti prikazné (P<0,05) vyssi u bilkovinnych koncentrati nez u mouky a jeji frakce. Vyssi
schopnost vazat vodu u vzorki Inu a u mouky a frakce konopi se da vysvétlit vyssim obsahem
vlakniny. U Inu hraje v tomto ohledu roli specificka skupina vldkniny, ktera je znama jako Inény
sliz (flaxseed soluble gum). Ten ma obecné velmi vysokou schopnost vazat vodu (Liu et al.,
2018).

Tab. 3: Hodnoceni vybranych charakteristik vyliskové mouky (M), frakce pod 250 pm (F)
a bilkovinného koncentratu (K) Inu a konopi

material svétlost obsah TPC antioxidac¢ni vazba vazba tuku
(%) (mg GAE/g aktivita vody (g tuku/g)
sus.) (mg AAE/g (g vody/g)
sus.)
Len M 62,43 ¢ 6,73 a 2,58 a 4,37 a 0,97 be
LenF 66,88 b 3,94 b 2,02b 343D 0,91 bed
LenK 77,61 a 4,51 b 2,11b 3,86 ab 1,91 a
Konopi M 51,92 ¢ 2,94 ¢ 1,79 ¢ 1,82 ¢ 0,77d
Konopi F 58,22d 2,83 ¢ 1,35d 2,02 ¢ 0,83 cd
Konopi K 58,01d 1,16d 0,81 ¢ 0,96 d 1,05b

Pozn.: TPC — obsah celkovych polyfenolti, GAE — ekvivalenty gallové kyseliny, AAE —
ekvivalenty askorbové kyseliny. Rozdilnd pismena u hodnot ve sloupcich indikuji statisticky
vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 (Fisher LSD test).

Z uveden¢ho je zjevné, Ze vylisky semen resp. plodil olejnin lze zpracovatelsky zhodnocovat
na vyrobky s riiznymi vlastnostmi — napt. vyssi obsah N latek, rozdilné zastoupeni vldkniny,
rozdilné zastoupeni polyfenoll apod. a vyuzivat tak vliv zmény zastoupeni latek na zménu
funk¢nich vlastnosti — napt. vys$si schopnost vazat vodu ¢i tuk, ale i dalsi funk¢ni vlastnosti (zde
neprezentované ve vysledkové podob¢) jako napf. emulgacni schopnost, gelotvornd funkce
apod. Mouky ¢i bilkovinné koncentraty Inu a konopi by tak mohly byt vyuzivany pro ptipravu
masnych a mléénych vyrobkli nebo pekatskych vyrobkil ¢i praskovych smési pro jejich
ptipravu (Waszkowiak, Rudzinska, 2014; Malomo, Aluko, 2015; Wang, Xiong, 2019). Pro
nekteré vysSe zminéné potravinaisky uplatnitelné funkce je potieba ziskat bilkoviny
v koncentrované podob¢ naopak pro nutri¢ni vyuziti (napt. ptfimy ¢i lehce upraveny konzum)
muze byt vhodné&jsi komplexni pojeti v podob& mouky ¢i jeji frakce. V oblasti vyuziti vylisk
semen olejnin pro lidskou vyzivu a potravinaiské aplikace zbyva feSit mnoho problémd, napf.
oxida¢ni stabilitu mouk a jejich frakci (vzhledem k vysokému obsahu zbytkovych tuki),
podminky rozpustnosti bilkovin v ziskanych koncentratech ¢i obsah antinutri¢nich faktort a
rizikovych latek.
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Zavér
Na zaklad¢ provedené modelové demonstrace zpracovani semennych vyliskll Inu a konopi na
vyliskovou mouku, jeji frakci s ¢asticemi pod 250 um a bilkovinny koncentrat 1ze vyvodit
nasledujici zavéry:
e vylisky semen Inu a konopi predstavuji cenny material, ktery je sam o sob¢ vyuzitelny
v podobé vyliskové mouky nebo pro ptipravu derivatd — velikostnich frakci mouk
s rozdilnych obsahem vyznamnych latek ¢i bilkovinnych koncentratt (izolati)
e stupenl zpracovani ve sméru ,,mouka — frakce s ¢asticemi pod 250 um — bilkovinny
koncentrat® zvysuje obsah dusikatych latek.
e ziskané koncentraty bilkovin Inu a konopi maji schopnost vazat vice tuku nez vyliskové
mouky
e vyliskové mouky Inu a konopi maji vyssi schopnost poutat vodu nez z nich odvozené
bilkovinné koncentraty a také maji vyssi zastoupeni celkovych polyfenoll a vykazuji
vyssi antioxidacni aktivitu nez bilkovinné koncentraty
e frakce mouky s velikosti castic pod 250 pm vykézala vyznamnou schopnost
koncentrovat konopné N latky resp. bilkoviny z po¢atecni vyliskové mouky (z obsahu
28 % na obsah 45 %)
e vyliskova mouka jeji frakce ¢i odvozené bilkovinné koncentraty disponuji vyznamnym
potencial pro pfimou lidskou vyzivu nebo jako suroviny pro produkei potravinatskych
vyrobkil
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