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SOUHRN

Len sety (Linum usitatissimum L.) se fadi mezi nejstar$i domestikované plodiny. Jeho
péstovani za ucelem ziskévani vlaken, oleje ¢i pro Iékaiské ucely bylo rozsiteno jiz v obdobi
starovéku. Krom¢, dnes jiz minoritni, produkce vldken vyuzivanych v textilnim pramyslu, a
soucasné pievazujici péstovani pro produkci vysoce kvalitniho oleje, Se semena Inu v soucasné
dob¢ uplatiiuji, jako funkcéni potravina spojena s Sirokymi moznostmi aplikaci v riiznych
oblastech potravindistvi a vyzivy. Lnénd semena obsahuji biologicky aktivni komponenty
Vv podobé polynenasycenych mastnych kyselin tvofici hlavni podil Inéného oleje, dale pak
vysoce kvalitni bilkoviny a peptidy, lignany a dietarni vlakninu ve formé rozpustnych
polysacharidl tvofici sliz a nerozpustné lignocelulosy.

Tato disertac¢ni prace predkladd vysledky zaméfené na charakterizaci tfi vyznamnych
komponentl Inén¢ho semene — bilkovin, polysacharidii a lignanii. Tyto skupiny latek vykazuji
zajimavé funkéni vlastnosti a biologické aktivity, jez mohou byt vyuzitelné v Sirokém spektru
potravinaiskych aplikaci nebo 1ékafstvi. Prace akcentuje vyznam a moznosti vyuziti vyliskl
Inénych semen, jez jsou vyznamnym zdrojem uvedenych komponent. Kromé samotnych
soucasnych vyzkumnych pracich zamétenych na Inéné bilkoviny, slizy a lignany. Poznatky
ziskané v ramci této prace mohou byt uplatnitelné zejména pii novoslechténi olejného Inu, v
potravinaiském a zpracovatelském pramyslu. Nicméné, vzhledem k vyznamnym nutri¢nim
aspektiim a biologickym aktivitam vySe zminénych slozek Ize ziskané poznatky vyuzit rovnéz
V oblastech samotné vyzivy a lékatstvi. Obecné si tato prace klade za cil rozsifeni spektra
znalosti dané problematiky a otevfit prostor pro dalsi vyzkum.

Prvni ¢ast vysledk této disertacni prace predstavuji dvé komplexni piehledové publikace.
Prvni publikace byla zaméfend na hydrokoloidy Inéného semene v podobé Inéného slizu
predstavujici 4-15 % obsahu Inéného semene a bilkoviny tvofici 11-31 % jeho hmotnosti.
V tomto piehledovém ¢lanku je detailné popséna struktura, metody extrakce, funkcni a
biologické vlastnosti a moznosti aplikace obou typti hydrokoloidii, zejména pro fortifikaci
raznych potravin a dalsi potravinaiské vyuziti. Na tuto praci navazuje kratky prehledovy ¢lanek
shrnujici soucasné trendy v potravinafskych a dietarnich aplikacich Inéného slizu. Prvni
publikace popisuje spiSe tradicni vyuziti Inéného slizu ve formé obohacovani potravin za
ucelem zvyseni technologické, nutriéni ¢i senzorické jakosti potravin, pfipadné poskytnuti
zdravotniho benefitu. Druha pfehledova publikace se zamétuje vyhradné na moznosti vyuZiti
Inéného slizu v soudobych a inovativnich oblastech potravinaiského primyslu a vyzivy. Lnény
sliz I1ze v ramci modernich aplikaci vyuzit naptiklad pii tvorbé filmt pro ochranu potravin, jako
strukturni komponent v oleogelech, kryogelech nebo aerogelech a rovnéz také pro modifikaci
funk¢nich vlastnosti bilkovin v rdmci spoleénych komplexti. V rdmci vyzivy je mozné uplatnit
Inéni sliz pro enkapsulaci probiotik nebo biologicky aktivnich latek. Lze jej také vyuzit jako
prebiotikum pro zvySeni podilu prospéSnych probiotickych mikroorganismil. Ob¢ piehledové
prace v dusledku zdiraziiuji vyznamny potencial bilkovin a slizil Inéného semene pro soucasné
1 budouci aplikace riznych sméra.

Druhé ¢ast této prace predstavuje provoautorskd publikace zaméfena na vyzkum vlivu
odrudy a péstitelskych podminek na vynosové parametry, chemické slozeni, obsah lignanti a



antioxidac¢ni potencidl Inénych semen. V ramci této studie byly porovnany uvedené parametry
u ¢tyt ¢eskych a dvou nizozemskych odriid Inu setého olejného. Pomoci pivodné vyvinuté
metody kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) byla
zjisténa nativni pfitomnost secoisolariciresinol digklukosidu a matairesinolu. Jejich obsah pak
pozitivné koreloval s celkovym obsahem polyfenold a antioxidacni aktivitou. Meziro¢né byl
zjistén negativni vliv nedostatku srazek v klicovém obdobi kvétna a ¢ervna na vynos semen a
obsah secoisolariciresinol diglukosidu, naopak nebyl negativné ovlivnén obsah dusikatych
latek. Nicméné, obsah dusikatych negativné koreloval s obsahem tuku. Celkové byl tedy
pozorovan vyznamny vliv odriidy a ro¢niku na vétSinu sledovanych parametrt. Tato zjisténi
mohou byt reflektovana jak pii vyvoji novych odrid, tak pfi optimalizaci péstitelskych
podminek Inu setého olejného.

Treti Cast prace predklada dvé recenzované publikace popisujici vybrané vlastnosti
slizotvornych polysacharidli Inénych semen ziskanych z vybranych odrad ptredeslého polniho
experimentu. V ramci prvni studie byla stanovena vytéznost, obsah polyfenolt a antioxida¢ni
aktivity ziskanych slizotvornych frakci. Nejvyssi vytéznost byla zaznamenéana u odriiddy Agram,
nejvyssi antioxidacni aktivita a obsah polyfenolil pak u odriidy Agriol. Byla rovnéz zjisténa
vyznamna pozitivni korelace obsahu polyfenoll s antioxida¢ni aktivitou. Druh4 publikace této
¢asti byla zaméfena na studium vybranych funkénich vlastnosti slizotvornych polysacharidi
V podob¢ rozpustnosti, bobtnavosti, emulgacni aktivity a schopnost stabilizovat emulze. Bylo
zjisténo, ze ziskané slizy vSech odrid vykazovaly schopnost tvofit stabilizované emulze ve
vodé. Nejvyssi emulgacni aktivita byla prokdzana u odridy Raciol. Rozpustnost slizti ve vodé
¢inila u vSech odrid vice nez 70 %. V ptipadé schopnosti rozpustnosti a schopnosti stabilizovat
emulze byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi odriidami.

Tématem ctvrté casti jsou bilkoviny Inéného semene. Tato ¢ast predklada vysledky
tykajici se charakterizace Inénych bilkovin, zkouma zplsoby jejich izolace a zdiraziuje
moznosti jejich vyuziti. Prvni publikace této ¢asti pfedstavuje ptivodni vyzkumnou studii, jez
byla zamétena na charakterizaci proteomickych profilti Inénych semen vybranych odrid Inu
setého, a to jak celych semen, tak jejich produkti v podobé¢ vyliskt, jemné vyliskové mouky a
bilkovinného koncentratu. V ramci prace bylo pomoci LC-MS/MS analyzy identifikovano
2560 proteinovych skupin, pfi¢emZ dominantni skupinu pfedstavovaly 11S globuliny, jejichz
obsah vzrostl vlivem alkalické solubilizace (extrakce) a isoelektrické precipitace z 41-44 % na
hodnotu 72-82 %. Ostatni skupiny bilkovin byly zastoupeny minoritné¢ s pfevahou skupiny
albumint nésledovnych chitinasami, enzymy dulezitymi pro metabolismus rostliny, oleosiny a
stresovymi bilkovinami. Neidentifikované bilkoviny ptedstavovaly 26-31 % bilkovinného
spektra vyliskii a jemné vyliskové mouky. Obsah uvedenych skupin, mimo globuliny, byl
v souhrnu nadpolovi¢ni v piipadé vyliskii a jemné vyliskové mouky, pficemz v samotném
koncentratu pak tvofily v priméru méné nez cCtvrtinu bilkovinného spektra. Forma
bilkovinného produktu méla na slozeni bilkovinného profilu vyznamné vyssi vliv neZ samotna
odrida Inu. Druhd publikace v podobé komplexniho literarniho piehledu se zameétuje na
moznosti zpracovani vyliskii Inénych semen na tfi typy vyrobkl srliznym zastoupenim
bilkovin, zahrnujici bilkovinné mouky (<65 % bilkovin), bilkovinné koncentraty (65-90 %
bilkovin) a bilkovinné izolaty (>90 % bilkovin). Tyto bilkovinné produkty mohou byt
ditlezitym zdroje esencidlnich aminokyselin a disponuji zajimavymi funkénimi vlastnosti, coz



umoziuje jejich pouziti v riznych potravinarskych vyrobcich za tcelem zvySeni nutricni a
senzorické hodnoty.

Pat4 ¢ast prace se soustied’uje na charakterizaci, funkcni vlastnosti a antioxidacni
potencidl vyliskii Inénych semen. V prvni publikaci této Casti byly sledovany zminéné
parametry se zaméfenim na rizné velikostni frakce mouk ziskanych z vyliski Inu a dalSich
sedmi druhti olejnych plodin. Hrubé frakce vyliskovych mouk obsahujici pfedevsim obalové
vrstvy semene vykazaly vyssi celkovy obsah polyfenold, antioxida¢ni aktivity a lepsi funkéni
vlastnosti v porovnani s jemnou frakci slozenou z komponenti vnitini ¢asti semene. Jiné druhy
olejnin vykazovaly shodny ¢i opacny trend, pfipadné nebyl efekt prosévani na funkcni
vlastnosti nebo biologické aktivity vyznamny. Z pohledu funkénich vlastnosti piedc€ily Inéné
vylisky funkéni vlastnosti vyliskl ostatnich olejnin. Obecné Ize fict, ze prosévani vyliskové
mouky vykazuje efekt pouze v kombinaci surcitymi plodinami. Soucasti posledni casti
disertacni prace je certifikovand metodika, kterd uzivatelim predkladd moznosti zhodnoceni
vyliskil vybranych olejnych plodin véetné Inu v podobé frakei vyliskové mouky 1 bilkovinnych
produkti. Vramci této metodiky je prostiednictvim piikladd modelovych potravin
demonstrovéano, Ze diky nutricnim, funkénim a biologickym vlastnostem mohou vyliskové
produkty nalézt uplatnéni v potravinarskych vyrobcich, zejména pak pro zvySeni senzorické
kvality a zdravotniho potencidlu.

Vysledky této prace dokladaji, ze bilkoviny, rozpustné slizy i fenolické latky Inénych
semen ¢i jejich produktd predstavuji vyznamné funkéni a biologicky aktivni pfirodni latky
vyuzitelné v lidské vyzive, potravinafstvi, pfipadné dalSich oblastech lidské Cinnosti a jsou
tudiz z pohledu budouciho vyzkumu velmi perspektivni.

Kli¢ova slova: len sety, Inény sliz, bilkoviny, fenolické latky, antioxidacni aktivita, funkéni

vlastnosti



SUMMARY

Flax (Linum usitatissimum L.) is one of the oldest domesticated crops. Its cultivation for
fibre, oil or medicinal purposes was already widespread in ancient times. Nowadays, the
growing of flax for the production of high-quality flaxseed oil prevails compared to fibres.
However, using flaxseed as a functional food in the food industry and dietary applications has
become more popular recently. Flaxseed contains bioactive components, including
polyunsaturated fatty acids representing the major proportion of flaxseed oil, as well as
functional proteins and peptides, lignans and dietary fibre in the forms of soluble mucilaginous
polysaccharides and insoluble lignocellulose.

