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Abstrakt

Tato prace se zabyva urcenim vlivu kli¢eni na obsah nékterych bioaktivnich
latek Inéného semene (Linum usitatissimum L.). Pouzita byla odrida Libra, kterd
byla naklicovana po deset dni ve dvou variantach: ve tmé a pfi plném osvétleni 24 h
denné. Vzorky byly odebrany 2., 4., 6., 8. a 10. den.

Zjistovan byl obsah suSiny, tuku, celkovych dusikatych latek, bilkovin,
bilkovinné spektrum, obsah chlorofylu, celkovych polyfenolickych latek a
antioxidac¢ni aktivita. SuSina v pribéhu kliceni klesala, stejné tak obsah lipidi, bez
ohledu na svételné podminky. Obsah dusikatych latek se béhem klieni pftili§
neménil. Zaznamenan byl ndrlst bilkovin v zavislosti na délce kliceni a osvétleni.
Analyza bilkovinnych spekter potvrdila probihajici hydrolyzu bilkovin. Obsah
chlorofylu se kliCenim zvySoval pouze u semen kli¢enych na svétle. Klicenim se
zvysil 1 obsah celkovych polyfenoli a antioxida¢ni aktivita. U poslednich dvou
jmenovanych bylo pozorovano zhruba dvojnasobné navySeni v obsazich po
odtu¢néni.

Klicova slova: len sety, Linum usitatissimum, semeno, kliceni, bioaktivni latky,
dusikaté latky, bilkoviny, chlorofyly, polyfenolické latky, antioxidacni aktivita

Abstract

This thesis focus on analysing effect of germination on some groups of
bioactive compounds in flaxseed. We used flaxseed variety named Libra. Its
germination was 10 days long, done in two different conditions: in the dark and fully
iluminated for 24 hours daily. Samples were taken on 2™, 4™ 6™ 8™ and 10™ day.

Following analyses were performed: determination of dry matter content,
lipid content, content of nitrogenous compounds, content of proteins and protein
spectrum, chlorophyll content, content of total polyphenolic compounds and
antioxidant activity.

Content of dry mater was proved to decrease during germination as well as
lipid content regardless of light conditions. Amount of nitrogenous compounds
stayed relatively unchanged during germination. Whereas amount of proteins
increased depending on duration of germination and light conditions. Hydrolysis of
proteins during germination was proved by protein spectrum analysis. Content of
chlorophyll inreased in light-germinated seeds only. Increasing effect of germination
on total polyphenolic compounds content and antioxidant activity was proven as
well. Moreover aproximately two-fold rise of values was reported after defatting of
samples.

Key words: flaxseed, Linum usitatissimum, germination, bioactive compounds,
nitrogenous compounds, protein, chlorophyll, polyphenolic compounds, antioxidant
activity
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1 Uvod

Len je jednou z nejstarSich péstovanych plodin. Nejdiive (pied zhruba 5-6
tisici lety) byl pravdépodobn¢ péstovan v severni Africe a Predni asii podle nalezii
nakresti a maleb zobrazujicich tuto rostlinu. V Evropé se jeho péstovani rozmohlo
pred 3500 lety. (Simon, 1964)

V Ceské republice ma péstovani Inu dlouhou historii. Diive byl péstovan
pfedevSim len pradny, z jehoz vldknitych stonkl se ziskavala ptfize pro tkani
kvalitnich textilii. Olej byl vyuzivan pro vyrobu fermezi, barev, mydel a tmeld.
Produkce Inu prudce klesla az po druhé svétové valce, kdy se na trh dostaly nové
druhy textilii s niz§ni vyrobni cenou a snazSim zpracovanim.

Piestoze se jednd o mnohostrannou technickou plodinu vyuzitelnou i v
papirnictvi, stavebnictvi ¢i automobilovém primyslu, je dneSni produkce zamétena
témét vyhradné na potravinarské a olejné odridy. To vedlo dokonce az k vyslechténi
odrid se zménénym pomérem mastnych kyselin a tim i niz8i vysychavosti oleje.

Nelze vsak popfit, Ze konzumace Inénych semen ¢i jejich slozek ma piiznivy
vliv na organismy. Dle publikovanych studii konzumace Inéného oleje chrani pied
kardiovaskularnimi chorobami, snizuje LDL cholestrol a inhibuje prozanétlivé
mediatory. ObsaZené lignany, potazmo fytoestrogenni latky, sniZuji riziko vzniku
nadort ovlivilovanych hormony, napomahaji pti piekonavani symptomi menopauzy
a dobry vliv maji i na zdravotni stav kosti. Lnény sliz zmirniuje diabetes, nebot’
napomahd udrzovat hladinu glukézy v krvi, také funguje jako prevence rakoviny
kone¢niku a stfev. Mimo to byl prokazan jeho vliv na sniZzovani ptipadii obezity.
Aminokyselinova skladba Inéné¢ho proteinu zase napovida mozny vliv na imunitni
systém. (Oomah, 2001)



2 Literarni prehled

2.1 Lnéné semeno

2.1.1 Popis

Plodem Inu setého (Linum usitatissimum L.) je pétipouzdra tobolka. Kazdé
pouzdro je rozdéleno septem, které mulze byt ofasené ¢i hladké, ¢imz vznikd v
prostoru tobolky 10 ptihradek, pfi€emz v kazdé¢ mize byt maximalné jedno semeno.
Tobolka mize tudiz obsahovat nejvyse 10 semen, obvykly pocet je vSak 5-6 semen.

Semena mohou byt u riiznych typi (olejny, ptadny, olejnoptadny) a odrd Inu
mirn¢ odli$nd, obzvlasté velikosti, vahou ¢i barvou. Obvykle jsou dlouhd 4-6 mm,
vejcitého tvaru, zplostéla, na prifezu oboustranné vypoukld, leskla a zabarvena od
hnédé az po Zluté okrovou (Divi§, 2010; Spaldon, 1986). HTS se nejéastéji pohybuje
okolo 5 + 1 g, ackoli obzvlasté u olejnych odrid jsou udavany i vyssi hodnoty (Daun,
2003).

Anatomicky se semeno sklada z pétivrstevného osementi (testy), endospermu
a embrya, jez lze dale rozebrat na dvé délohy (coletydony), zarode¢ny kofinek
(radix) a vzrostny vrchol. (Divis, 2010)

2.1.2 Chemicke sloZeni

Lnéné semeno obsahuje primérné 4-8 % vlhkosti, 30-40 % tuku, 20-35 %
dietni vlakniny, 20-30 % proteinti a 3-4 % popelovin. Jejich rozloZeni v ramci
semene neni rovnomérné. (Coskuner, 2007)

Lipidické sloZKky jsou v semeni zastoupeny acylglyceroly (a to hlavné
triacylglyceroly), mastnymi kyselinami, sterolestery, glykolipidy a fosfolipidy. Pro
semeno predstavuji hlavni zdroj energie pro kliceni. Ze 75 % jsou ulozeny v
délohach, 22% se nachazi v obalovych ¢astech semene a 4 % v embryu (Daun,
2003). Obsazeny jsou ve form¢ drobnych tukovych kapének o priméru cca 1,3 pum.
Kapénky v obalovém proteinu, oleosinu, jez zaujima 1,3 % z nich, jsou z vétSiny
tvofeny neutralnimi lipidy (98 %), malym mnoZzstvim fosfolipida (0,9 %) a mastnymi
kyselinami (0,1 %) (Tzen, 1993).

Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou je vicenenasycena kyselina o-
lipoova, kterd muze tvofit az 50 % ze vSech mastnych kyselin. Déle je obsaZena i
vicenenasycena kyselina linolenova (14 %), mononenasycena kyselina olejova (18
%) a nasycené mastné kyseliny palmitova (5 %) a stearova (3 %). (Daun, 2003)

V nepoldrni lipidické fazi jsou navic rozpuStény vitaminy skupiny E,
tokoferoly a tokotrienoly, déle steroly, konkrétn€ stigmasterol, campesterol a d-5-
avenasterol, a v neposledni fad¢ také pigmenty, jako naptiklad carotenoid lutein ¢i, v
omezené mife, chlorofyly. (Daun,2003)

Proteiny jsou z pievazné vétSiny ulozené v délohach a tvofi hlavni zdroj
dusiku pro kli¢eni. Mimo né€ je v semeni obsaZen i neproteinovy dusik ve formé
vitamintli, sinapinu, cholinu a kyanogennich glykosidi. Kviali tomu je hodnota
obsahu hrubého proteinu (20-30 %) mirn¢ nadhodnocena a odhaduje se, Ze proteiny
tvofi ve skutecnosti jen okolo 18 % semene. (Daun, 2003)

Bilkoviny lze rozdélit na dvé frakce: vysokomolekularni a nizkomolekulérni.
Vysokomolekularni frakce tvofi linin a zaujima 64-66 %. Jednd se o protein



globularni struktury, 11-12 S, s molekulovou hmotnosti 252-298 kDa. Sklada se z
péti podjednotek o velikosti 14,4, 24,6, 30, 35,3 a 50,9 kDa. Nizkomolekularni frakci
je colinin, albuminovy protein, 2 S s jedinym fetézccem o velikosti 16-17 kDa
zaujimajici 42 %. (Marcone, 1998)