This dissertation presents the results focused on characterisation of three significant
constituents of flaxseed - proteins, polysaccharides and lignans. These groups of compounds
exhibit interesting functional properties and biological activities that may be useful in a wide
range of food or medical applications. This work highlights the importance and potential use of
flaxseed oil cake, which is an important source of these components. In addition to the results,
this thesis also provides a comprehensive literature review of previous and current research on
flaxseed proteins, mucilages and lignans. The results of this work can be primarily applied to
breeding new oilseed flax cultivars or in the food and processing industries. However, due to
the important nutritional aspects and biological activities of the mentioned components, the
obtained findings can also be used in dietary applications and medicine. In general, this work
aims to expands the spectrum of knowledge on the subject and to open up the scope for further
research.

Two review articles represent the first part of the results. The first publication focused on
the hydrocolloids of flaxseed in the form of flaxseed mucilage representing 4-15% of the
flaxseed content and protein representing 20% of its weight. In this manuscript, the structure,
extraction methods, functional and biological properties and possible applications of both types
of hydrocolloids for the fortification of various foods or other food applications are described
in detail. This manuscript is followed by a short review article summarising current trends in
food and dietary applications of flaxseed mucilage. The first publication describes more likely
the traditional use of flaxseed mucilage for food fortification to enhance the technological,
nutritional or sensory quality of foods or to provide health benefits. The second review paper
focuses exclusively on the potential use of flaxseed mucilage in recent and innovative food
industry and nutrition areas. In modern applications, flaxseed mucilage can be applied, for
instance for preparing films, for food protection, as a structural component in oleogels, cryogels
or aerogels, and it may modify the functional properties of proteins within composites. From
the point of nutrition, flaxseed mucilage can serve as an encapsulating agent for probiotics or
biologically active compounds. Flaxseed mucilage has the characteristics of a prebiotic and
may increase the proportion of beneficial probiotic microorganisms. As a result, both review
articles highlight the significant potential of flaxseed proteins and flaxseed mucilage for various
recent and future applications.

The second part of this thesis represents a first-authorship original manuscript focused on
researching the influence of variety and growing conditions on yield parameters, chemical
composition, lignan content and antioxidant potential of flaxseeds. The study compared these



parameters in four Czech and two Dutch cultivars of oilseed flax. Using the originally
developed liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method, the
native presence of secoisolariciresinol diglucoside and matairesinol was detected. Their content
was then positively correlated with total polyphenolic content and antioxidant activities. Based
on the inter-year comparison, the lack of rainfall in the key periods of May and June was found
to have a negative effect on seed yield and secoisolariciresinol diglucoside content, while crude
protein content was not negatively affected. On the other hand, crude protein content was
negatively correlated with fat content. In general, a significant effect of cultivar and weather on
most of the observed parameters was observed. These findings could be reflected in the
development of new varieties and in optimising oilseed flax growing conditions.

The third part of the thesis consists of two peer-reviewed publications describing selected
properties of mucilaginous polysaccharides of flaxseed obtained from selected cultivars of the
field experiment. In the first study, the yield, total polyphenol content and antioxidant activity
of the mucilaginous fractions obtained were determined. The highest yield was found in the
cultivar Agram, while the highest antioxidant activity and polyphenol content was found in the
cultivar Agriol. A significant positive correlation of polyphenol content with antioxidant
activity was also found. The second publication of this part focused on the study of selected
functional properties of mucilaginous polysaccharides, specifically solubility, swelling
capacity, emulsifying activity, and emulsion stabilization ability. It was found that the obtained
mucilages of all cultivars showed the ability to form stabilized emulsions in water. The highest
emulsifying activity was demonstrated for the cultivar Raciol. The solubility of mucilage in
water was more than 70% for all cultivars. Statistically significant differences between varieties
were found regarding solubility and the ability to stabilize emulsions.

The topic of the fourth part represents the flaxseed proteins. This part shows the results
concerning the characterisation of flaxseed proteins, summarises the possibilities of their
isolation, and highlights their possible applications. The first publication of this part represents
the original research, which was focused on the characterisation of the proteomic profiles of
selected flaxseed cultivars, specifically of the whole seeds and their products in the form of
oilseed cakes, fine flaxseed flour and protein concentrate. Within this study, 2560 protein
groups were identified by LC-MS/MS analysis, while the dominant group represented 11S
globulins. The content of globulins was increased after alkaline extraction and an acidic
isoelectric precipitation from 41-44% to 72-82%. The other groups of proteins were minor,
while the most important were albumins, followed by oleosins, metabolism-important enzymes
and stress proteins. The unidentified proteins represent 26-31% of the protein spectrum of
oilseed cake and fine flaxseed flour. The content of the mentioned groups formed together more
than half of the proteins in oilseed cake and fine flaxseed flour, but only one quarter of these
proteins were present in protein concentrate. The form of flaxseed product had a significantly
higher influence on the protein spectrum compared to the cultivar. The second publication
focuses on the possibilities of processing flaxseed oil cakes into three types of products with
different protein contents, including protein flours (<65% protein), protein concentrates (65-
90% protein) and protein isolates (>90% protein). These protein products can be important
sources of essential amino acids and possess interesting functional properties, allowing their
incorporation in various food products to increase nutritional and sensory value.



The fifth part of the thesis aims at the characterisation, functional properties and
antioxidant potential of flaxseed extracts. In the first publication of this part, these parameters
were investigated with a focus on different size fractions of flour obtained from oil cakes of
flaxseed and seven other oilseed crops. The coarse fractions of the oil cake flour containing
primarily the seed coat layers exhibited higher total polyphenol content, antioxidant activity
and better functional properties compared to the fine fraction composed of the constituents
occuring in the inner part of the seed. Other oilseed species showed the same or opposite trend,
or the effect of sieving on functional properties or biological activities was insignificant.
Regarding functional properties, flaxseed oil cakes exhibited unambiguously better functional
activities than other oilseeds. In general, the sieving of oil cake flour showed an effect only in
combination with certain crops. The last part of the dissertation includes a certified
methodology that offers users options for evaluating the oil cakes of selected oilseed crops,
including flax, in the form of oil cake flour fractions and protein products. Within this
methodology, it has been demonstrated via the examples of model foods that, due to their
nutritional, functional and biological properties, oilseed cake products may be appicable in food
products, especially for improving sensory quality and health potential.

The results of this work prove that the flaxseed proteins, mucilages and phenolic
compounds of flaxseed or the derived products represent important functional and bioactive
materials usable in humen nutrition, the food industry, and other human activities. Therefore,
they are very promising from the point of future research.

Key words: flaxseed, flaxseed mucilage, proteins, phenolic substances, antioxidant activity,

functional properties
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1 UVOD

Len sety (Linum usitatissimum L.) se fadi mezi tradi¢ni zemédélské plodiny. Pivodni
oblast vyskytu a péstovani Inu pfedstavovalo izemi mezi vychodnim Stfedomotim a Indii,
pricemz byl hojn¢ péstovan také ve starovékém Egypte. Dle vyuziti se rozliSuje len pfadny, len
olejny nebo piechodny typ olejnopiadny. V soucasnosti se celosvétove, i v Ceské republice,
pestuje piedevsim len olejny pro produkci semen. Vymeéra péstovani olejného Inu celosvétove
Cinila piiblizné 2,6 miliont hektard (2014). V Ceské republice se od roku 2012 do roku 2023
vymeéry péstovani Inu setého olejného pohybovaly od 1000 do 2000 hektart. Vynos v tomto
obdobi kolisal v rozmezi piiblizn¢ 1,2-1,5 t/ha. Semena Inu olejného se vyuzivaji pifimo
V oblasti potravinafstvi a krmivarstvi nebo pro lisovani oleje ureného pro piimy konzum,
V potravinovych dopliicich, ¢i jinych potravinaiskych aplikacich. Lnény olej nachézi uplatnéni
rovnéz v chemickém primyslu, zejména pti vyrobé barev a lakti. Vedlejsi produkt ve formée
vyliskil pfedstavuje v soucasné dobé cenéné dietetické krmivo. AvSak diky svému nutri¢nimu
slozeni se nabizi potencialni vyuziti Inénych vyliskd rovnéz v potravinafstvi a vyziveé cloveka.

Témet polovinu obsahu semen tvoii mastné kyseliny, v mensi mife jsou zastoupeny
bilkoviny a vlaknina pfedstavujici spole¢né druhou polovinu hmotnosti Inénych semen. Ostatni
latky jsou v celém semeni zastoupeny minoritn€. Vysoka nutri¢ni hodnota Inénych semen je
uréena predevSim zvySenym obsahem nenasycenych mastnych kyselin s vyznamnym
mnozstvim alfa-linolenové kyseliny (ALA, alpha-linolenic acid), a to pfedevsim u klasickych
odrid. Rozpustné vlaknina je zastoupena polysacharidy tvofici sliz a nachazi se ve slizni¢ni
vrstv€é osemeni. Lnény sliz je zastoupen zejména sacharidy, ptesto se jedna o komplexni
rostlinny material, ktery diky svému slozeni vykazuje zajimavé funkéni a biologické vlastnosti.
Podstatnou soucasti Inéného semene jsou bilkoviny tvofené komplexem proteinovych frakci,
pficemz majoritni frakce predstavuji vysokomolekuldrni globuliny a v mens$i mife poté
nizkomolekularni albuminy a dalsi skupiny bilkovin. Kromé vyse uvedenych slozek obsahuji
semena Inu vyznamné mnozstvi fenolovych latek, zejména lignanii. Lignany jsou obsazeny v
semenech plodin bohatych na vladkninu, naptiklad dyni, sezamu, obilninach, lusténinach, avSak
jejich obsah v semenech Inu je oproti uvedenym zdrojiim mnohonasobné (75-800x) vyssi.

V souvislosti s vysokym obsahem polysacharidli, hodnotnych bilkovin a Sirokého spektra
fenolovych latek byly prokdzany vyznamné biologické aktivity a funkéni vlastnosti Inénych
semen. Dosud vSak nebyla ve vétsi mife studovana odridova variabilita v obsahu, funkénich
vlastnostech a biologickych aktivitaich obsazenych komponent. RovnéZz nejsou dostatecné
popsany rozdily v abundanci a skladbé bilkovin mezi odridami Inu setého. Hlavnim cilem této
disertacni prace byla realizace tfilet¢ho polniho pokusu. Byl ziskan ptivodni experimentalni
materidl v podobé semen Sesti odriid Inu setého, u nichZ byly stanoveny vynosové parametry,
analyza zakladniho chemického slozeni, kvantifikace obsazenych lignanti a stanoveni
antioxida¢niho potencidlu. Na zaklad¢ zjisténych vysledkl bylo provedeno meziodridové a
meziro¢nikové srovnani vSech zminénych parametri. Bylo sledovéno zdkladni chemické
sloZeni, zejména pak obsah a spektrum bilkovin ve vyliscich Inénych semen. Byl také zjistovan
vytézek, funkcni vlastnosti a antioxidac¢ni aktivity samotného Inéného slizu. Na zéklad¢ vyvoje
modelovych potravin byl sledovan potencial praktického vyuziti vyliskli Inénych semen pro
vyrobu zuslechténych potravinaiskych vyrobkii.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1. Nutri¢ni parametry semen Inu

Semena Inu se fadi mezi potraviny vyznacujici se vysokou nutri¢ni hodnotou a pozitivnim
vlivem na lidské zdravi. Tyto vlastnosti jsou ovlivnény jak celkovym chemickym slozenim
Inéného semene (Tab. 1), tak i vyzivovymi hodnotami a biologickymi aktivitami jednotlivych
komponentti a jednotlivych latek. Z hlediska vyzivové hodnoty je piinosny zejména vysoky
obsah nenasycenych mastnych kyselin ve Inéném oleji (Bloedon & Szapary, 2004). Bilkoviny
Inéného semene vykazuji vysokou hodnotu diky obsahu esencialnich aminokyselin (Kaur et al.,
2017). Vlaknina, jez je hojn¢ zastoupena jak ve form¢ nerozpustné, a v mensi mife rozpustné,
rovnéz dotvaii vysokou nutri¢ni hodnotu (Singh et al., 2011). Vysokou hodnotu Inénych semen
dotvaii také vyznamné biologické aktivity latek, naptiklad alfa-linolenové mastné kyseliny,
lignant a dal$i fenolovych latky, ale také slizotvornych polysacharidii (Goyal et al., 2014),
pripadné dalSich latek obsazenych ve Inéném semenu. Lnéna semena tedy predstavuji
perspektivni funkéni potravinu.

Tab. 1: Chemické slozeni semene Inu (pfevzato a upraveno podle Morris, 2007; Kajla et al., 2015)

Slozka Mnozstvi [g] na 100 g Cerstvych semen

Vlhkost 6,5-7,7

Tuky 37-41

celkova vlaknina 28-29

Z toho rozpustnd viaknina 6-12

Z toho nerozpustna vidknina 17-23

Bilkoviny 20-20,3

Popeloviny 2,4-3,4

cukry a skroby 1,0

ostatni latky (napf. vitaminy, fenolové latky) nizka az stopova mnozstvi
2.1.1 Tuky

Jak jiz bylo uvedeno v tvodu této prace, vysoka vyzivova hodnota Inéného semene je
dana z velké ¢asti skladbou mastnych kyselin Inéného oleje, jez je uvedena v tabulce 2.
Nasycené mastné kyseliny jsou zastoupeny palmitovou a stearovou kyselinou, spole¢né vSak
ptedstavuji pouze piiblizn€ 7-13 % celkového podilu mastnych kyselin. Zbyvajici ¢ast podilu
tvofi nenasycené mastné kyseliny, zejména ALA zaujima u klasickych odrid témét 40-60 %
celkového obsahu tukli. V mensi mife se pak ve Inéném oleji vyskytuji také linolova a olejova
mastna kyselina (Goyal et al., 2014). V souvislosti s vysokym obsahem ALA, ktera predstavuje
jednu ze tfi omega 3 nenasycenych mastnych kyselin, pfedstavuje Inény olej vhodnou rostlinou
alternativu k zivocisnym zdrojim té€chto mastnych kyselin, jez jsou obsaZeny zejména
v moiskych rybach. Konzumace zdrojii bohatych na ALA ptedstavuje vyznamny zdroj
prevence proti riznym kardiovaskularnim onemocnénim (Rodriguez-Leyva, 2010; Parikh et
al., 2018). Z hlediska vstiebavani a zdravotniho potencialu tukt Inéného semene je dulezita
forma uzivani Inénych produkt. Zatimco Inény olej pfedstavuje idedlni, a mletd semena
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uspokojivou formu piijmu ALA u ¢lovéka, pii uzivani celych semen nedochazi k dostatecnému
vstiebani ALA, coz bylo potvrzeno nizkym a nevyznamnym nartistem této aminokyseliny
Vv krevni plazmé testovanych osob (Austria et al., 2014). Na zaklad¢ uvedenych informaci lze
vyvozovat, ze Inény olej je cennym zdrojem nenasycenych mastnych kyselin, zejména ALA.
Nicméné je nutné zohlednit formu, ve které je Inéné semeno konzumovéno, pro optimalni
vsttebavani téchto 1 dalSich prospésnych latek.

Tab. 2: Profil hlavnich mastnych kyselin ve Inéném oleji (pfevzato a upraveno podle Goyal et al.,
2014)

Mastna kyselina Relativni zastoupeni ve Inéném oleji [%]
palmitova (C16:0) 4,9-8,0

stearova (C18:0) 2,2-4.6

olejova (C18:1) (w-9) 13,4-19,4

linolova (C18:2) (w-6) 12,3-17,4
alfa-linolenova (C18:3) (0-3) 39,9-60,4

2.1.2 Nerozpustna vlaknina

Nerozpustna vlaknina predstavuje 60-80% podil celkové vlakniny, zbyvajici ¢ast je
zastoupena rozpustnou vldkninou, ktera je tvotrena slizotvornou frakci semene neboli Inénym
slizem (Singh et al., 2011). Nerozpustnou vlakninu tvofi pfedev$im celulosa, hemicelulosa a
lignin (Rubilar et al., 2010). VIdknina obecné, jako transientni a nestravitelnd slozka potravy,
ovliviiuje lidské zazivani. Nerozpustnd vldknina Inéné¢ho semene zvétSuje objem potravy diky
své schopnosti vazat vodu a zkracuje dobu, po kterou se potrava vyskytuje ve stfeve, ¢imz mize
pusobit jako objemové laxativum (Hanif Palla & Gilani, 2015). Pfijem nerozpustné vlakniny
Inéného semene usnadiiuje 1é¢bu nékterych zazivacich obtizi nebo onemocnéni, jako je
naptiklad zacpa, divertikularni choroba nebo syndrom drazdivého tra¢niku (Kajla et al., 2015).
Vlivem urychlené¢ho vylouceni nestravené potravy, k ¢emuz konzumace vldkniny pfispiva,
rovnéZ napomaha v oblasti prevence vzniku nadorovych onemocnéni zazivaciho traktu.
Klinické studie prokéazaly, Ze spole¢né s rozpustnou vldkninou, zlepSovala nerozpustna
vladknina Inéného semene glykemicky profil studovanych osob (Dahl et al., 2005). Rozpustna 1
nerozpustna vlaknina Inéného semene, pifipadné kombinace jejich funkénich parametrii pfindsi
fadu pozitivnich efekt na lidské zdravi, zejména v oblasti zaZivani, coz vyznamn¢ zvySuje
potencial Inéného semene jako funkéni potraviny.

2.1.3 Vitaminy, mineraly a ostatni latky

Lnéné semeno je pomérne cennym zdrojem mikronutrienti. Vyznamny je obsah
nekterych minerédlnich latek, predevs§im drasliku (560-920 mg/100 g semene), dale pak fosforu
(650 mg/100 g), hotciku (350431 mg/100 g) a vapniku (236-250 mg/100 g). Pfinosné je
naopak nizsi zastoupeni sodiku (27 mg/100 g). Piestoze obsah vitamind je celkove spise nizsi,
Inéné semeno je pomérné dobrym zdrojem vitaminu E. Vitamin E je obsazen ve formach a-
tokoferolu, B-tokoferolu, avsak nejvice v podobé y-tokoferolu, jehoz obsah ¢ini 39,5 mg/100 g
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semene. y-tokoferol se vyznacuje fadou benefitnich biologickych aktivit, jedna se o vyznamny
antioxidant, snizuje krevni tlak a ptisobi preventivné proti Alzheimerové chorobé (Kajla et al.,
2015). Vyznamné je rovnéz mnozstvi vitaminu B3 (niacin) (Dzuvor et al., 2018). Lnéné semeno
obsahuje kyselinu fytovou, jejiz obsah mize byt vyznamné ovlivnén odriidou Inu a interakci
odriidy s roénikem a lokalitou péstovani (Oomah et al., 1996). Kyselina fytova je organicka
latka bohata na fosfor se silnymi chelata¢nimi schopnostmi, kterd miize pozitivné ovliviiovat
lidské zdravi ve forméch antioxida¢niho plsobeni, snizovani krevniho tlaku nebo
kancerostatickymi G¢inky (Oatway et al. 2007). V souvislosti s chelataénimi vlastnostmi
kyseliny fytové je zminiovano jeji antinutri¢ni ptisobeni z divodu reakce s nékterymi mineraly
(zinek, vapnik, zelezo) vedouci k jejich deficienci v organismu (Bekhit et al., 2018). Kromé
kyseliny fytové byl také zjistén vyskyt nekterych latek, u nichz je také diskutovano jejich
antinutricni piisobeni s moznym negativnim dopadem na zdravi ¢lovéka a zvifat. Jedna se
zejména o inhibitory proteas, kyanogenni glykosidy, dipeptid linatin a kadmium. Tyto latky
mohou rovnéZz omezovat dostupnost nebo vstiebavani zivin. Nicméné, u kyseliny fytové, ani
ostatnich uvedenych latek, nebylo dosud v rdmci klinickych studii prokazéno antinutri¢ni
pusobeni vedouci k omezeni dostupnosti ¢i vstfebavani esencialnich zivin, piipadné
zdravotnich komplikaci, v souvislosti s konzumaci Inénych semen. V ptipad€ jejich konzumace
v obvyklém mnozstvi by tedy mélo byt riziko toxicity a souvisejici zdravotni komplikace,
zpusobené uvedenymi antinutrienty, zanedbatelné (Shim et al., 2014; Dzuvor et al., 2018).

2.2. Lnény sliz

Slizotvorna frakce, respektive Inény sliz (FG, flaxseed gum) ptedstavuje rozpustnou
vlakninu Inéného semene. Vyskytuje se zejména v obalovych vrstvach Inéného semene a tvoti
pfiblizné jednu tfetinu az Ctvrtinu celkové vlakniny. Jedna se o polymerni material, jehoz
majoritni ¢ast piedstavuje komplex rliznych monosacharidi, jedné se tedy o heteropolysacharid
(Safdar et al., 2019). FG je snadno extrahovatelny z mouky Inéné¢ho semene, slupek nebo celych
semen (Liu et al., 2018). Diky svym nutriénim a funkénim charakteristikdm, snadné dostupnosti
a souvisejicimi moznostmi vyuZiti je problematika Inéné¢ho slizu v soucasnosti intenzivné
studovanym tématem. V oblasti materiald rostlinné plivodu predstavuje jeden z kliCovych
aspektli zvysujici zdjem o Inéné semeno a jeho potencidlni uplatnéni v budoucnosti.

2.2.1 Celkové slozeni

FG je obsaZen zejména ve vn&jsi vrstvé obalu semene a pfedstavuje piiblizné 3,5-15 %
hmoty semene (Roulard et al., 2016; Safdar et al., 2019; Hu et al., 2020). Tato vyrazna
variabilita v abundanci FG, respektive jeho vytézku, zavisi na odradé¢, zptisobu a oblasti
péstovani Inu, skladovacich podminkach a podminkéch extrakce (Roulard et al., 2016; Hu et
al., 2020).

FG je slozeny ze sacharidl, bilkovin, popelovin, tukli a vody. Pomérné zastoupeni
uvedenych slozek a jednotlivych latek je, stejné jako celkové sloZzeni Inéného semene, velice
variabilni (Tab. 2). Je ovlivnéno obdobnymi faktory, jez urcujici samotnou abundanci FG, s
diirazem na podminky extrakce. Majoritni ¢ast FG vzdy tvofi sacharidy. Safdar et al (2019)
uvadi jejich 89% zastoupeni ve Inéném slizu. Kaushik et al. (2017) stanovili 80-90% obsah
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Vv zavislosti na teploté¢ extrakce, kdy se zvySujici teplotou klesa zastoupeni sacharida, ale naopak
stoupa obsah bilkovin. Hadad & Goli (2018) zjistili pouze 68% obsah sacharidi a podobny
obsah (71 %) zjistil také Roulard et al. (2016). V souvislosti s popsanym zastoupenim
sacharidd v rdmci uvedenych vyzkumi je nutné zdiraznit pouziti riiznych metod extrakce a
odlisnych typi vychoziho materidlu. Z tohoto diivodu nelze presné odhadnout vliv jednotlivych
faktort extrakce na obsah sacharidli. Nicméné, na zaklad¢ vyzkumu provadéné autory Kaushik
et al. (2017) byl zjistén trend ve forme nartisti obsahu kyselych monosacharidu a bilkovin viici
neutralnim monosacharidiim se vzriistajici teplotou extrakce FG v rozmezi 30-90 °C. Safdar et
al. (2019) uvadi primérnou molekulovou hmotnost slizu 1,322 kDa. V ramci nasledného
vyzkumu byla vSak zjiSténa variabilita molekulové hmotnosti v zavislosti na pouzité metodé
extrakce, pficemz bylo zjisténo, ze typ extrakce neméni spektrum monosacharidd, nicméné
dochazi k odlisSnému rozpadu struktury FG, coz ovliviiuje molekulovou hmotnost ziskaného
slizu (Safdar et al. 2020).