Lnéné proteiny jsou bohaté na arginin, kyselinu glutamovou, leucin a
asparagin. Naopak limitujicimi aminokyselinami jsou methionin, cystein a lysin.
Nejvétsi enviromentalni vliv byl pozorovan na obsah argininu, kyseliny glutamové,
methioninu, serinu a tyrosinu. (Marcone, 1998; Daun, 2000)

Sacharidy obsazené ve Inu jsou koncentrovany hlavné v obalovych ¢astech.
Ptrevaznou vétSinu tvoii dieti vlaknina. Stravitelné sacharidy, tj. jednoduché cukry a
Skrob tvoii jen 1-2 %. Dietni vladkninu lze rozd€lit na rozpustnou a nerozpustnou.
Nerozpustna ¢ast je tvofena celulézou a ligninem. Rozpustna vlaknina je obsazena ve
formé slizu ve vnéjsi vrstvé slupky semene (Daun, 2000). Tento sliz tvofi az ¢tvrtinu
vSech obsaZzenych sacharidl, tzn. 7-10 % z celého semene. Skldda se ze dvou
polysacharidli, vice zastoupen je neutrdlni, zbytek tvoii kysely. Chemické slozeni
téchto polysacharidi je znacn¢ proménlivé. Povétsinou se sklada z L-galaktozy, D-
xylozy, L-arabindzy, L-rhamoézy, kyseliny D-galakturonové a D-glukozy. (Bekhit,
2018)

DalSimi obsazenymi latkami jsou mineraly. Nejvice draslik a fosfor,
vyznamné je i mnozstvi zeleza, zinku a manganu. Za zminku stoji také obsah
kadmia, které mtze byt potencidlné toxické kvtli svému kumulativnimu charakteru.
Lnéné semena obsahuji také vitaminy skupiny B a vitamin C. (Daun, 2000)

Mezi vyznamné minoritni latky patii i fenolické slouceniny. Patii mezi né
fenolické kyseliny a flavonoidy. Obsazeny jsou v nelipidické fazi v mnozstvi 0,8 —
1,3/100 g. V semeni se nachézi téz lignany, komplexni difenolické latky, jez maji
jako zéaklad 2,3-dibenzylbutan. Nejvice zastoupeny je sekoizolariciresinol diglukoza
(SDG) (Bekhit, 2018). Dalsi lignany, které lze nalézt ve Inéném semeni jsou
izolariciresinol, pinoresinol a matairesinol (Daun. 2000).

Kromé pozitivnich nutri¢nich latek jsou ve Inéném semeni i1 latky
antinutricni. Kyseliny fytoova slouzici jako zdroj fosforu je nezbytna pro vykli¢eni
semene. Ma ovSam velmi silné chelatacni G¢inky na monovalentni a divalentni
kationty (jako napt. K, Mg, Fe, Zn) ale 1 proteiny a Skrob. Muze tak zpiisobovat
deficienci zinku. Deficienci vitaminu B zptisobuje polarni antivitamin linatin,
obsazeny hlavné¢ v délohach. Nalézt lze 1 malé¢ mnozstvi inhibitoru trypsinu.
Rizikovy je i obsah kyanogennich glykosidl, které po rozstépeni travicim aparatem
uvoliuji toxicky HCN, piipadné degraduji na thiokyanaty. Ve Inénych semenech se
mizeme setkat s diglykosidy linustatinem a neolinustatinem a monoglykosidy
linamarinem a lotaustralinem, pfi¢emz vice jsou zastupeny diglykosidy. Obsah
kyanogennich glykosid klesd se stoupajici zralosti semene. (Daun, 2000; Bekhit
2018)

2.2 Kliceni semen

Kli¢eni semen lze rozdélit do tii hlavnich fazi: faze bobtnani, faze reaktivace
metabolismu a faze proristani radixu.

Béhem faze botnani pfijme semeno co mozna nejvice vody, nebot’ na vodé je
nasledné zavisla hydrolyza Zivin a jejich transport. Systém je zhruba nasledujici:
absorbce vody stimuluje embryo k produkci fytohormont, jez indukuji aktivaci ¢i
syntézu novych hydrolytickych enzymu. Tyto enzyny plisobi v endospermu, kde jsou
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ulozeny hlavni rezervy zivin v podob¢ proteini a Skrobi. Jejich hydrolyzou vznikne
velké mnoZstvi energie, kterou je tfeba klicicimu semeni dodat na anabolické procesy
pred nastartovanim respirace. Do té doby je semeno odkazano na anaerobni respiraci
dehydrogenazami. (Ali a Elozeiri, 2017)

Hydrolyzou proteini vznikaji aminokyseliny, které jsou semenem dale
vyuzité pro dalsi syntézy. Hydrolyzou lipidi, ulozenych ve formé triacylglycerola v
oleosomech, vznikaji mastné kyseliny, jez jsou dale odbourdvany B-oxidaci v
peroxisomech. Sviij vyznam ma v metabolismu lipida i glyoxatovy cyklus, schopny
prevadét lipidy na glukoézu. Fosfor potfebny pro rist semenacku je ziskan z kyseliny
fytoové, hojné zastoupené v semeni, po hydrolyze fytazou. (Ali a Elozeiri, 2017)

Velky vyznam v kliceni semene hraji fytohormony. V brzkych fazich kliceni
dojde k poklesu hladiny kyseliny jasmonové a salicylové, naopak se zvedne hladina
auxinl, jez plni funkci prostfednika mezi kyselinou giberelovou, kyselinou
abcisovou a ethylenem. Kyselina abcisova a giberelova ptitom fidi procesy dormance
a kliceni semene tim, ze kyselina giberelovda podporuje tvorbu enzymi
hydrolyzujicich endosperm, zatimco kyselina abcisova inhibuje pifijem vody a tim
omezuje rust embrya. (Ali a Elozeiri, 2017)

Kli¢ici semeno je citlivé k biotickym stresovym faktortim, napt. vici
zasoleni, nedostatku vody, vysokym teplotdm, téZzkym kovim atd. Obranné
mechanismy kli¢iciho semene jsou fizeny kyselinou abcisovou, salicylovou,
jasmonovou a ethylenem. (Ali a Elozeiri, 2017)

2.3 Bioaktivni latky

Bioaktivni latky lze popsat jako chemikalie, v tomto ptfipadé rostlinného
puvodu, schopné ovlivnit metabolické procesy. Jednd se o extrémné heterogenni
skupinu s Sirokou S$kalou moznych u¢inkl, od latek smrticich, az po latky
ptispivajici ke zlepSeni zdravi. Organismus ovliviiuji na principu antioxidacni
aktivity, indukce ¢i inhibice enzymi, inhibici receptorovych aktivit a indukci ¢i
inhibici genové exprese. V mnoha ptipadech rozhoduje o tom, zda bude ucinek na
organismus pozitivni ¢i negativni pouhé davkovani. (Correia., 2012)

V rostlinach vznikaji jako sekundarni metabolity vedlejSimi metabolickymi
drahami a obvykle nejsou nezbytné nutné k pteziti, poskytuji vSak jisté vyhody, napft.
chrani pfed volnymi radikdly, lédkaji opylovace a roznaSeCe semen, odrazuji
bylozravce a hmyz apod. (Bernhoft, 2010)

Mezi hlavni tfidy bioaktivnich latek patii glykosidy (srde¢ni, kyanogenni,
glukosinolaty, saponiny a antrachinonové), flavonoidy a proanthokyanidiny, taniny,
terpenoidy (mono-, seskvi-, di-) a fenylpropanoidy, pryskyfice, lignany, alkaloidy
(tropanové, pyrolizidinové, izochinolinové, methylxaninové), pseudoalkaloidy,
furokumariny a naftodiantrony, proteiny a aminy. (Bernhoft, 2010)

Ve Inéném semeni se miZeme setkat s mnoha zdravi prospéSnymi latkami.
Znama jsou naptiklad pro obsah vice nenasycenych mastnych kyselin (linolenové a
linoové). Vyznamné jsou i latky rozpuSténé v tucich — tokoferoly, karotenoidy,
chlorofyly, sterol-estery, volné mastné kyseliny a bioaktivni peptidy. Velky potencial
ma 1 rozpustnd vldknina v podob¢ slizu. Z bioaktivnich latek jsou déle zastoupeny
fenolické latky a lignany. Kromé& pozitivnich latek jsou ale obsazeny 1 latky jako
kyanogenni glykosidy, kyselina fytoovd, inhibitor trypsinu, linatin, kadmium a
cyklolinopeptidy. (Mishra, 2013, Shim, 2014)
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3 Cil prace
Tato bakalatskd prace se zabyva zkoumanim vlivu kliceni, na svétle a ve tmé,
na obsah vybranych bioaktivnich latek Inénych semen (Linum usitatissimum L.).
Jako zajmové latky byly ufceny proteiny, chlorofyl, polyfenolické a antioxidacni
latky. Ke splnéni cile bylo provedeno:
* nakli¢eni Inénych semen vybrané odridy a provedeni odbérti vzorki v
ruznych fazich kliceni
* vysuSeni vzorki lyofilizaci a homogenizace suSiny mletim
e odtuénéni ¢asti ziskanych vzorkl
* laboratorni stanoveni
. obsahu dusikatych latek