Primérny obsah zbyvajicich sloZzek FG, tzn. popelovin, bilkovin a tukli neni vyznamny
V porovnani s obsahem sacharidd. Safdar et al. (2019) uvadi pouze 7,1% obsah souboru téchto
latek ve FG. Kaushik et al. (2017) uvadi zastoupeni nesacharidovych latek ptiblizné od 5,5 %
do 17 % v zavislosti na teploté extrakce, pficemz jak jiz bylo zminéno, proménlivy je zejména
obsah bilkovin, a naopak obsah popelovin (~ 0,7 %) a tuki (~ 0,6 %) ziistal v zavislosti na
teploté¢ téméf neménny. Hadad & Goli (2018) uvadi v priméru vyznamné vyssi obsah
popelovin (11,2 %) a mirn¢ vyssi obsah tukt (2,1 %), obsah bilkovin ¢inil 13,3 %. Safdar et al.
(2019) zjistili v prameéru 5,3% zastoupeni popelovin a pouze 1,5% zastoupeni bilkovin a 0,3%
obsah tukd. Roulard et al. (2016) stanovil hodnotu obsahu popelovin na 6 % a 19,3 % obsah
bilkovin. Krom¢ uvedenych sloZek byla zjiSténa rovnéz ptitomnost fenolovych kyselin ve FG
(Vieira et al., 2019).

Tab. 2: Chemické sloZeni Inéného slizu a sacharidové frakce (pfevzato a upraveno dle Roulard et al,
2016; Kaushik et al., 2017; Hadad & Goli, 2018 a Safdar et al. 2019)

Slozka Rozpéti relativniho obsahu slozek Inéného slizu [%]
Bilkoviny 1,5-19,3

Popeloviny 0,6-11,2

Sacharidy 67,7-90,4

Tuky 0,3-2,1

VIhkost 3,4-5,5

ostatni latky (napf. vitaminy, fenolové latky) nizkd az stopova mnozstvi

2.3. Bilkoviny a peptidy

Bilkoviny Inéného semene (FP, flaxseed proteins) piedstavuji pfiblizné pétinu celkového
obsahu Inéného semne. Vysoka nutricni kvalita FP, ur¢end zejména zastoupenim aminokyselin,
je srovnatelna s kvalitou sdjové bilkoviny (Kajla et al, 2015). Kromé nutriéni hodnoty poskytuji
FP zajimavé funkéni vlastnosti a biologické aktivity. Lnéné peptidy vykazuji rovnéz biologické
aktivity.
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2.3.1 Slozeni bilkovin Inéného semene

Lnéné semeno obsahuje ptiblizné 11-31 % dusikatych latek, u kanadskych odrid se vSak
jejich obsah mize pohybovat okolo 36 %. Obsah dusikatych latek mtze byt uz v priibéhu ristu
ovlivnén aplikaci dusikatého hnojiva, a kromé dusikatych latek miize hnojeni dusikem ovlivnit
také obsah tuku (Oomah & Mazza et al., 1993). Morris (2007) uvadi pomérné vyrazny rozdil
V celkovém obsahu dusikatych latek mezi hnédosemennymi (22,3 g / 100 g semene) a
zlutosemennymi (29,2 g / 100 g semene) odrtidami, zatimco obsah tukii zlistdva velmi podobny
(hnédosemenné: 44,4 ¢ / 100 g, zlutosemenné: 43,6 g / 100 g). FP ma vyvéazeny pomer
aminokyselin. Nejvice zastoupené¢ aminokyseliny byly v pfipadé vSech odrid glutamat,
aspartat, arginin a leucin (tabulka 8), pfi¢emz pravé vysoky obsah téchto aminokyselin tvofi
spektrum srovnatelné s profilem aminokyselin u bilkovin semen s6ji (Oomah & Mazza, 1993).
Limitujici je naopak obsah esencialni aminokyseliny lysinu (Singh et al., 2011).

Bylo navic zji§téno, Ze obsah aminokyselin v ramci FP zlstava stabilni 1 v ptipad¢ tepelné
upravy semen a odvozenych produktl, napiiklad pti zpracovani extruzi (Giacomino et al.,
2013). Nwachukwu & Aluko (2018) popsali rozdily v aminokyselinovém slozeni mezi
globulinovou a albuminovou frakci, kdy globulinové bilkoviny obsahuji spiSe hydrofobni
aminokyseliny, naopak albuminy jsou tvoiené hydrofilnimi aminokyselinami.

Hlavni bilkovinou frakci Inénych semen piedstavuje globulin (linin), jehoz zastoupeni
¢ini az 58 % obsahu FP, v mensi mite (az 42 % FP) je pak obsazen albumin (conlinin) (Oomah
& Mazza et al., 1993). Madhusdhan & Singh (1985a) uvadi mirné vyssi zastoupeni globulinu,
jez tvofi 66% podil bilkovin. Samotnd globulinova frakce je bohatym zdrojem sirnych
aminokyselin (methionin, cystein) a vétvenych aminokyselin (valin, leucin a isoleucin).
Zastoupeni ostatnich aminokyselin je v rovnovaze (Wu et al., 2019).

Globuliny Inéného semene patii do skupin 11-12 S z4sobnich globulintl a jsou zastoupeny
vysokomolekularnimi bilkovinami o velikosti 252-298 kDa (Wu et al., 2019), jez se skladaji
z vice polypeptidi o velikosti 10-50 kDa (Nwachukwu & Aluko, 2018). Madhusudhan & Singh
(1985a) provedli pomoci metody cirkuldrniho dichroismu stanoveni prostorového usporadani
Inéného globulinu, pticemz zjistili 3% podil a-Sroubovicové struktury a 17% podil B-struktury,
coz zna¢i spiSe neuspofddanou podobu Inéného globulinu. Bilkoviny byly izolovany
Z odtuénéné Inéné mouky a separovany pomoci SDS-PAGE (denatura¢ni elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu), pomoci niZ bylo identifkovano pét podjednotek s odlisSnymi
molekulovymi hmotnostmi (11, 18, 29, 42 a 61 kDa) spojenymi do jedné bilkoviny pomoci
disulfidickych miistkli. Vyuzitim metody urea-PAGE bylo identifikovano Sest podjednotek (55,
54, 50, 45, 43, a 41 kDa). Pfi denaturaci 2-merkaptoethanolem byly poté 55, 54 a 50 kDa
podjednotky dale rozdéleny na jednu bazickou podjednotku o velikosti 20 kDa a kyselou
podjednotku s molekulovou hmotnosti 40 kDa. K podobnym vysledkiim dospéli také Marcone
et al. (1998), kteti identifikovali pét podjednotek globulinu o velikostech 14, 25, 30, 35 a 51
kDa. Pozd&ji byla pomoci aniontové vyménné chromatografie izolovana hlavni frakce o
velikosti 365 kDa, u které byly prostfednictvim denaturujici SDS-PAGE detekovany
podjednotky o velikosti 20, 23 a 31 kDa (Chung et al., 2005). Krom¢ podjednotek se stejnou,
¢1 téméf totoznou, molekulovou hmotnosti, jez jsou popsany v ramci vySe uvedenych zdroja,
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byly rovnéz pomoci SDS-PAGE vizualizovany pruhy bilkovin o velikostech 21, 36 a 54 kDa
prislusejici k 7S globulinu (Krause et al., 2002).

Lnény albumin (conlinin) patii do skupiny 2S albuminti a ve srovnani s globulinem je ve
Inéném semenu zastoupen v men$i mife. Madhusudhan & Singh (1985b) izolovali Inény
albumin z Inéné mouky, pficemz jeho struktura byla tvofena jednim polypetidovym fetézcem
s molekulovou hmotnosti 16-18 kDa. Nwachukwu & Aluko (2018) uvadi molekulovou
hmotnost polypeptidového fetézce pouze 10 kDa. Primarni struktura conlininu je tvofena 168
¢i 169 aminokyselinami (Wu et al., 2019). Lnéné albuminy maji vice uspotadanou strukturu
tvotenou z 26 % a-Sroubovicovym typem struktury a 32 % B-struktury. Jejich aminokyselinové
slozeni vykazuje bohatsi zastoupeni lysinu, argininu, cysteinu a glutamatu (Madhusudhan &
Singh, 1985b). Conlinin byl identifikovan jako majoritni bilkovina Inéného slizu, pficemz jeho
zastoupeni muze ovliviiovat funkéni vlastnosti FG (Liu et al., 2016).

2.5. Fenolové latky Inéného semene

Lnéné semeno obsahuje Siroké spektrum biologicky aktivnich latek, pfi€emz nékteré byly
zminény jiz v ptedchozich kapitolach. Jednou z nejvyznamnéjSich skupin biologicky aktivnich
latek Inéného semene jsou fenolové (tj. fenolické) latky, které se vyznacuji predevsim svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi. Nicméné diky své struktufe a vlastnostem poskytuji celou fadu
dalsich, casto souvisejicich, biologickych aktivit. Tyto latky proto patii mezi klicové
komponenty urcujici vysokou hodnotu a zdravotni prospésnost Inéného semene.

2.5.1 Zastoupeni fenolovych liatek ve Inéném semenu

V rdmci Inéné¢ho semene bylo zjisténo 5 skupin fenolovych latek. Jedna se o lignany,
fenolové kyseliny, flavonoidy, fenylpropanoidy vcetné jejich glykosidii a taniny (Kasote,
2013). Uvedené skupiny piedstavuji zakladni kategorie rostlinnych fenolovych latek (Pandey
& Rizvi, 2009).

Lnénd semena jsou zdaleka nejvyznamnéjSim, dosud popsanym, zdrojem lignani.
Obsahuji pfiblizné 75-800x vice lignani v porovnani se zrny obilnin, luSténinami, ovocem a
zeleninou (Kajla et al., 2015). Lignany Inéného semene jsou zastoupeny Sesti latkami, jez se
vice ¢1 mén¢ odliSuji svoji strukturou (Obr. 9). Jednotlivé latky jsou soucdsti lignanové
makromolekuly, v jejiz struktufe jsou spojeny pomoci vazby v podobé hydroxymethyl
glutarové kyseliny (Struijs et al., 2007). Dominantnim, pfirozené se vyskytujicim, lignanem
Inéného semene je glykosid secoisolariciresinolu (SECO), tedy secoisolariciresinol diglukosid
(SDG). V nizsich mnozstvich je pak obsazen matairesinol (MATA) (Kraj¢ova et al., 2009).

Beejmohun et al. (2007) publikovali vysledky obsahu SDG v rliznych typech vzorki
ziskanych z Inéného semene a porovnali ho s obsahem SDG, extrahovanych z rtznych
materialii ziskanych z Inéného semene, zjisténym v ramci jinych studii. Bylo popséno, ze Inéné
semeno obsahuje 7,0 mg SDG v 1 g celého Inéného semene, odtu¢néné Inéné vylisky semen
obsahovaly 11,7-25,9 mg/g, odtu¢néna mleta semena 6,5-11,8 mg/g, drcena semena 14,0 mg/g.
V ramci uvedené studie, bylo zjisténo, Ze samotné vylisky semen Inu obsahuji, po mikrovinné
extrakci, celkem 16,3 mg/g SDG. Hao & Beta (2012) zjistili pomérné znacné rozpéti v
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zastoupeni SDG v obalovych vrstvach semene Inu dvou kanadskych odrid a jedné belgické
odridy v celkovém zastoupeni 16.4-33.9 mg/g. Fuentealba et al. (2015) uvadi obsah SDG ve
Ctyfech odriidach Inu (dvé chilské a dvé kanadské odridy) v rozmezi 6,0-10,9 mg/g v celych
semenech a 10,8-17,9 mg/g v odtu¢néné mouce, z ¢ehoz vyplyva pomérné velky rozptyl obsahu
SDG v zavislosti na odridé. Lockwood (2009) pak zminuje mirné nizsi obsah SDG v semenu
Inu, ktery ¢ini 3,7 mg/g. Obsah matairesinolu ve Inéném semenu je oproti SDG mnohem nizsi
a ¢ini 10 pg/g (Sicilia et al., 2003). Krajcova et al. (2009) uvadi rozdily v zastoupeni glykosidi
SECO a MATA v zavislosti na typu Inu a hnojeni. Obsah glykosidd SECO se pohyboval v
rozmezi 2,3-7,0 mg/g v ptipad¢ olejného Inu a 1,6-3,1 mg/g v pfadném Inu. Obsah MATA byl
vyrazné niz§i oproti glykosidim SECO, pfi¢emz obsah byl naopak vyssi v piipadé pradného
Inu 7-27 ng/g oproti olejnému Inu 3-9 pg/g. Ostatni lignany, konkrétné pinoresinol (PINO),
lariciresinol (LARI) a solariciresinol mohou byt dle studie Meagher et al. (1999) rovnéz
obsazeny ve Inénych semenech, nicméné jejich pfitomnost je zmifiovana velice ojedinéle a je
tedy diskutabilni.

Lnéné semeno obsahuje krom¢ lignani také fenolové kyseliny patfici mezi derivaty
kyseliny benzoové a kyseliny skoficové. Byl zjistény také obsah kyseliny chlorogenové a
kyseliny gentisové (Herchi et al., 2014). Kajla et al. (2015) popsali hlavni fenolové kyseliny
vcetné jejich obsahu v odtuénéné mouce. Nejvice zastoupena je ferulova kyselina s koncentraci
10,9 mg/g nésledovana chlorogenovou (7,5 mg/g) a gallovou (2,8 mg/g) kyselinou. Jako
minoritni uvadi glukosidy kyselin p-kumarové a hydroxyskoficové a také kyselinu 4-
hydroxybenzoovou. Naopak, Hao & Beta, 2012 zjistili vyznamny obsah glukosida p-kumarové
kyseliny v obalu semene Inu v mnozstvi 35,7-49,2 mg/g a nékolikanasobné niz§i obsah
glukosidi ferulové kyseliny (5,1-15,2 mg/g). Oomah et al. (1995) uvadi obsah celkovych
fenolovych kyselin v celém semeni v rozmezi 8-10 mg/g. Esterifikované kyseliny predstavuji
5 mg/g, respektive 48-66 %, celkového obsahu fenolovych kyselin. Etherifikované fenolové
kyseliny jsou obsazeny v mnozstvi 3-5 mg/g.

Dalsi skupinou fenolovych latek Inéného semene jsou flavonoidy. Jejich obsah je oproti
liganlim a fenolovym kyselindm znaéné niZ§i a €ini pfiblizné 350-710 pg/g, pricemz hlavnimi
flavonoidy jsou flavonové C- a O-glykosidy. Kromé téchto latek je ve Inéném semenu obsazen
také herbacetin diglukosid (Herchi et al., 2014). Struijs et al. (2007) popisuje piitomnost
herbacetin diglukosidu jako soucast lignanové makromolekuly vyskytujici se v obalu Inéné¢ho
semene, V niZ je inkorporovany, stejn€ jako SDG, pomoci hydroxymethyl glutarové kyseliny.

Mezi méné popisované, fenolové latky Inéného semene patii fenylpropaniod glykosidy a
taniny. Fenylpropaniod glykosidy jsou fenolové latky, které maji na postranni fetézec vazané
aromatické jadro. Zastupci této skupiny jsou linusitamarin, linocinamarin a daucosterol
(Luyengi et al., 1993). Dosud vsak nejsou popsany obsahy fenylpropanoid glykosidi ve Inéném
semenu, proto se predpoklada spiSe jejich stopové zastoupeni. Taniny se nachazi ve vnéjsi
vrstveé obalu semene a jejich mnozstvi, spektrum a stupenl polymerizace jsou faktory, které jsou
do velké miry zodpoveédné za barvu Inéného semene (Troshchynska et al, 2019). Kasote et al.
(2011) izolovali ze semen Inu dva typy taninu: hydrolyzovatelny tanin a prototanin
(pseudotanin). Wanasundara & Shahidi (1994) uvadi zastoupeni kondenzovanych taninil
v semenech a mouce celych semenech Inu v rozptylu pfiblizn€ 0,7-1,3 mg/g po extrakci pomoci
systému rozpoustédel slozenych z methanolu, ethanolu, hexanu, amoniaku a vody.
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3 CILE A HYPOTEZY PRACE

Sir§im cilem diserta¢ni prace byla komplexni charakterizace bilkovin, rozpustnych slizt
a fenolovych latek obsazenych v semenech Inu setého olejného a vyliscich semen ziskanych po
lisovani oleje. Dil¢i cile prace jsou prezentovany v nasledujicich bodech:

e Sestaveni proteomického profilu celych semen, vyliskové mouky a odvozenych
produktd se zvySenym obsahem bilkovin.

e Kuvalitativni a kvantitavni analyza lignanti, stanoveni chemického slozeni a
antioxida¢niho potencidlu semen vybranych odrid Inu ziskanych v ramci fizené¢ho
polniho experimentu.

e Stanoveni funk¢nich vlastnosti a antioxida¢niho potencialu slizotvornych frakei semen
vybranych odrad Inu setého olejného.

e Optimalizace postupli a metod zpracovani semen olejného Inu pro ziskdni vyliskl a
jejich nasledné pouziti v rdmci zuslechténych potravinaiskych vyrobki.

e Sestaveni pfehledu o fyzikalné-chemickych charakteristikach, funkénich vlastnostech a
biologickych aktivitach Inénych bilkovin a slizotvornych polysacharidi, véetné jejich
stavajiciho a potencidlniho pouziti v rdmci potravinaiskych a dietarnich aplikaci.

Na zaklad¢ vyty€enych dil¢ich cilt disertacni prace byly stanoveny hypotézy:

e Proteomicky profil Inéného semene vykazuje odliSnosti v zavislosti na odriidé, nebo
koncentraci bilkovin v produktech vyrobenych z vyliskové mouky.

e (Odrada olejného Inu, podminky péstovani, ¢i kombinace téchto faktori vyznamné
ovliviiuje chemické sloZeni, obsah lignanti a antioxida¢ni potencial semen Inu.

e Funkéni a antioxidacni vlastnosti slizotvornych polysacharidii jsou determinovany
odriidou a podminkami péstovani Inu.

e Vyuzitim optimalizovanych metod zpracovani semen olejného Inu Ize ziskat vyliskovou
mouku rtznych charakteristik, v€etné moznosti jejiho pouziti pro zuSlechténi
potravinaiskych vyrobkii.

e Bilkoviny a slizotvorné polysacharidy mohou byt diky svym vlastnostem uplatnitelné
pro tradi€ni 1 inovativni potravinaiské aplikace a dietarni ucely.
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4 PREHLED O DOSAZENYCH VYSLEDCICH

4.1 Literarni piehled o sloZeni, struktuie, funk¢nich vlastnostech a
moznostech vyuziti Inénych bilkovin a slizii v potravinarstvi a vyzivé

Lorenc, F., JaroSova, M., Bedrni¢ek, J., Smetana, P., Barta, J. (2022). Structural
Characterization and Functional Properties of Flaxseed Hydrocolloids and Their Application.
Foods, 11(15): 2304.

Lnéné semeno patii mezi nutricné bohatou potravinu obsahujici v Cerstvé hmoté
37-41 % tuku, 28-29 % celkové vlakniny, 20 % bilkovin, 6,5-7,7 % vody a 2,4-3,4 % popelovin.
Krom¢ celého semene je mozné pro piimy konzum, potravinaiské ¢i dietarni zpracovani, vyuzit
také drcené semeno, lisovany ¢i extrahovany olej, vylisky, slupky ¢i zpracované produkty
Inénych bilkovin v podobé vyliskové mouky, bilkovinného koncentratu nebo izolatu. Z Inénych
semen je mozné ziskavat také dietarni vldkninu v podobé rozpustnych slizotvornych
polysacharidli. Pravé Inéné bilkoviny a rozpustné polysacharidy patii mezi vyznamné, Siroce
vyuzitelné hydrokoloidy.

Bilkoviny Inénych semen maji vyvdzeny pomér aminokyselin s pfevazujicim
zastoupenim kyseliny glutamové, nasledovanym kyselinou asparagovou, argininu a leucinu.
Svym aminokyselinovym slozenim jsou Inéné bilkoviny srovnatelné s bilkovinami soji.
Majoritni ¢ast bilkovinného spektra (58-66 %) tvoti zasobni bilkoviny ze skupiny 11S a 12S
globulinti (linin) o velikosti 252-298 kDa, jezZ jsou slozeny z vice 10-50 kDa polypeptidovych
fetézcl. Globuliny maji neuspofadanou strukturu tvofenou z 3 % a-Sroubovici a 17 % B-
strukturou. 2S albuminy jsou druhou nejvice zastoupenou skupinou reprezentujici 20-42 %
celkového spektra bilkovin Inéného semene. Jsou sloZeny z jednofetézcoveého polypeptidového
fetézce o velikosti 16-18 kDa obsahujici 168 nebo 169 aminokyselin. Na rozdil od globulint
maji vice uspofadanou strukturu obsahujici 26 % a-Sroubovicovych a 32 % [-struktur.
V souCasné dobé se pro izolaci bilkovin z Inénych semen nejcastéji vyuziva efektivni
kombinace alkalické extrakce (pH 8,0-9,5) a isoelektrické precipitace (pH 3,8-4,2). Mezi dalsi
vyuzitelné metody izolace a purifikace patii extrakce pomoci pufrli a chromatografické
postupy. Bilkovinné hydrolyzaty jsou nésledné ziskavany enzymatickou hydrolyzou pomoci
komerénich nebo nekomerc¢nich proteas.

Lnény sliz je heteropolysacharid nachazejici se ve vnéjsi obalové vrstvé semen. Jeho
relativni zastoupeni ve Inénych semenech se na rozdil od bilkovin pohybuje v §irokém rozmezi
3,5-15 % a zavisi na odrud¢ i podminkach péstovani. Ma charakter pfirodni rostlinné gumy.
Jeho sloZeni, struktura a vlastnosti jsou tedy srovnatelné s ostatnimi pfirodnimi gumami, mezi
n¢z se fadi arabskd, guarovd nebo xanthanovd guma. Lnény sliz je slozeny ze dvou
polysacharidovych frakci — neutralni (arabinoxylan) a kyselé (rhamnogalakturonan).
Arabinoxyaln se sklada z D-arabinosy, D-xylosy a D-galaktosy, pficemz strukturné je
definovan jako polymery xylosy spojené B 1,4 vazbou, jez jsou nebo nejsou na O-2 ¢i O-3
pozicich nahrazeny rezidui ostatnich monosacharidi. Rhamnogalakturonan je sloZen z L-
rhamnosy, D-galakturonové kyseliny, L-fukosy a L-galaktosy. Jeho struktura je definovana
jako polymerni struktura rhamnogalakturonanu-l s moznou ptitomnosti homorhamnanu nebo
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homogalakturonanu. Bloky rhamnogalakturonanu mohou byt také monosubstituovany na
pozici O-3 galaktosou, fukosou nebo nékterymi neutralnimi monosacharidy. Podily
jednotlivych monosacharidi v extrahovaném slizu v ramci obou polysacharidi pak mohou byt
zna¢n€ variabilni v zavislosti na genotypu Inu a podminkach extrakce.

Sliz je mozné extrahovat z celych semen Inu, jejich slupek nebo vyliskii pomoci Ctyt
zakladnich pfistupt, které jsou zaloZené na vodni, ultrazvukové, mikrovinné nebo acidobazické
extrakci. Zvolena metoda a podminky extrakce Inéného slizu, zejména teplota v ptipad¢ vodni
extrakce, mé zésadni vliv na jeho vytézek, Cistotu a slozeni, respektive také na zastoupeni
samotnych monosacharidii. Jejich abundance pak urcuje pomér neutralniho a kyselého
polysacharidu, jez determinuje jeho funkcni vlastnosti. Z tohoto diivodu je proto vhodné volit
podminky extrakce dle nasledného vyuziti ziskaného slizu.