. obsahu bilkovin

. bilkovinného profilu a jeho hydrolyzy pomoci techniky SDS-PAGE

. obsahu chlorofylu
. obsahu celkovych polyfenolt
. antioxidacni aktivity

» statistické vyhodnoceni ziskanych dat, hodnoceni vysledkli

12



4 Material a metody

4.1 Vychozi material

Jako vychozi material pro vypracovani této prace byla urena semena Inu
set¢ho (Linum usitatissimum L.) z Celedi Inovité (Linaceae). Konkrétné byla vybrana
nizozemska odrida Libra, registrovand v roce 2012, jelikoz méla béhem naseho
zkuSebniho kliceni nejlepsi klicivost (98 %) a zarovén nejmensi bakteridlni a
plistiovou kontaminaci v porovnani s jinymi testovanymi odriidami.

Jedna se o stfedn¢ ranou olejnou odriidu. Rostliny dortistaji primémé 56 cm.
Pln¢ vyvinuté kvéty maji bledémodrou barvu. Semena v tobolkach jsou hnéda.
Deklarovana hmotnost tisice semen je 6,17 g. Obsah tuku v semenech ma ¢init 46,3
%. Skladba mastnych kyselin je nezménéna, tzn. s vysokym obahem kyseliny alfa-
linolenové a nizkym obsahem kyseliny linolové (55,5 a 16,7 %). ObsazZena je téz
kyselina olejova (16,3 %). Hlavni prednosti odriidy je vysoky vynos, v ptipadé
semene 2,11 t/ha a nasledny vynos oleje 0,86 t/ha. Vyhodné je i vysoké jodové Cislo
o hodnoté 185 (Zehnalek, 2018).

4.2 Priprava materiala

4.2.1 Nakliceni

Lnéné semena byla navazena po 5 g a umisténa do sitek z nemékcéenych PVC
krouzkt, gdzy a gumicek. Takto byla mac¢ena po dobu 1 h v destilované vod¢. Poté
byla pfemisténa na rost ze skelnych vlaken umistény v plastovém kli¢idle. Jak sitka,
tak rost a kli¢idlo byly pfedem spafeny horkou vodou a vysterilizovany ethanolem.
Do spodni ¢asti klic¢idla pod rost, byla doplnéna destilovana voda, tak aby se hladina
nedotykala kli¢icich semen. Na kli¢idlo byla umisténa bariéra zamezujici pfiliSny
odpar (potravinaiskd folie). Poté bylo kli¢idlo umisténo do fytotronu Versatile
environmental test chamber MLR-352H-PE (Panasonic, Japonsko).

Zakladni podminky kli¢eni byly definovany na 25 °C a relativni vzdu$nou
vlhkost 80 %. Vzorky byly naklicovany ve dvou variantach, na svétle a ve tmé.
Svételny parametr pro osvétlovanou ¢ast vzorki byl nastaven na 5 LS, coz odpovida
intenzit¢ osvetini mirné nad 20000 1x. Semena byla zalévana dvakrat denné (po 10 a
14 h).

Vzorky byly odebirany ve ¢tyfech opakovanich, kazdy druhy den po dobu 10
dni, tj v den 0, 2, 4, 6, 8 a 10. (ptiloha 1, 2) Odebrané vrorky byly uzavieny do
plastové nadobky a zamraZeny pii -20 °C.

4.2.2 Lyofilizace a homogenizace vzorku

Podstatou lyofilizace je sublimace a desorpce zmrazené vody ze vzorku. K
sublimaci ledu na paru dochazi pfi teplotach a tlacich pod trojnym bodem (tj. 0 °C a
0,611 mBa), pti¢emz vznikla para je znovu prevedena do tuhého stavu mimo vzorek
na kondenzatoru. Klasicky lyofilizacni cyklus obsahuje tfi kroky: zmrazeni vzorku,
primarni suseni, pii némz je odstanéna vétSina volné vody ze vzorku, a sekundarni
suseni, jez desorbuje zbytek vody. (Nireesha, 2013)

Tato metoda byla zvolena pro svou Setnost, zvhledem k potieb¢ udrzet vzorky
v co nejlepSim stavu pro dalsi analyzy. Nizkymi teplotami pfi nichz proces suSeni
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probiha je totiz aktivita enzymi vyrazné omezena, nedochazi k denaturaci bilkovin a
mozna oxidace vzduSnym kyslikem je omezena, stejn¢ jako riziko mikrobialni
kontaminace. (Kas, 2005)

Po odebrani vsech alikvoét a jejich dikladném promrazeni byly tedy vzorky
lyofilizovany v lyofilizatoru Alpha 1-4 LSC (Martin Christ, Némecko) pfi tlaku pod
0,520 mBa, teploté -50 °C po dobu 72 h. Dale byly po stanoveni suSiny mlety na
planetarnim mlynku Pulverisette 6 (Fritsch, Némecko) ocelovymi kulickami po dobu
1 min pfi 600 ot/min.

4.2.3 Extrakce hrubéeho tuku

Extrakce hrubého tuku byla provedena semiautomatizovanou Soxhletovou
extrakci. Metoda je zalozena na promyvani zkoumaného vzorku v nepolarnim
rozpoustédlem (nejcasteji petroletherem, hexanem ¢i diethylem). Extrakce probiha
diky mirné vys$im tlakiim za teplot pfesahujicich bod varu rozpoustédla, coz
podstatné urychluje kinetiku reakce. (Komarek, 2004)

Vzorky byly navazeny a zataveny po 1 g do filra¢nich sacka (od kazdého
opakovani dva). Dale byly vysouSeny v susarné Universal oven UN 75 (Memmert,
Neémecko) pti 100 °C po dobu 3 h. Poté byly premistény do exikatoru, kde setrvaly
az do Uplného vychladnuti. Po odstranéni veSkeré piebytecné vlhkosti byly vzorky
vlozeny do extraktoru ANKOM*™ Extractor (ANKOM Technology, USA). Zde byly
promyvany 30 min petroletherem pii 90 °C. Po provedeni extrakce byly vzorky opét
suSeny pii 100 °C 30 min a poté ponechany zchladnout v exikatoru. Nakonec byly
vzorky znovu zvaZzeny a z rozdilu hmotnosti byl nepifimo odecten obsah hrubého
tuku ve vzorcich.

4.3 Laboratorni metody

4.3.1 Stanoveni obsahu suSiny a tuku

Stanoveni obsahu suSiny ve vzorku bylo provedeno gravimetricky. Vzorky
byly vazeny v Cerstvém stavu po odebrani nakliceného materidlu a poté znovu ihned
po lyofilizaci vzorki. Z rozdilu hmotnosti bylo vypocteno procento susiny a vlhkosti
po nakli¢eni.

Gravimetricky byl téZ urcen obsah tuku, vazenim vzorku ptfed a po extrakci,
vzdy fadn€ vysuseného.

4.3.2 Stanoveni dusiku a dusikatych latek

Ke stanoveni obsahu dusiku (neboli hrubého proteinu ve vzorku) byl pouzit
analyzator rapid N cube (Elementar, Némecko) pracujici na principu Dumasovy
metody pifi niZ jsou vzorky spalovany pii cca 900 °C v kyslikové atmosfére.
Spalenim je vzorek pfeménén na plyny (O,, CO,, H,O, N, a NOy). Zachycené plyny
jsou neseny pies kolony, kde jsou N, a NOy oddéleny od smési. NOy jsou dale
redukovany na molekularni dusik, ktery poté putuje ve smési s hnacim plynem (CO,)
do detektoru termalni vodivosti, kde je proméfovan. Hodnoty jsou nakonec
zpracovany pocitacem a automaticky prepocitany na obsah dusiku a dusikatych latek
ve vzorku. (Mihaljev, 2015)

K analyze bylo pouzito odtu¢nénych vzorkl. Navazovany byly po 25 mg do
cinové folie. Od kazdého experimentalniho opakovani byly pfipraveny dvé peletky.
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4.3.3 Extrakce bilkovin pro kvantifikacni analyzu bicinchoninovou
metodou

Metodou BCA byly analyzovany jak ptvodni vzorky s obsahem tuku, tak i
jejich odtuénéné variaty. Od kazdého opakovani bylo navdzeno dvakrat 25 mg do 2
ml centrifuga¢nich mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko). Poté byl pfidan 1 ml
extrakéniho roztoku (0,065 M Tris-HCL, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS). Po promichani
byly extrahovéany pii 4 °C po dobu 4 h, pfi¢emz kazdou hodinu byly vzorky znovu
promichany. Supernatant byl po uplynuti doby extrakce oddélen centrifugaci na
centrifuze ROTINA 420 R (Hettich, Némecko) pti 4 °C a 4500 ot./min, pfi¢emz doba
centrifugace byla 15 min. Poté byl piepipetovan do novych centrifugacnich
mikrozkumavek. Extrakty byly do doby finalni analyzy zamraZeny.