Oba typy hydrokoloidii se vyznacuji Sirokym spektrem funk¢nich vlastnosti a
antioxidacni aktivitou. Funk¢ni vlastnosti poskytuji Siroké moznosti jejich vyuziti jako
funk¢nich aditiv pfi fortifikaci potravin a pro dalsi potravinaiské aplikace. Antioxidacni aktivity
a dalsi biologické vlastnosti, Inéného slizu a bilkovinnych hydrolyzati obsahujici biologicky
aktivni peptidy pak mohou byt vyuzitelné v oblastech vyzivy a lékatstvi, pficemz konkrétni
ptipady jsou uvedeny v souvisejici publikaci.

4.2 Vliv odriidy a podminek péstovani na chemické sloZeni, obsah lignanii a
antioxidacni potencial semen Inu setého

Jarosova, M., Lorenc, F., Bedrnicek, J., Petraskova, E., Bjelkova, M., Bartova, V., JaroSova
E., Zdréhal, Z., Kyselka, J., Smetana, P., Kadlec, J., Stupkova, A. & Barta, J. (2024).
Comparison of Yield Characteristics, Chemical Composition, Lignans Content and Antioxidant
Potential of Experimentally Grown Six Linseed (Linum usitatissimum L.) Cultivars. Plant
Foods for Human Nutrition, 79: 159-165.

Velka cast souvisejicich vyzkumnych studii uvadi, Ze vynosové parametry, obsah tuku,
dusikatych latek nebo lignanii jsou vyznamné ovlivnény odriidou a podminkami péstovani,
zejména pak lokalitou a podasim. Zadna z nich vSak nepopisuje vliv zmin&nych faktori na
vSechny uvedené parametry a nehodnoti jejich vzdjemné vztahy. Z tohoto diivodu bylo v ramci
disertacni prace feSeno toto téma na komplexni urovni. Cilem této ¢asti disertacni prace bylo
popsat vliv odridy a ro¢niku na zdkladni chemické sloZeni, obsah jednotlivych lignant a
antioxidacni potencial semen Inu setého. Bylo rovnéz zjistovano, jakym zpiisobem se tyto
parametry vzajemné ovliviuji.

Pro dosaZeni uvedenych cilli byl na experimentdlnim pozemku Fakulty zemédélské a
technologické Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich zaloZzen v letech 2018, 2019 a
2020 maloparcelkovy pokus s vyuZitim tfi hnédosemennych (Agram, Libra, Flanders) a tii
zlutosemennych (Amon, Agriol, Raciol) odriid Inu setého olejného. Z toho dvé odridy byly
pivodu nizozemského (Libra a Flanders) a zbyvajici ceského. Na zdkladé vysledkl
agrochemického zkouseni zemédélskych piid byl zjistén vyhovujici stav zdsobeni pudy
zivinami, proto nebyl pozemek piihnojovan. Porost byl pouze oSetfen post-emergentnim
herbicidem GLEAN 75 WG. V pribéhu t# vegetaénich sezon byla shromazdovana
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meteorologicka data v podobé dennich thrni teplot a srazek. Semena Inu byla ve fazi plné
zralosti sklizena pomoci maloparcelkové sklizeci mlaticky a nasledn¢ vhodné skladovana. U
sklizenych semen vSech odrid byl stanoven vynos na plochu a hmotnost tisice semen. Semena
byla dale pomoci ovéienych metod analyzovana pro zjisténi obsahu celkovych tuki, dusikatych
latek, popelovin a vody. Obsah sacharidt byl stanoven dopoctem. Pro zjisténi TPC v semenech
Inu byla pouzita metoda vyuzivajici Folin-Ciocalteauova ¢inidla, vysledek byl vyjadien jako
ekvivalent kyseliny gallové (EKG) v mg. Antioxidacni aktivity byly stanoveny pomoci metod
zhaSeni radikali ABTS a DPPH a vyjadieny jako ekvivalent kyseliny askorbové (EKA) v mg.
Kvantitativni analyza vSech potencialné se vyskytujicich, nativnich lignant Inéného semene
(SDG, MATA, LARI a PINO) byla provedena pomoci pivodné vyvinuté metody vyuzivajici
kombinace separace na vysokoucinném kapalinovém chromatografu a detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie.

Pomoci této metody bylo mozné velmi piesné stanovit abundanci zminénych lignant.
Vsechna data byla statisticky vyhodnocena pomoci metod analyzy variance, post-hoc testu a
korelacni analyzy.

Vysledky analyz vykazaly velké rozpéti hodnot u vétSiny zkoumanych parametra pficemz
byl potvrzen statisticky vyznamny vliv odriidy, ro¢niki, pfipadné kombinace obou faktord, na
vétsinu sledovanych parametrti. Zatimco vyvoj teplot v pribéhu vegetaéni sezoény byl po dobu
vSech tii let srovnatelny, byly zaznamenany rozdily v thrnu srazek v kritickych rastovych
fazich Inu. Nejvice se projevil nedostatek srazek v kvétnu a cervnu roku 2019, ktery
vyznamnym zpusobem negativné ovlivnil vynos semen a obsah SDG. Kromé odrtidy Flanders,
byl vroce 2019 zaznamenan také niz§i obsah tuku u zbyvajicich odrid. Naopak, obsah
dusikatych latek v roce 2019 byl v priméru srovnatelny s rokem 2020, pfi¢emz vyznamné nizsi
byl v roce 2018. Protichidnému trendu v obsahu tuki a dusikatych latek odpovida také zjisténa
vzajemna negativni korelace, kterd byla jiz dfive popsana v ramci odbornych studii jinych
autorti. Bez ohledu na konkrétni odriidu byl zjistén také statisticky vyznamné vyssi obsah tuku
u studovaného souboru hnédosemennych odrid Vv porovnani se zlutosemennymi odridami.
Hnédosemenné odridy rovnéz vykazovaly vyssi vynosové parametry oproti zlutosemennym,
pficemz hodnoty HTS byly vyssi signifikantné. Naopak, vyssi obsah dusikatych latek byl
zjistén u zlutosemennych odrid.

Z celkovych ctyf nativnich lignanti byly identifikovany pouze SDG a MATA. MATA byl
v8ak v porovnani s majoritnim SDG pfitomny pouze ve stopovém mnozstvi (Tab. 3). Obsah
obou lignanii pozitivné koreloval s antioxidaénimi aktivitami, i celkovym obsahem polyfenold,
¢imz byl prokazédn vyznamny podil lignanid na biologické aktivité semen Inu. Byl zjistén
vyznamne vys$i obsah SDG a MATA u souboru Zzlutosemennych odriid v porovnani s
hnédosemennymi. Zajimavé bylo rovnéz zjisténi, ze obsah SDG, MATA, celkovych polyfenoli
1 antioxidacni aktivity v pfipadé¢ obou metod, byly statisticky vyznamné vyS$$i u souboru
ceskych odriid v porovnani s odridami nizozemskymi. Pro spolehlivéjsi posouzeni rozdilt
V obsahu lignant, ptipadné souvisejicich biologickych aktivit, v zavislosti na ptivodu a barveé
semen odrud, nebo Slechtitelskych cilti, by bylo vhodné pouzit Sirsi vybér odrid obou variant
barev semen a riznych provenienci.
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Tab.3: Rozmezi hodnot obsahu celkovych polyfenoltl, antioxidacnich aktivit a lignani v semenech
Sesti odrud Inu setého ziskanych v ramci tiiletého péstitelského experimentu

SDG MATA TPC DPPH ABTS
(mg/g s.) (ng/gs.) (mg EKG/ g s.) (mg TE/g DM) (mg TE/g DM)
4,9-12,2 1,6-3,4 1,1-2,5 4,6-6,4 4,2-7,1

SDG = secoisolariciresinol diglukosid, MATA = matairesinol, s. = suSina, EKG = ekvivalent kyseliny
gallové, TE = ekvivalent troloxu

Vysledky této studie potvrdily zna¢ny vyznam odridy a srdzkovych podminek péstovani
na chemické slozeni, obsah lignant a souvisejici antioxidacni potencial. V $irSim kontextu tak
1ze vyvozovat, Ze tyto faktory mohou ovliviiovat nutri¢ni hodnotu a zdravotni potencial semen
Inu. Konkrétni poznatky ziskané v ramci této studie mohou byt reflektovany v cileném
Slechténi a pfi optimalizaci podminek péstovani pro zajisténi pozadované kvality semen Inu
setého olejného.

4.3 Vytéznost, funk¢ni vlastnosti a antioxidac¢ni potencial slizotvornych
polysacharidii

Jarosova, M., Barta, J., Bartova, V. (2018) Slizotyorné frakce v semenech olejného Inu a jejich
antioxida¢ni aktivita. Védecka priloha ¢asopisu Uroda, 66(12): 435-438.

Jarosova, M., Barta, J., Bartova, V., Bjelkova, M. (2020). Funk¢ni vlastnosti slizotvorné frakce
z Inéného semene. Védecka priloha casopisu Uroda, 68(12): 537-541

Slizotvorné polysacharidy Inéného semene tvofi pfiblizn€ jednu tretinu dietarni vldkniny.
Jak bylo zminéno v ptedchozich kapitolach, jejich pfitomnost ve Inénych semenech miize byt
pomérné variabilni a zavisi z velké €asti na fenotypu zdrojové rostliny. Podminky extrakce pak
ovliviiuji nejenom sloZzeni Inéného slizu, a souvisejici funkéni vlastnosti a antioxidaéni
potencial, ale také samotnou vytéznost slizu. Cilem prvni publikace této vysledkové casti
pfedstavovalo stanoveni vytéZnosti, obsah polyfenoll a antioxidacni aktivita slizii izolovanych
ze semen Sesti odrid. VSechna data byla statisticky vyhodnocena pomoci metod analyzy
variance, post-hoc testu a korela¢ni analyzy.

V rdmci experimentu byl Inény sliz semen Sesti odriid (Amon, Agriol, Raciol, Agram,
Libra, Flanders) extrahovan ve vodném prostiedi po dobu 3 hodin pii 50 °C v poméru 1:10
(semena:voda). Sliz byl nasledné vysuSen a homogenizovan do formy prasku. Pro zjisténi
antioxida¢niho potencidlu byl stanoven obsah celkovych polyfenoli pomoci Folin-
Ciocalteauova cinidla a antioxidac¢ni aktivita, pouzitim spektrofotometrickych metod
zalozenych na principu zhdSeni radikald ABTS a DPPH.

Vytéznost slizu prepocitand na susinu se mezi odriidami statisticky vyznamné lisila.
Nejvyssi vytéznost byla zjiSténa u odriidy Agram a nejmensi u odridy Libra. Odridova
variabilita ve vytéznosti byla prokdzana i v ramci jinych relevantnich studii. Naopak, sliz
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aktivitu v ptipad¢ obou metod (TPC: 0,5 mg EKG/g; ABTS: 1,7 mg EKA/g; DPPH: 0,3 mg
EKA/g). Nejvyssi hodnoty téchto parametrii byly naopak zjistény u odrady Agriol (TPC: 6,7;
ABTS: 8,7; DPPH: 2,3). Rozdil v obsahu celkovych polyfenoli a antioxidac¢ni aktivity byl mezi
odridami signifikantni a byla u nich rovnéz prokazéna vzajemnd, statisticky vyznamna
pozitivni korelace.

Na zakladé¢ ziskanych vysledki Ize vyvozovat, ze odriida ma zasadni podil na vytéznosti
slizu a jeho antioxidacnim potencialu, ktery nemusi byt v piipadé¢ vybranych odrid
bezvyznamny. Tato zjisténi mohou piedstavovat cennou informaci pro Slechtitele, jez mohou
cilenym Slechténim odrtd Inu ovliviiovat nejenom potencialni vytéznost a funkéni vlastnosti
slizotvorné frakce, ale také jeji biologickou aktivitu.