4.3.4 Stanoveni bilkovin bicinchoninovou metodou

Pouzitd metoda je pojmenovana po kyseliné bicinchonivé (BCA), které je
pouzito ke kolorimetrické detekci a kvantifikaci proteinu. K barevné zméné dochazi
v disledku chelace dvou molekul BCA jednim iontem Cu'’, jeZ vznikd b&hem
biuretické reakce redukci Cu*" proteinem v alkalickém prostfedi. Tato metoda je
tolerantni k detergentiim.Vysledny produkt ma fialovou barvu s vysokou absorbanci
pii vinové délce 562 nm linearné se zvySujici imérné ke koncentraci proteinu od 20
do 2000 pl/ml. (Smith, 1985)

Stanoveni bylo provedeno kitem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Pted analyzou byly extrakty kvili vysoké koncentraci proteinu desetkrat
nafedény. Standardem byl bovinni sérovy albumin. Jednotlivé fedéni pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky (graf 1) byla namichana dle nadvodu kitu. K nafedéni bylo pouzito
extrakéniho roztoku po BCA. Pracovni roztok byl pfipraven z 50 dilii reagentu A a
jednoho dilu reagentu B. V reagentu A je obsazen uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan
sodny, kyselina bicinchoninové a vinan sodny v 0,1 M roztoku hydroxidu sodného.
Reagent B je 4% siran méd’naty.

Do kyvet pak bylo napipetovano 100 pl nafedéného extraktu a 2 ml
pracovniho roztoku. Promichana smés byla inkubovana pii 37 °C 30 min. Po
vychladnuti byla proméfena absorbance na spektrofotometru Spectronic BioMate 5
UV-Vis (Thermo electron corporation, USA) pii vinové délce 562 nm. Obsah
celkovych bilkovin ve vzorku byl dopocitdn pomoci hodnot absorbance z rovnice
linearni regrese kalibra¢ni kiivky.
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Graf 1: Kalibracni krivka pro stanoveni bilkovin bicinhoninovou metodou. Barevna
Skala pod grafem je znazornénim zmen barevného komplexu reakce v zavislosti na
mnoZstvi pritomného proteinu.

4.3.5 Extrakce bilkovin pro SDS-PAGE

Analyzovany byly vSechny vzorky s obsahem tuku a déle kazdé prvni
opakovani vzorki odtu¢nénych. Na extrakci bylo navazeno 25 mg do 2 ml
centrifugacnich mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko). Pfidavan byl 1 ml
extrakéniho cinidla (0,065 M Tris-HCIl, pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-
merkaptoethanol). Po promichani byly vzorky ponechdny extrahovat pti 4 °C po
dobu 4 h a kazdou hodinu byly znovu promichany. Dale extrakce probihala jako pii
extrakci bilkovin pro bicinchoninovou metodu (viz kap. 4.3.3).

4.3.6 SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE je jednou z velmi Casto pouzivanych elektroforetickych
metod, jejichz zakladem je pohyb nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli.
Zkratka metody je anglického plvodu a znamend sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis. Nosicem je tedy gel vznikly polymeraci
akrylamidu a N, N'-methylenbisakrylamidu. Jelikoz metoda vyuziva
diskontinualniho pufracniho systému, jsou pfitomny dva typy gelu (zaostfovaci a
separacni) o rozdilné poréznosti a pH. Pridavek dodecylsulfatu sodného (SDS) pak
vede za prvé k denaturaci bilkovin, a za druhé k tvorbé komplext s nimi, ¢imz ziskaji
rovnomeérny elektricky naboj. Separace touto metodou tudiz zavisi pouze na velikosti
molekul. (Prosser, 1989; Kas, 2005)

Realizace probéhla na diskontinudlni deskové denaturacni elektroforéze SE
600 (Hoefer, USA) na polyakrylamidovém gelu.
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Slozeni gelti bylo nasledujici:

Komponenta: Separacni 10% gel: Zaosttovaci 3,75% gel:
Redestilovana voda 21 ml 12,15 ml
AC/BIS 13,3 ml 2,5 ml
Pufr A 5ml
Pufr B 5ml
SDS (10% roztok) 400 pl 200 pl
(NH4)2S,05 (15% roztok) 200 pl 150 wl
TEMED 20 wl 20 pl

Pufr A o pH 8,8 je vyrdbén z 36,3 g Tris, 48 ml 1M HCl na 100 ml, pufr B o
pH 6,8 z 6 g Tris, 48 ml IM HCl na 100 ml.

Vzorky byly pfed nanesenim pétkrat natedény kvili vysoké koncentraci
proteinu v extraktu. Do kazdého vzorku (o objemu 100 pl) bylo pfidano 25 ul
nanaSeciho pufru (s 2-merkaptoethanolem), poté byly umistény na 3 min do
termobloku vyhiatétho na 99 °C. Po vychladnuti byly vzorky naneseny na gel
spole¢né s ladderem Blue Protein ladder 5 — 245 kDa (Central European Biosystems,
CR).

Piipravené gely byly umisténé do elektroforetick¢ vany s elektrodovym
pufrem o pH 8,3 obsahujicim 0,025 M Tris, 0,192 M glycin s 0,1 % SDS. Separace
byla spusténa pii proudu 40 mA a napéti 150 V, po 30 min pfi teploté 4 °C, pak bylo
napéti navySeno na 200 V az do ukonceni separace, tj po dobu dalSich 4 h. Pouzit byl
zdroj PS 300B (Hoeffer, USA).

Po ukonceni separace byly gely vyjmuty, oplachnuty a pfes noc barveny
roztokem s 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma Co.) a smési
methanolu, ledové kyseliny octové a destilované vody v poméru 5:1:4. Poté bylo
pozadi odbarvovano smési ethanolu, kyseliny octové a destilované vody v poméru
2,5:1:6,5. Odbarvovaci roztok byl tfikrat vyménén. Po odbarveni pozadi byly gely
fixovany ve fixacnim roztoku ze 45 % ethanolu, 3 % glycerolu a destilované vody.
Nasledovalo suSeni v celofdnu na skle pfi laboratorni teploté po nckolik dni. Gely
byly naskenovany v Gel doc XR+ (Bio-Rad, USA) a vyhodnoceny.

4.3.7 Stanoveni chlorofylu

Chlorofyly patii mezi ptirodni cyklickd pyrrolova barviva. Zékladem jejich
chemické struktury je protoporfyrin s koordinaéné vizanym Mg*". Na tento zaklad se
vaze dlouhy hydrofobni fytolovy fetézec. Zménou v chemické struktufe je odliSeno
nekolik typi chlorofylu. Ve vyssich rostlinach se vyskytuje chorofyl a, obsahujici
methylovou skupinu, a chlorofyl b s formylovou skupinou. Jejich pomér je ptiblizné
3:1. (Kalac¢, 2001, Ralajaksmi, 2015)

Chlorofyly pohlcuji svétlo v ¢ervené (630-670 nm) a modrofialové (>460 nm)
oblasti viditelného spektra. UrCovani chlorofyli muze byt tedy provedeno
spektrofotometricky v UV-VIS spektru. K tomuto ucelu je vhodné vyuzit maxima v
cervené oblasti, nebot’ maximum v modrofialové oblasti se piekryva s absorbénim
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maximem karotenoidi, které mohou byt vyextrahovany spolu v chlorofyly. (Aminot,
2000)

Stanoveni chlorofylu bylo provedeno pouze u neodtuénénych vzorkii. Na
extrakci bylo navdzeno 40 mg od kazdého opakovani do 2 ml centrifugacnich
mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko). K tomu bylo postupné ptidano 1,6 ml 80%
acetonu (640 pl v prvotni extrakci a poté tiikrat 320 pl v promyvech). Pokazdém
pfidani extrakéniho cCinidla byl vzorek dikladné promychan, poté byl supernatant
odd¢len na centrifuze ROTINA 420 R (Hettich, Némecko) béhem 5 min pii 8 000
ot./min. Po oddéleni byl piepipepetovan do nové centrifugaéni mikrozkumavky.
Ptipadné tukové kapénky byly roztfepany na vortexu. Po dokonceni extrakce (pfiloha
5) probéhlo méfeni absorbance na spetrofotometru Spectronic BioMate 5 UV-Vis
(Thermo electron corporation, USA) pfi vinovych délkach 645 a 663 nm proti blanku
(aceton). Tyto hodnoty byly nasledné dosazeny do Arnonovych rovnic: celkovy
chlorofyl = 20,2(Asss) + 8,02(Ases3), chlorofyl a = 12,7(Ass3) — 2,69(Asss), chlorofyl b
= 22,9(A645) — 4,68(A663).