Funk¢ni vlastnosti Inéného slizu a moznosti jejich uplatnéni, zejména v oblastech
potravinafstvi a specializované vyzivy, jsou v poslednich letech €astym pfedmétem mnoha
odbornych studii. A¢koli bylo zjisténo, Ze chemické slozeni Inéného slizu a funkéni vlastnosti
jsou ovlivnény genotypem i podminkami extrakce, vétSina praci sleduje pouze faktory extrakce
slizu a jeho modifikace na uvedené parametry. Vliv genotypu, respektive odridy, na funkéni
vlastnosti tak zlstava spiSe ojedinélym tématem vyzkumu. Cilem publikace bylo studium
rozpustnosti, bobtnavosti, emulgacni aktivity a schopnosti stabilizovat emulze u slizi Sesti
odrad Inu setého.

V ramci experimentu byl Inény sliz semen Sesti (Amon, Agriol, Raciol, Agram, Libra,
Flanders) odrd extrahovan ve vodném prostfedi po dobu 3 hodin pfi 50 °C v poméru 1:10
(semena:voda). Sliz byl nasledné vysuSen a homogenizovan do formy prasku. Rozpustnost a
bobtnavost slizu byla stanovena gravimetricky podle piislusné metodiky. Indexy emulgaéni
aktivity a emulgacni stability byly spocitany dle ptisluSnych vzorcli na zakladé stanoveni
turbidity emulze typu ,,0lej ve vodé®, vzniklé puisobenim Inéného slizu. Data byla statisticky
vyhodnocena pomoci parametrickych (jednocestnd analyza variance a Tukeyho HSD test) a
neparametrickych (Kruskal-Wallisiv a odpovidajici post-hoc test pro mnohondsobné
porovnani) testil.

Rozpustnost slizi dosahovala u vSech odrid vice nez 70 % a v rozmezi hodnot
72,9-79,7 % byly rozdily v rozpustnosti slizii mezi odriidami statisticky vyznamné. Naopak, u
parametru bobtnavosti vyznamna odliSnost zjiSténa nebyla, ackoli rozdil mezi nejniZsi
hodnotou 12,1 g vody/g slizu (Amon) a nejvyssi hodnotou 18,6 g vody/g slizu (Agram) byl
pomémé vyrazny. Index emulgaéni aktivity byl u odriidy Raciol vyrazné vyssi (259,9 m?/g
slizu) nez u zbyvajicich odrtd (77,4-143,3 m?/g slizu). Slizy v$ech odriid mély schopnost tvofit
stabilni emulze ve vod¢. Index emulgacni stability byl mezi odridami statisticky vyznamny,
pricemz se pohyboval v rozmezi 55,9 % (Agriol) a 87,0 % (Raciol). Ze Sesti studovanych odrid
prokézala odriida Raciol nejlepsi schopnost tvofit stabilni emulze.

Tato studie prokazala vyznamné rozdily mezi odridami v parametrech rozpustnosti a
schopnosti stabilizovat emulze. Ackoli bobtnavost a emulgacni aktivita se vyznamné mezi slizy
studovanych odrtid neliSily, rozdily byly znatelné. Na ptikladu odridy Raciol, jez ve schopnosti
tvofit stabilizované emulze pfevySovala ostatni odridy, je nejvice patrny vliv samotné odrudy
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na vybrané funkcni vlastnosti extrahovaného slizu. Z tohoto divodu muze byt odrida
zohlednovana jako dilezity faktor pro ziskéni Inéného slizu o pozadovanych vlastnostech.

4.4 Popis bilkovinného profilu Inénych semen a moZnost pripravy
bilkovinnych produktii z vyliskové mouky

JaroSova, M., Roudnicky, P., Barta, J., Zdréhal, Z, Bartova, V., Stupkova, A., Lorenc, F.,
Bjelkova, M., Kyselka, J., Jarosova, E., Bedrnicek, J., Bohat4, A. (2024). Proteomic Profile of
Flaxseed (Linum usitatissimum L.) Products as Influenced by Protein Concentration Method
and Cultivar. Foods, 13(9): 1288.

Bilkoviny Inéného semene piedstavuji pfiblizn€ jednu pétinu hmotnosti erstvych semen.
Celkové spektrum bilkovin Inéného semene je zastoupeno az 80% obsahem zéasobnich 11S (365
kDa) a 12S (294 kDa) globulint, zbyvajici ¢ast je tvofena zejména 1,6-2S albuminy o velikosti
16-18 kDa a dalS$imi skupinami bilkovin, zejména 7S zasobnimi bilkovinami, oleosiny,
bilkovinami pozdni embryogeneze a dulezitymi enzymy spojenymi s metabolismem.
Detailnéjsi informace o proteomu Inénych semen a souvisejici studie jsou vSak pomérné
vzacné. Cilem publikace ,,Proteomic profile of flaxseed (Linum usitatissimum L.) products as
influenced of protein concentration method and cultivar® bylo zejména rozsifeni poznatkli a
variability proteomu Inénych semen v ramci tfi modelovych odrid Inu setého a jejich produktt
na urovni vyliskl, jemné vyliskové mouky a bilkovinného koncentratu.

Jako vychozi material byla pouzita semena dvou ¢eskych odriid (Agriol, Raciol) a jedné
nizozemské odridy (Libra). Semena byla nejprve odslizena macenim a odtu¢néna lisovanim,
¢imz byly pfipraveny Inéné vylisky. Vylisky byly poté pomlety na vyliskovou mouku, jez byla
nasledné proseta pomoci 250 um sita do podoby jemné mouky obsahujici predevsim latky
vnitini Casti semen (zbytkové tuky a bilkoviny). Prosévanim byly tyto latky oddé€leny od
zbyvajicich slozek obalu semen, pfedevs§im nerozpustné vlakniny (lignocelulosa) a rezidualni
rozpustné vlakniny (slizotvorné polysacharidy). Z jemné mouky byl nasledné pfipraven pomoci
postupnych krokt, zahrnujici alkalickou extrakci — isoelektrickou precipitaci — neutralizaci
pH — lyofilizaci, pfipraven bilkovinny koncentrat. Pomoci ovéfenych postupii bylo stanoveno
zékladni chemické slozeni semen a ziskanych produktd. Nasledn¢ byla pouzita
jednodemnzionalni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) pro separaci
bilkovin na zéklad¢ velikosti jejich podjednotek, ¢imz byl ziskdn zékladni bilkovinny profil
jednotlivych vzorkid. Detailni sestaveni bilkovinného spektra bylo provedeno pomoci LC-
MS/MS analyzy a proteomického zpracovani ziskanych dat. Pro statistické hodnoceni byla
pouzit metoda dvoucestné analyzy variance a Tukeyho HSD test.

Elektroforetickd analyza detekovala u vSech tii produktii pfitomnost ¢tyt bilkovinnych
frakci: conlinin + oleosin, bazické podjednotky 11S globulinu, kyselé podjednotky 11S
globulinu a proteinova frakce o velikosti 48 kDa. Vysledky analyz chemického slozeni (Tab.
4) potvrdily nartst relativniho obsahu dusikatych latek, kdy pomoci postupnych krokti doslo k
celkovému 4 az 4,5nadsobnému zakoncentrovani dusikatych latek. Naopak doslo
k vyznamnému snizeni koncentrace tuku, zejména po lisovani oleje a sacharidl pfi jejich
separaci pii pfipravé bilkovinného koncentratu. Rozdily mezi odriidami byly v pifipadé
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jednotlivych konstituentli patrné, nicméné vySe zminovany trend ve zménach obsahu tii
majoritnich slozek u jednotlivych produktii byl srovnatelny.

Tab.4: Rozmezi hodnot zékladnich konstituentli v semenech a jeho produkti u tfi odriid (Agriol,
Raciol a Libra) Inu setého

% Cerstvé hmoty

cela semena vylisky jemna mouka bilkovinny koncentrat
bilkoviny 17,1-18,0 29,3-30,4 33,9-36,0 70,1-78,34
tuk 37,8-40,8 8,5-9,5 10,9-12,2 2,4-5,0
sacharidy 31,9-349 46,3-48,0 36,9-39,7 9,78-19,4
popeloviny 3,4-3,5 5,3-5,8 6,3-7,0 2,7-2,8
voda 6,0-6,5 8,0-8,6 7,9-8,2 5,3-6,8

LS-MS/MS analyza potvrdila pfitomnost 2560 proteinovych skupin (PGs, protein groups)
Vv ramci souboru vSech hodnocenych produkti Inéného semene, nicméné ne vSechny PGs bylo
mozné blize charakterizovat z divodu chybéjicich anotaci téchto skupin v databazich v ramci
taxonu Inu setého. Pouze 33 PGs pak piedstavovalo 69-95 % relativniho zastoupeni vSech
bilkovin danych produkti Inéné¢ho semen. Bylo zjisténo, Ze kombinaci alkalického srdzeni a
kyselé isoelektrické precipitace doslo k zvyseni podilu 11S globulinu z 41-44 % na hodnotu
72-84 %, ukazujici vyznamny vliv procesu zakoncentrovani bilkovin na obsah globulini
Vv cilovém produktu. Globuliny tedy piedstavovaly nejvice abundantni typ bilkovin v ramci
vsech identifikovanych PGs. Druhou nejvice abundantni skupinu (9-13 %) pak byla frakce 2S
albuminil, jez byla nejvice zastoupena v jemné vyliskové mouce. Piekvapiva byla relativné
vysoka abundance chitinas ve vyliscich a jemné vyliskové mouce (5-10 %). Obsah dalSich
enzymil dilezitych pro metabolismus v ramci téchto produktii ¢inil 6%, zastoupeni oleosint 2-
4 % a 2-3 % ptedstavovaly stresové bilkoviny. Zbyvajici, pomé&rmné znacnou, ¢ast bilkovin (26-
31 %) v ramci vyliskd a jemné mouky pak nebylo mozné urcit.

Vysledky této prace korespondovaly s predchozimi studiemi z hlediska ptevazujiciho
obsahu globulinti. Prace zaroven ukazala na pomérné vyraznou ptitomnost neidentifikovanych
skupin bilkovin a prekvapivé vysokou abundanci chitinas. Piestoze faktor odriidy nemél
zanedbatelny vliv na relativni zastoupeni jednotlivych skupin bilkovin, vliv vysledného
produktu, respektive procesu zakoncentrovani bilkovin, byl vyznamné vyssi.

4.5 Charakterizace, funk¢ni vlastnosti, antioxida¢ni potencial Inénych
vyliski a moZnost jejich vyuziti pro fortifikaci potravin

Barta, J., Bartova, V., JaroSova, M., Svajner, J., Smetana, P., Kadlec, J., Filip, V., Kyselka, J.,
Berc¢ikova, M., Zdrahal, Z., Bjelkova, M., Kozak, M. (2021). Oilseed Cake Flour Composition,
Functional Properties and Antioxidant Potential as Effects of Sieving and Species Differences.
Foods, 10(11): 2766.

Jak bylo uvedeno v piedchozich publikacich, prosévani vyliskové mouky je mozné ziskat
pfinejmensim dvé velikostni frakci. Pii pouZiti vice sit je mozné celkovou vyliskovou mouku

27



¢i dil¢i velikostni frakce dale separovat. Zatimco jemna frakce se obecné vyznacuje zvySenym
obsahem bilkovin, hrub4 frakce obsahuje vét§i Céstice tvoiené piedev§im homogenatem
semennych slupek, které se vyznacuji vysokym zastoupeni polyfenolickych latek. V ramci
prvniho vystupu této Casti, predstavujici ptivodni studii, bylo stanoveno zakladni chemické
slozeni celkové, jemné a hrubé frakce vyliskové mouky, jejich funkénich vlastnosti, biologické
aktivity a barvy u osmi olejnych rostlin — Inu setého (Linum usitatissimum L.), konopi setého
(Cannabis sativa L.), ostropestice marianského e (Silypum marianum (L.) Gaertn.), maku
set¢ho (Papaver somniferum L.) (Cucurbita pepo L. var. oleifera), tykve olejné, svétlice
barvitské (Carthamus tinctorius L.), brukve fepky olejky (Brassica napus L.) a slune¢nice ro¢ni
(Helianthus annuus L.).

Vylisky byly ziskany lisovdnim semen za studena vyuzitim poloprofesionalniho
hydraulického lisu pfi teploté niz§i nez 50 °C. Ptiprava vyliskové mouky byla provedena
z vyliskt dle ovéteného postupu (Obr. 16). Velikostni frakce byly ziskany prosivanim celkové
vyliskové mouky pomoci sit s velikosti otvort 250 um. Vzorky vyliskové mouky byly pouZity
pro zjiSténi obsahu celkovych tuki, dusikatych latek, popelovin a vody. Obsah sacharidl
(vlakniny) byl stanoven dopoctem. Pomoci SDS-PAGE byly vizualizovany bilkovinné profily
jednotlivych vzorkd mouk. Funkéni vlastnosti byly analyzovany dle postupli vychazejicich
zodborné  védecké literatury.  Antioxida¢ni  aktivita byla stanovena  pomoci
spektrofotometrickych metod zalozenych na principu zhaSeni radikali ABTS a DPPH a
celkovy obsah polyfenoli pomoci metody s vyuzitim Folin-Ciocalteauova ¢inidla. Barva mouk
byla stanovena kolorimetricky. Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd byly v pfipadé Inu prokazany relativné velké rozdily
v obsahu dusikatych latek, tukli a polysacharidii mezi analyzovanymi vzorky. Oproti ostatnim
V ramci funkcénich vlastnosti byla zjisténa vyssi rozpustnost u jemné mouky (26,7 %), oproti
celkové mouce (21,8 %) a hrubé mouce (22,3 %), pficemz vysSich hodnot dosahovala pouze
vyliskovd mouka ze semen fepky (v praméru 26,3 %). Tepelné oSetfeni vyznamné zlepSilo
vaznost vody (4,1 — 8,0 g/g mouky). V priméru pak Inéna vyliskova mouka disponovala
nejvysSimi hodnotami vaznosti vody a tukti a také druhou nejvyssi rozpustnosti ve vode. Obsah
polyfenolt ¢inil 3,6 mg EKG/g jemné mouky a 6,1 mg EKG/g jemné mouky, pficemz v hrubé
mouce byla zjisténa hodnota 7,4 mg EKG/g hrubé mouky, ktera byla vys$si pouze u slune¢nice
a ostropestice. RovnéZ v piipad¢ antioxidacnich aktivit byly u Inu zjistény nejvyssi hodnoty u
hrubé mouky, ¢imz se opét potvrdil pfedpoklad o nejvysSi koncentraci antioxidantl
v obalovych vrstvach semene. Barva vyliskovych mouk byla u vSech plodin ovlivnéna
prosévanim. Konkrétné byla jemnd mouka, s vyjimkou maku, vzdy svétlejSi v porovnani
s celkovou a hrubou moukou.

Vyliskové mouky riznych druhti olejnin mohou piedstavovat cenny material z hlediska
nutricni  hodnoty, funk¢nich vlastnosti nebo pfitomnosti biologicky aktivnich latek.
Z celkového pohledu byl zjistén vyznamny vliv plodiny a velikostni frakce na studované
parametry. Nicméné, diky studiu materidlu z osmi rozdilnych druhii olejnin bylo rovnéz
zji$téno, Ze pouZiti metody prosévani za ucelem zlepSeni uvedenych vlastnosti nemusi pfinést
u vSech studovanych plodin pozadovany efekt. V pfipadé€ Inu setého byl vSak efekt prosévani
vyznamny. Zatimco jemna mouka vykazovala oproti celkové mouce vyssi obsah bilkovin a
lepsi rozpustnost, hruba frakce poskytovala lepsi hodnoty ostatnich studovanych funkénich
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vlastnosti, vyssi obsah polyfenolli a souvisejici antioxidacni potencidl. V ramci souboru
studovanych olejnin vykazovaly vyliskové produkty Inu nejvyssich hodnot u vSech funkénich
parametr s vyjimkou rozpustnosti, kde vSak dosahly lepSich hodnot pouze vylisky fepky
olejky. Na zakladé téchto zjisténi 1ze poukdzat na potencidl vyuziti Inénych vyliskd, respektive
jejich velikostnich derivatd, jako nutricné kvalitnich a funkénich slozek potravinatskych
vyrobki.
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5 ZAVER

Disertacni prace byla v SirSim méftitku zaméfend na charakterizaci a studium vybranych
vlastnosti tfi vyznamnych komponentii Inéného semene, konkrétné bilkovin, slizotvornych
latek a fenolovych latek, predevsim lignanti. Vysledky této prace, jejimz piredpokladem bylo
splnéni navrzenych cili a zodpovézeni stanovenych hypotéz lze shrnout v nasledujicich
bodech:

e Na zaklad¢ syntézy informaci vyskytujicich se v odborné védecké literatute, a jejich
podrobné kritické diskuzi, bylo mozné poskytnout detailni celkovy pichled o fyzikalné-
chemickych charakteristikich a funkénich vlastnostech Inénych bilkovin a
slizotvornych polysacharidi. Zaroven byl pozitivné vyhodnocen zna¢ny dosavadni i
budouci potencial v tradi¢nich 1 inovativnich aplikaci v oblastech potravinafstvi a
VYZivy.

e V ramci komplexni studie kombinujici polni experiment a laboratorni analyzy bylo u
Inénych semen vybranych odriid stanoveno zakladni chemické slozeni, obsah
polyfenolt, antioxidacni aktivity a byla provedena kvantifikace relevantnich lignanii
V podobé secoisolariciresinol diglukosidu a matairesinolu. Na zdklad€ vysledki byl
potvrzen zasadni vliv odriidy a ro¢niku (pocasi), ¢i jejich kombinace, na vétSinu
uvedenych parametra.

e Byly potvrzeny vyznamné rozdily mezi vybranymi odridami Inu v parametrech
vytéznosti slizotvornych polysacharidi, jejich antioxidac¢nich aktivitach a funkénich
vlastnostech v podobé¢ rozpustnosti a schopnosti stabilizovat emulze. Znatelné rozdily
byly rovnéz pozorovavany u parametr bobtnavosti a emulgac¢ni aktivite. Odrida Raciol
vyznamné prevySovala ostatni odridy (pfiblizné¢ 2x) v indexu emulgaéni aktivity a
indexu stability emulze, ¢imz byl jasné potvrzen vliv odridy na stanovované funkcni
vlastnosti extrahovaného slizu.

e Analyza proteomu celkové vyliskové mouky, jemné vyliskové mouky a bilkovinného
koncentratu identifikovala 2560 proteinovych skupin s vyznamné pievazujicim
zastoupenim 11S globulind, nasledované 2S albuminy a piekvapivé také chitinasami.
Ostatni enzymy, oleosiny a stresové bilkoviny pfedstavovaly dal$i skupiny
identifikovanych proteinl. Necela tfetina spektra bilkovin pfedstavovaly
neidentifikované skupiny bilkovin. Vliv odridy nebyl zanedbatelny, nicméné vétsi efekt
na spektrum bilkovin mél samotny vysledny produkt, respektive proces
zakoncentrovani bilkovin, a to zejména z pohledu vyznamného relativniho nartistu
obsahu globulind.

e Bylo prokazano, ze mechanickym lisovanim semen nebo ploda lze podle druhu dané
olejniny ziskévat vylisky rtizného chemického sloZeni, funkéniho a biologického
potencialu. V ptipad¢ Inu bylo navic prokazano, ze 1ze pomoci prosévani (suchy proces)
ziskavat velikostni frakce vyliskovych mouk s odliSnym obsahem komponenti,
determinujici jejich moznosti aplikaci. V ramci souboru studovanych olejnin
dosahovaly vyliskové produkty Inu nejvyssich hodnot u vSech studovanych funkénich
parametrll, kromé& rozpustnosti, kdy vykazala leps$i hodnotu pouze vyliskova mouka ze
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semen fepky. Timto byl potvrzen vyznamny potencial Inénych vyliski a odvozenych
produktl pro pouziti v potravinarstvi.

Dosazenim vysledkd, jez jsou soucasti odbornych vystupi v podobé metodické publikace,
puvodnich vyzkumnych praci a komplexnich ptehledovych praci, byly splnény hlavni 1 dil¢i
cile této disertacni prace. Rovnéz byly potvrzeny vSechny hypotézy, které si kladly za cil
prokézat vyznamny vliv odrtidy, péstitelskych podminek, a také ptipravy a nasledné zpracovani
vyliskové mouky, na chemické slozeni, od néhoz se odvijeji funkéni vlastnosti a biologické
aktivity ziskaného materialu. S pozitivnim vysledkem byly také vyhodnoceny moznosti vyuziti
produktt Inénych semen pro tvorbu zuslechténych potravinaiskych vyrobki, a rovnéz také
moznost jejich uplatnéni v méné tradi¢nich a inovativnich potravinatskych ¢i dietdrnich
aplikacich.

Disertacni prace v dusledku potvrzuje a zdiirazituje znacnou perspektivu vyuziti Inéného
semene a jeho produktl v riznych oborech tykajici se lidské vyzivy a zdravi, a mlze zaroven
slouzit jako zdroj pro dalsi vyzkum v této oblasti.

Vyzkumné hypotézy

Nize je uveden piehled jednotlivych hypotéz a souvisejicich odpovédi vyjadiujici jejich
zamitnuti nebo potvrzeni.

Hypotéza 1

Znéni hypotézy: Proteomicky profil Inéného semene vykazuje odlisnosti v zavislosti na
odriidé nebo koncentraci bilkovin v produktech vyrobenych z vyliskové mouky.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy: Na zéklad¢ provedenych analyz se potvrdila vySe uvedena
hypotéza. Vliv odridy nebyl zanedbatelny, ale vétsi efekt na spektrum bilkovin mél zptisob
zakoncentrovani bilkovin, a to z pohledu vyznamného relativniho nartistu obsahu globulint.

Hypotéza 2

Znéni hypotézy: Odrida olejného Inu, podminky péstovani, ¢i kombinace téchto faktort
vyznamn¢ ovliviiuje chemické slozZeni, obsah lignanti a antioxida¢ni potencial semen Inu.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy: Na zikladé provedenych experimentil se potvrdila vyse
uvedena hypotéza. Odriida a rocnik maji vyznamny vliv na chemické sloZeni, obsah lignanii a
antioxidacni aktivitu.

Hypotéza 3

Znéni hypotézy: Funkéni vlastnosti a antioxida¢ni aktivita slizotvornych polysacharidi jsou
determinovany odriidou a podminkami péstovani Inu.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy: Vysledky provedenych experimenti potvrdily vyznamné
rozdily mezi vybranymi odriidami Inu a rocnikem ve vytéznosti slizotvornych polysacharidi,
antioxidacni aktivité a funkcnich vlastnostech.
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Hypotéza 4

Znéni hypotézy: Vyuzitim optimalizovanych metod zpracovani semen olejného Inu lze ziskat
vyliskovou mouku riznych charakteristik, véetné moznosti jejiho pouziti pro zuslechténi
potravinaiskych vyrobki.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy: Vysledky provedenych experimenti potvrdily vyse uvedenou
hypotézu. Prosévanim ptvodni, nefrakcionované vyliskové mouky lze ziskat dil¢i velikostni
frakce s odliSnym obsahem komponenti, zejména bilkovin, nerozpustné vlakniny a
polyfenolickych latek, determinujici rizné moznosti vyuziti prosévanych vyliskovych mouk.

Hypotéza 5

Znéni hypotézy: Bilkoviny a slizotvorné polysacharidy mohou byt diky svym vlastnostem
uplatnitelné pro tradi¢ni 1 inovativni potravinaiské aplikace a dietarni tcely.

Potvrzeni/zamitnuti hypotézy: Vysledky v podobé dvou komplexnich piehledovych
publikaci potvrdily znacny potencial bilkovin a slizotvornych polysacharidi v tradi¢nich i
inovativnich oblastech potravinarskych aplikaci a vyzivy. Oba typy hydrokoloidl piedstavuji
plnohodnotnou alternativu k nejéastéji vyuzivanym rostlinnym bilkovindm a gumam. Mozné
vyuziti Inéného slizu v pokrocilych potravinarskych aplikacich je v soucasnosti intenzivné
studovanym tématem, coz doklada velké mnozstvi recentnich odbornych publikaci.
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