4.3.8 Stanoveni polyfenolickych latek

Pro stanoveni celkovych polyfenolickych latek bylo pouzito Folin-
Ciocalteuovy metody (FCM). Folin-Ciocalteutiv roztok je smési kyseliny
fosforecnowolframové (H;PW 1,04 ) a fosforecnomolybdenové (H;PMo1,04), jez
tvofi s polyfenoly modie zbarvené komplexy. Intenzita zabarveni také odpovida
mnozstvi pritomnych polyfenold, coz umoziuje vyuziti této metody detekce ke
spektrofotometrickému kvantifikacnimu ur€eni polyfenolti ve vzorku. (Lamuela-
Raventos, 2018)

Analyzovany byly jak neodtucnéné, tak odtu¢néné vzorky. Pro extrakci bylo
navazeno 50 mg vzorku od kazdého opakovani do 2 ml -centrifugacnich
mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko). Extrakénim c¢inidlem byl 80% ethanol
pridavany v mnozstvi 1 ml na vzorek. Po dikladném promichéni na vortexu byly
vzorky ponechdny extrahovat 24 h. Béhem extrakce byly n¢kolikrat promichény.
Nasledovalo oddéleni supernatantu na centrifuze ROTINA 420 R (Hettich,
Némecko) pti 8 000 ot./min a 20 °C po dobu 15 min.

Jako standard byla pouzita kyselina gallova. Pro vlastni stanoveni bylo do 1
ml kyvety napipetovano 10 pl extraktu a 990 pl destilované vody, po promichani pak
bylo pfidano 50 pl Folin-Ciocalteauva roztoku a 150 pl 20% uhlic¢itanu sodného.
Reakce se poté vyvijela pii 20 °C po 2 h, nasledné byla méfena absorbance pfti
vinové délce 765 nm na spektrofotometru Spectronic BioMate 5 UV-Vis (Thermo
electron corporation, USA). Ziskané hodnoty byly vyuzity pro vypocet celkovych
polyfenoli (pg/ml) dle vzorce TPP = (1197,8967*A75)-31,5042. Vysledky byly
nakonec vyjadieny jako ekvivalet gallové kyseliny v mg/g suSiny.

4.3.9 Stanoveni antioxidacni aktivity

Ke stanoveni byla zvolena ABTS radikdlovd kationtovd dekolorizacni
zkouSka.  Zékladem je  vytvofeni ABTS  (kyselina  2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonovd) radikalovych kationtl oxidaci (v nasem piipadé
pomoci Mn,0). Tyto radikaly maji pfirozené¢ modrou barvu méfitelnou pii vinové
délce 734 nm. V piitomnosti antioxidantd jsou vSak radikéaly redukovany a jejich
zabarveni se vytraci, pficemz sldbnuti barevné intenzity je Umérné mnoZstvi
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antioxidacnich latek ve vzorku, coz umoznuje spektrofotometrick¢ vyhodnoceni
zkousky. (Re, 1999; Cano, 2018)

Analyzovany byly odtu¢néné i neodtucnéné vzorky. Extrahovany byly
stejnym zptisobem jako pro stanoveni polyfenolickych latek (viz kap. 4.3.8).

Nejprve byl pripraven radikdl ABTS z 54,8 mg ABTS, 1g MnO, a 20 ml
redestilované vody. Po 20 min michéani byl roztok zfiltrovan pies 5 um filtr a byl k
nému postupné piidavan pufr PBS, ptipraveny z 5 mM KH,PO4 a 5 mM Na,HPO, 0
pH 7,4, az bylo dosazeno absorbance 0,8 (£ 0,02) pfi vinové délce 764 nm. Takto
pfipraveny roztok byl déale pfidavan v objemu 1 ml ke 100 pl extraktu ze vzorku,
promichan, a po 1 min méfen proti blanku (100 pl vody a 1 ml radikalu) na
spektrofotometru Spectronic BioMate 5 UV-Vis (Thermo electron corporation, USA)
pii vinové délce 734 nm. Ze zjisténych hodnot je vypocitana koncentace
antioxidac¢nich latek v mg/ml dle vzorce C, = [51,4839-(68,3952*A34)]*2. Vysledna
hodnota je nakonec vyjadiena jako ekvivalent kyseliny askorbové v mg/g suSiny.

4.3.10 Vyhodnoceni vysledkii

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA 12
(StatSoft, USA).

K analyze byl vybran test ANOVA (Analysis of variance) s hladinou
vyznamnosti a < 0,05. Principidln¢ spociva v porovnavani odliSnosti priméra
sledované zavislé proménné uvnitt skupin a mezi nimi, pfi€emz nulova hypotéza
predpoklada, ze se od sebe hodnoty nelisi. Pokud se prokaze, ze je neplatna, provadi
se testy mnohonasobnych porovnani, aby bylo zjisténo, které hodnoty se od sebe
odlisuji. K tomu byl pouzit Fischeriiv LSD test porovnani vSech dvojic, ktery byl
upiednostnén pied Tukeyovym HSD testem kvili vyssi citlivosti. (Lepsl, 1996,
Hendl, 2006) Vyjadieni Fischerova LSD testu v grafech bylo provedeno tak, ze ke
kazdé skuping bylo pfifazeno pismeno (a pro nejvyssi hodnoty). Je-li tedy u vzorku
pfipsano vice pismen, nebyla zjiSténa prikazna rozdilnost mezi nim a dal§imi vzorky
oznacenymi stejnym pismenem.

Grafy byly vypracovany v programu OpenOffice.org Calc (Sun
Microsystems, USA). Digitalizované gely byly vyhodnoceny v programu Image-Lab
verze 6.0.1 (Bio-Rad, USA)
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5 Vysledky

5.1.1 Stanoveni obsahu susiny a tuku

Analyzou rozptylu bylo prokazano, Ze doba po kterou jsou semena ponechdna
klicit ma vliv na obsah suSiny. (tab. 1) V jednotlivych odbérech (bez ohledu na
svételné podminky) se jeji obsah pohybuje mezi 23,32 az 35,56 %, pficemz nebyl
pozorovan zadny vyraznéjsi trend. Napadné€ vysoké hodnoty vzorkti odebranych pred
zapocetim kliceni (91,75 %) jsou zplsobeny tim Ze, narozdil od klicenych odbéra,
nebyla semena nabobtnana (tudiz chybéla véha piijaté vody v zékladu pro vypocet
procenta suSiny). Zavislost obsahu suSiny na dob¢ kli¢eni je zndzornén v grafu 2.

Nebylo vSak prokazano, Ze by kliceni na svétle ¢i ve tmé ovliviiovalo
procento zastoupeni suSiny ve vzorku, ackoli je znatelny mirné rostouci rozdil v
obsahu suSiny mezi semeny naklicovanymi na svétle a ve tmé& s kazdym dal$im
odbérem, az na posledni. Primérna susina semen klicenych na svétle je 37,14 %, u
semen klicenych ve tm¢ 35,65 %.

Tab. 1: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svetelnych podminek na obsah
susiny.

Efekt interakce Suma Stupenn | Primérny | F test p
étvercu volnosti | Ctverec
Absoluni ¢len 69191,9 1| 69191,9| 5713,19| 0,000000
Odbér 14196,48 5 2839,3 234,44 0,000000
Svételné podminky 19,32 1 19,32 1,6/ 0215711
Odbér*Svételné podminky 29,67 5 5,93 0,49 0,781183
Chyba 387,55 32 12,11
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Graf 2: Vliv délky kliceni na obsah susiny ve vzorcich klicenych na svétle a ve tme.
Pismena pod grafem jsou vyjadienim Fischerova testu.



Na obsah tuku ve vzorku mé statisticky prikazny vliv pouze doba
naklicovani, nikoli svételné podminky, 1 kdyz jejich prukaznost je jen lehce nad
hranici vyznamnosti. (tab. 2) Priimérné hodnoty obsahu tuku v odbérech jsou v
rozmezi 39,59 — 45,12 %, ptic¢emz hodnoty béhem kli¢eni pribézné klesaly, piestoze
od 6. dne kli¢eni uz nebyly rozdily tak markantni. (graf 3) Zjistény obsah tuku
nekli¢eného vzorku (45,12 %) je mirné nizsi nez je udavany primér odrady (viz 4.1).

Tab. 2: ANOVA - Vwhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na obsah

tuku v susiné.

Efekt interakce Suma Stupen |Pramérny| F test p
étvercu volnosti | étverec
Absoluni ¢len 71158,48 1) 71158,48| 11133,22|0,000000
Odbér 93,25 5 18,65 2,9210,027911
Svételné podminky 26,5 1 26,5 4,15/ 0,050084
Odbér*Svételné podminky 29,73 5 5,95 0,93/ 0,474448
Chyba 204,53 32 6,39
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Graf 3: Vliv délky kliceni na obsah tuku v susiné. Pismena pod grafem jsou
vyjadrenim Fischerova testu.

5.1.2 Stanoveni dusikatych latek

Obsah dusikatych latek byl zkouman pouze u vzorkd bez obsahu tuku,
automatickym pfepocitdnim ze zjiSt€éného obsahu dusiku programem na analyzétoru
rapid N cube (Elementar, Némecko) dle vzorce NL = N*6,25. Metodou ANOVA byl
prokazan vliv délky klieni, nikoli vSak intenzity svétla. (tab. 3) Primérnd hodnota
obsahu NL ve vzorcich kli¢enych za svétla je 43,45 %, ve vzorcich kli¢enych ve tmé
44,55 % a priméry v jednotlivych odbérech (z obou svételnych variant) jsou v
rozpéti 41,89 — 45,21 % a zdanlivé nahodilém uspotadani. (graf 4)
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Tab. 3: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na obsah

NL v susiné bez tuku.

Efekt interakce Suma Stupeit | Primérny | F test p
¢tverci | volnosti | Ctverec
Absoluni ¢len 77588,95 1| 77588,95|31480,89|0,000000
Odbér 50,46 5 10,09 4,09|0,005710
Svételné podminky 8,32 1 8,32 3,38/ 0,075699
Odbér*Svételné podminky 13,85 5 2,77 1,12]0,368187
Chyba 76,4 31 2,46
mSvétlo mTma
NS
jg S O b?)q; fo 43'):\ Ll
45 b.:.;b &b‘p .-Sb b:b(g(”

e}
44 s o ®
43 b:\ b(‘L
42
40
39

Obsah NL (% sU&iny)
B

abcdef, abcdef cdef, bedef abcd, ab abcde, abc cdef, a f, ef
0 2 4 6 8 10
Den odbéru

Graf 4: Vliv délky kliceni a svételnych podminek na obsah NL v susiné bez tuku.
Pismena pod grafem jsou vyjadrenim Fischerova testu.

5.1.3 Stanoveni bilkovin bicinchoninovou metodou

Stanoveni bilkovin bylo provadéno jak pro vzorky s obsahem tuku, tak i bez.

U vzorktl s obsahem tuku byl prokédzdn metodou ANOVA vliv jak odbéru tak
1 intenzity svétla (1 ve vzdjemné kombinaci). (tab. 4) Priméry hodnot odbéra (bez
ohledu na svételnou variantu) jsou od 18,38 — 37,57 %. Primérné hodnoty vzorka
klicenych za svétla jsou 22,83 % a za tmy 33,74 %, z ¢ehoZ plyne, ze varianty
klicené¢ ve tmé obsahuji vice bilkovin. Vyvoj hodnot byl nasledujici: u varianty
klicené na svétle az do 6. dne stoupaly, poté ale dosSlo k poklesu, zatimco obsah
variant kli¢enych ve tmé stoupal po celou dobu. (graf 5)

U vzorkii bez obsahu tuku se nepodafilo prokazat, ze by délka kli¢eni ¢i
svételné podminky mély vliv na obsah bilkovin ve vzorku. (tab. ¢. 5) Primérné
obsahy bilkovin v jednotlivych odbérech pohybovaly od 37,06 % do 40,70 % bez
zjevného uspotfadani. Primér hodnot vSech vzorka klicenych na svétle je 37,14 %,
vzorkll kliCenych ve tmé 40,65 %. Vyvoj hodnot ze plsobeni obou faktort je
znazornén grafem 6.

Srovnéni obsahu NL a bilkovin v susin€ s 1 bez tuku po pfepoctu na spole¢ny
procentudlni zéklad je znazornéno grafem 7.
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Tab. 4: ANOVA - Vyhodnocent viivu délky kliceni a svétla na obsah bilkovin v susiné.

Efekt interakce Suma Stupein |Primérny| F test p
¢tverci | volnosti | Ctverec
Absoluni ¢len 31022,7 1| 31022,7) 518,23/0,000000
Odbér 1446,05 5| 289,21 4,8310,002107
Svételné podminky 1030,22 1| 1030,22 17,21/0,000230
Odbér*Svételné podminky 2622,99 5 524,6 8,76/ 0,000026
Chyba 1915,61 32 59,86
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Graf 5: Vliv délky kliceni a svétla na obsah bilkovin v susinée s tukem. Pismena pod
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Tab. 5: ANOVA - Vliiv délky kliceni a svétla na obsah bilkovin v susiné bez tuku.

Efekt interakce Suma Stupenn |Primérny| F test p
étvercu volnosti | C&tverec
Absoluni ¢len 62476,14 1| 62476,14 2071,610,000000
Odbér 64,77 5 12,95 0,43] 0,824611
Svételné podminky 107 1 107 3,55/ 0,068736
Odbér*Svételné podminky 127,82 5 25,56 0,85]0,526378
Chyba 965,07 32 30,16
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Graf 6: Vliv délky kliceni a svétla na obsah bilkovin v susiné bez tuku. Pismena pod

grafem jsou vyjadirenim Fischerova testu.
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Graf 7: Srovnani obsahu NL a bilkovin extrahovanych ze susiny s tukem a bez tuku.

5.1.4 SDS-PAGE

U obou variant kliceni bylo pozorovatelné rozdéleni do 4 hlavnich
bilkovinnych frakci. (pfiloha 3, 4) Prvni frakce ma molekuldrni hmotnost kolem 48,5
kDa, druha se vyskytuje v rozmezi od 26,5-32,0 kDa, tfeti zhruba mezi 9-21 kDa a
posledni, ¢tvrta, obsahuje zbylé fragmenty o velikost < 5-7 kDa.

Ve vzorcich klicenych na svétle se proteiny prvni frakce vyskytovaly pouze
do druhého dne kliceni, v nésledujich odbérech se jiz nenachazely v podstatném
mnozstvi. Druha bilkovinnd frakce byla po Sestém dnu kliceni pozorovatelnd jen v
malych mozstvich a s obtizemi ¢i nebyla identifikovatelna viibec. Stejné tak u tieti
frakce doslo po Sestém dni kliceni k poklesu mnozstvi. V mistech s vyssi koncentraci
proteint a dale od okrajii je pozorovatelnd separace vice pruhil druhé a treti frakce.
Semena klicend ve tmé méla viditelné proteiny prvni frakce v ¢asti piipadi az do
¢tvrtého dne kliceni. Naopak proteiny druhé frakce nebyly zaznamenany ani v
malém mnozstvi po osmém dni kli¢eni, coz ale mlize byt zplisobeno horsi ¢itelnosti
gelu v této oblasti. Druha a treti frakce ma tendenci se separovat do vice pruhd.
Bilkovinné spektrum odtuénénych vzorki a vzorkl s tukem se nijak vyrazné nelisilo
a to at’ uz byly kliceny na svétle ¢i ve tmé. (obr. 1)
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Obr. 1: Srovnani spekter bilkovinnych profilu naklicenych semen Inu s tukem a bez
tuku. (0-5 = cislo odbeéru, B = bez tuku)
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Tab. 6: Odhad relativniho zastoupeni frakci bilkovinného profilu semen klicenych na
svetle. (0-5 = cislo odbéru, S = klicené na svétle, I-1V = experimentalni opakovani)

Varianta | Molekulova hmotnost (kDa) Relativni zastoupeni pruhti (%)
Fr. 1 Fr.2 Fr. 3 Fr. 4 Fr. 1 Fr.2 |Fr.3 |Fr. 4
01 48,5 26,8-28,6 13,2 5 4,5 37,3 37,2 |21,1
011 48,2 17,8-29,8 13,7 5 2,9 45,7 39,7 |11,6
1SI 48,4 26,8-28,7 | 14,5 5 4.4 26,7 45,2 23,7
1S1I 48.4 26,8-28,9 |13,6-15,5 |5 2,8 20,6 50,1 |26,6
ISIII 48,6 30,7 12,9-18,5 |5 3.5 30,4 52,2 13,8
ISIV |49 31,5 12,6-18,4 |5 3,5 29,6 54,7 |12,2
2SI 28,9 12,7-17,1 15,8 4,5 32,5 63,1
2810 28,7 13,9-17,4 16,2 7,6 43,4 |49
2SII1I 28,9-32,0 | 12,9-18,6 |5 7,1 41,7 494
2SIV 50,3 29,3-32,0 | 13,1-18,6 |5 4,1 248 1394 31,7
3SI 29 14,4-17,7 | 7,2 6,8 38,1 55,1
3S1I 29 17,1-18,1 |7,2 7,8 36,3 55,8
3SIII 28.8 18,9 5 4,4 2,1 93,6
3SIV 28,9-31,5 | 18,9 5,6 148 |2,1 83,1
4SI 18,1 6,2 6,9 64,4
4SI1 17,7 5 14,6 (854
4SII1 27,8 5 4,9 95,1
4S1IV 28,7-30,5 12,7-18,6 |5 3.3 1,9 72,8
5SI 17,1 5 11,9 88,1
5SII 12,9 5 57,6 42,4
SSIII 28,1-30,1 5 10,3 89,6
5SIV 28,6 5 1 99
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Tab. 7: Odhad relativniho zastoupeni frakci bikovinného profilu semn klicenych ve
tmé. (0-5 = cislo odbéru, T = kliceno ve tmé, I-1V = experimentalni opakovani)

Varianta | Molekulova hmotnost (kDa) Relativni zastoupeni pruhti (%)
Fr. 1 Fr.2 Fr. 3 Fr. 4 Fr. 1 Fr.2 |Fr.3 |Fr. 4
01 48,6 26,9-28,6 |8,2 5 3,7 33,6 39,1 23,6
011 47,5 29,5 14,1 5 5,1 49,6 31,3 14,1
1TI 48,5 26,6-28,5 11,3 5 3 25,9 45,8 253
ITII 48,3 26,5-28,5 19,6-13,6 |5 2,9 22,8 1499 245
ITII |48 30,7 15,9-19,1 |5 3,7 34 49 13,2
ITIV |48 31,2 15,1-20,3 |5 59 42,6 42,7 |88
2TI 28,8 9,2-14,5 15,8 8,5 55,1 36,3
2TII 28,2 9,9-15,2 16,2 143 54,1 |31,6
2TIII 48,3 31,6 15,1-20,5 |5 5,6 41,1 43,6 9,7
2TIV. 48,5 32,1 15,3-20,8 |5 4,3 27,1 1524 |16,2
3TI 28 9-14,8 7,2 6,8 52,3 40,9
3TII 28,2 9,4-15,9 7,2 10 54,7 35,4
3TII 30,8-32,3 |15,7-21,1 |5 38,2 354 26,5
3TIV 31,1-32,6 |15,7-21,2 5,6 26,3 53,1 20,6
4TI 28,1 8,6-13,6 16,2 8,8 544 36,8
4TII 11,3 5 26,5 73,5
4TIIL 32,5 15,9-21,3 |5 29,2 27,6 432
4TIV 31 14,7-21,4 |5 13,4 (26,5 30,1
STI 9,4 5 31,7 68,3
STII 7 5 43,8 56,2
STII 15,3-21,2 |5 30,8 69,2
5TIV 17,9 5 3,6 96,4
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5.1.5 Stanoveni chlorofylu

Na obsah chlorofylu byly analyzovany pouze vzorky s obsahem tuku.

Vliv délky kliceni i svételnych podminek na obsah chlorofylu se potvrdil jako
statisticky prikazny. A to nejen pro celkovy obsah chlorofylu, ale i pro dil¢i obsahy
chlorofylu a a chlorofylu 4. (tab. 6, 7, 8)

Pro celkovy chlorofyl se primérné obsahy pohybuji mezi 0,241 a 0,894 mg/ g
susiny, pficemz hodnoty od prvniho dne kli¢eni az do desatého stoupaji. Piekvapive
je obsah chlorofylu v nenakliceném vzorku (0,637 mg/g suSiny) vyssi nez obsahy v
klicenych semenech az do 4. dne. (graf 8). Obzvlast znatelny rozdil je téz mezi
primérnymi hodnotami obsahu chlorofylu vzorkl klicenych na svétle, 1,069 mg/g
susiny, a ve tm¢ 0,120 mg/g susiny.

Vyvoj chlorofylu a je velmi podobny. Primérné hodnoty odbér jsou od
0,119 do 0,512 mg/g susiny. Hodnota nultého odbéru (0,254 mg/g suSiny) opét
pfevysSuje obsahy chlorofylu a béhem prvnich ¢ty dnit kliceni. Primérny obsah
chlorofylu a vzorkl klicenych na svétle je 0,603 mg/g susiny a ve tmé 0,086 mg/g
susiny.

Obsah chlorofylu b se mezi odbéry pramérné 1isil od 0,121 do 0,383 mg/g
suSiny. Nulty odbér mél vyssi obsah chlorofylu b (0,383 mg/g suSiny nez vSechny
odbéry nakli¢ovanych semen. Semena kli¢ena na svétle méla obsah primérné 0,467
mg/g susiny, zatimco semena kli¢ena ve tmé jen 0,033 mg/g suSiny.

Srovnani obsahti chlorofylu a a b v rdmci celkového je v grafech 9 a 10.

Tab. 8: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svetelnych podminek na obsah
celkového chlorofylu.

Efekt interakce Suma Stupent | Primérny | F test p
¢tvercli | volnosti | Ctverec

Absoluni ¢len 14,710900 1| 14,710900| 785,3826| 0,000000

Odbér 2,364290 5| 0,472860| 25,2448| 0,000000

Svételné podminky 7,797590 1| 7,797590| 416,2959| 0,000000

Odbér*Svételné podminky | 2,738230 5/ 0,547650| 29,2376| 0,000000

Chyba 0,599390 32/ 0,018730

Tab. 9: ANOVA - Vhodnoceni viivu délky kliceni a svetelnych podminek na obsah

chlorofylu a.

Efekt interakce Suma Stupent | Primérny | F test p
ctvercli | volnosti | Ctverec

Absoluni ¢len 4,667735 1| 4,667735| 889,9700| 0,000000

Odbér 0,882029 5/ 0,176406| 33,6343 0,000000

Svételné podminky 2,305476 1| 2,305476| 439,5717| 0,000000

Odbér*Svételné podminky | 0,941781 5/ 0,188356| 35,9128/ 0,000000

Chyba 0,167834 32/ 0,005245
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Tab. 10: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na obsah

chlorofylu b.
Efekt interakce Suma Stupenn | Primérny | F test p
¢tverci | volnosti | Ctverec
Absoluni ¢len 2,809358 1| 2,809358| 311,4520| 0,000000
Odbér 0,484204 5/ 0,096841 10,7360 0,000004
Svételné podminky 1,625304 1| 1,625304| 180,1850| 0,000000
Odbér*Svételné podminky | 0,491918 5/ 0,098384 10,9070|0,000003
Chyba 0,288646 32| 0,009020
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Graf 8: Vliv délky kliceni a svételnych podminek na obsah celkového
chlorofylu. Pismena pod grafem jsou vyjadrenim Fischerova testu.
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Graf 9: Podil chlorofylit a a b v semenech klicenych za svétla. Pismena pod grafem
Jjsou vyjadrenim Fischerova testu.
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Graf 10: Podil chlorofylit a a b v semenech klicenych ve tmé. Pismena pod grafem
Jsou vyjadrenim Fischerova testu.

5.1.6 Stanoveni polyfenolickych latek

Stanoveni celkovych polyfenolickych latek bylo provedeno jak na vzorcich s
tukem, tak i na jejich odtucnéné varianté. V obou piipadech se podatilo prokézat vliv
délky kliceni na obsah polyfenolickych latek, ne vSak vliv svételnych podminek.

(tab. & 9 a 10).

Varianta s tukem dosahovala pfi kli¢eni na svétle prumérn¢ 0,174 mg/g suSiny
a ve tm¢ 0,178 mg/g suSiny. U odtucnéné Casti vzorkl byly naméfeny primérné
hodnoty 0,511 mg/g suSiny bez tuku za svétla a 0,561 mg/g susSiny bez tuku za tmy.

Primérny obsah polyfenolickych latek stoupa u obou variant spolu s délkou
kliceni po celou dobu. U vzorkl s tukem od 0,114 az po 0,252 mg/g suSiny a u
vzorkd bez tuku od 0,333 do 0,698 mg/g susiny bez tuku. Vyvoj zavislosti na obou
faktorech je znazornén v grafech ¢. 11 a 12.

Tab. 11: ANOVA - Vwhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na obsah
celkovych polyfenolickych latek v susiné s tukem.

Efekt interakce Suma Stupen | Primérny | F test p
ctvercli | volnosti| ctverec

Absoluni ¢len 1,199708 1| 1,199708| 1311,3690| 0,000000

Odbér 0,083766 5| 0,016753 18,3120/ 0,000000

Svételné podminky 0,000161 1| 0,000161 0,1760|0,677588

Odbér*Svételné podminky | 0,007446 5| 0,001489 1,6280|0,181011

Chyba 0,029275 32| 0,000915
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Tab. 12: ANOVA. Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svetelnych podminek na obsah
celkovych polyfenolickych latek v susiné bez tuku.

0-
fg fg

Efekt interakce Suma Stupent | Primérny | F test p
¢étverctt | volnosti| C¢tverec

Absoluni ¢len 11,083060 1| 11,083060| 1818,8960| 0,000000

Odbér 0,800370 5 0,160070| 26,2710 0,000000

Svételné podminky 0,022260 1| 0,022260 3,6530| 0,064953

Odbér*Svételné podminky| 0,021630 5| 0,004330 0,71001 0,620415

Chyba 0,194990 321 0,006090
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Graf 11: Vliv délky kliceni a svetelnych podminek na obsah celkovych polyfenolii v
susiné s tukem. Pismena pod grafem jsou vyjadienim Fischerova testu.
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Graf 12: Vliv délky kliceni a svetelnych podminek na obsah celkovych polyfenolit v
susiné beg tuku. Pismena pod grafem jsou vyjadienim Fischerova testu.
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5.1.7 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita byla stanovovana u vzorkd s obsahem tuku i bez. U
obou byl prokazan pouze vliv délky kli¢eni na obsah antioxidaénich latek, ackoli u
vzorki s obsahem tuku byl vliv svételnych podminek jen lehce nad hranici
prikaznosti. (tab. ¢. 13, .14)

Hodnoty obsahu kyseliny askorbové, uréené jako ekvivalent antioxida¢nich
latek, u neodtuénénych vzorkl stoupaly v zavislosti na délce kli¢eni od 1,53 do 2,00
mg/g. (graf ¢. 13) Primér obsahii namétfenych v semenech kli¢enych na svétle je
1,81 mg/g , u semen kli¢enych ve tmé¢ 1,60 mg/g.

Odtu¢néné vzorky mély obsah kyseliny askorbové v rozmezi 5,17 az 7,62
mg/g. Nult}'l odbér mel Vy§§i naméfené hodnoty (5,44 mg/g) nez odbér prvni, kter}'l
odtu¢nénych Vzorku semen kl1cenych na svétle je 6,59 mg/g, pro odtu¢nénd semena
klicena ve tmé bylo naméteno 6,38 mg/g.

Tab. 13: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na
antioxidacni aktivitu neodtucnénych vzorkii.

Efekt interakce Suma Stupen | Primérny | F test p
¢tvercli | volnosti | Ctverec

Absoluni ¢len 117,8207 1| 117,8207| 1315,4810] 0,0000
Odbér 2,0804 5 0,4161 4,6460  0,0027
Svételné podminky 0,3693 1 0,3693 4,1240| 0,0507
Odbér*Svételné podminky 0,7186 5 0,1437 1,6050| 0,1871
Chyba 2,8661 32 0,0896
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Graf'13: Vliv délky kliceni a svételnych podminek na obsah antioxidacnich latek v
neodtucnénych vzorcich. Pismena pod grafem jsou vyjadrenim Fischerova testu.
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Tab. 14: ANOVA - Vyhodnoceni viivu délky kliceni a svételnych podminek na
antioxidacni aktivitu odtucnénych vzorkii.

Efekt interakce Suma | Stupent | Primérny | F test p
¢tverci | volnosti| Ctverec
Absoluni ¢len 1682,271 1| 1682,271| 2795,945| 0,000000
Odbér 33,976 5 6,795 11,294 0,000002
Svételné podminky 0,377 1 0,377 0,626 0,434679
Odbér*Svételné podminky 3,069 5 0,614 1,020 0,422342
Chyba 19,254 32 0,602
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Graf 14: Vliv délky kliceni a svételnych podminek na obsah antioxidacnich latek v
odtucnénych vzorcich. Pismena pod grafem jsou vyjadienim Fischerova testu.
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6 Diskuze

6.1.1 Obsah susiny, vihkosti a tuku

V pribéhu kli¢eni doslo ke snizeni obsahu suSiny, coz bylo ocekavéano jako
disledek dekompozice velkych makromolekul, pfedevsim lipidi a proteinti. Stejny
vyvoj obsahu suSiny béhem klieni Inu byl pozorovan i v jinych publikacich
(Wanasundara, 1999a). Mezi prvnim a poslednim odbérem semen klicenych na svétle
¢inil pokles 35,13 %. Nepodafilo se prokazat, ze by zména intezity svétla
ovliviiovala vyznamné charakter pribéhu zmén v obsahu suSiny ¢i jeji mnozstvi v
jednotlivych fazich.

Analogicky ke zménam suSiny se behém kli¢eni zvySovala vlhkost. Zjisténa
vlhkost nekli¢ené¢ho vzorku je 8,25 %, zatimco vlhkost posledniho odbéru kliceného
ve tmé je 76,41 %. Nartst vlhkosti byl pozorovan i Wangem et al. (2015), ackoli
jejich hodnoty ziskané vlhkosti byly vyssi. To ale miize byt zptisobeno rozdilnymi
podminkami kli¢eni (obzvlasté intenzitou zalivky).

Doslo také k redukci zastoupeni lipidll v suSiné. Pokles byl plynuly, u semen
klicenych na svétle ze 45,12 % na 39,90 %, tzn. o 11,58 %. Obdobny prubéh byl
zjisten 1 u semen klicenych ve tmé&, ackoli byl u nich pokles lipidického obsahu
vyraznéjsi (na 28,46 %). Ziskané vysledky vSak ani v jednom piipadé nemély tak
drasticky prib¢h jako bylo hlaSeno Wanasundarou ez al. (1999b).

6.1.2 Obsah dusikatych latek a bilkovin

Obsah celkovych dusikatych latek se v prubéhu kliceni ptiliS neménil. U
vzorkd klicenych na svétle se obsah navysil o 4-5 %, coZ je ovSem v rozporu s
publikacemi Watsunadary et al. (1999a) a Seibeie et al. (2007), kteti pozorovali
mirny pokles v obsahu dusikatych latek.

Watsunadara et al. (1999a) déale zaznamenali navySeni neproteinového dusiku
na ukor proteinti. Pfi mém kliceni vSak doslo necekané k navySeni obsahu proteind.
Na svétle klicena semena sledovala tento trend pouze do 6. dne kli¢eni, v tento den
obsahovala 1,5x vice proteinu nez pied zapocetim kli¢eni. U ve tm¢ kli¢enych semen
se obsah zvysSoval az do 10. dne, kdy byl 3x vyss$i nez na pocatku.

6.1.3 Bilkovinné spektrum

SDS-PAGE analyzou byly odhaleny c¢tyfi hlavni frakce proteind, jejich
velikost je odhadnuta na 48,5 k Da, 32,0-26,5 kDa, 21-9 kDa a 7-5 a méné kDa. S
ptibyvajici délkou kliceni se dal pozorovat tbytek vyssich frakci (viz kap. 5.1.4).

Bilkovinnym spektrem Inu setého (Linum usitatissimum L.) se zabyvali i
Sammour et al. (1994). Kteti pouzitim techniky SDS-PAGE prokézali ptitomnost
globulinu jako hlavniho proteinu. Jeho podjednotky maji velikost 55, 54,5, 50, 45, 43
a 41 kDa. Globulinové podjednotky rozdé&lili do dvou skupin, acidické s velikosti 40
a 25 kDa a bazické s velikosti 22 az 18 kDa. Déle nalezli i albuminové frakce o
velikosti 25-11 kDa.

6.1.4 Obsah chlorofylu

Analyza obsahu celkového chlorofylu potvrdila domnénku, ze obsah
chlorofylu semen klicenych na svétle bude stoupat s piibyvajici dobou klic¢eni,
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zatimco u semen kli¢enych ve tm¢ bude nértst nulovy ¢i minimalni. Konkrétné se
obsah celkového chlorofylu semen klicenych na svétle béhem deseti dni kli¢eni
zvysil 2,62x oproti neklicenému vzorku. Naopak u semen klicenych ve tmé doslo
dokonce k 5,3nasobnému poklesu ve srovnani s neklicenym semenem, nicmén¢ takto
drasticky pokles probéhl jiz béhem prvnich dni kli¢eni a poté obsah nepatrné stoupal.

Béhem kliceni se také ménil pomér chlorofylu a a 5. Vzorky naklicované na
svétle mély prevahu chlorofylu b do druhého dne kliceni v poméru zhruba 4:3, v
dalSich dnech je jiz pomér prevracen. V semenech klicenych ve tmé nebyl chlorofyl
b syntetizovan.

Nartist obsahu chlorofylu béhem kliceni semen na svétle byl pozorovan i
Schneider da Silvou et al. (2018). Jimi naméfené hodnoty vSak byly nékolikanasobné
vys$i. V odlisnosti ziskanych vysledki mohou hrat roli rozdilné podminky pfi
kliceni, Cerstvost rostlinného materidlu pouzitého k extrakci, samotné provedeni
extrakce a vyuziti rozdilnych rovnic vypoctu obsahu chlorofylu.

6.1.5 Obsah polyfenolickych latek

Bylo pfedpokladéano, ze obsah polyfenolickych latek bude v pribéhu kliceni
stoupat. Tento predpoklad se ukazal jako pravdivy. Béhem deseti dni kli¢eni se obsah
polyfenolickych latek u semen klicenych ve tmé znésobil 2,18x. V pokusu vedeném
Wangem et al. (2015) je hlaSen 2,67ndsobny narust béhem osmidenniho kliceni.
Pficemz mnou zjjiSténd inicidlni hodnota pted zapocetim kliceni 114 mg ekvivalentu
kyseliny galové na 100 g je nékolikanasobné niz§i nez hodnota 389,53 mg/100 g,
kterou ziskal Wang et al. (2015). Mlze to byt zptisobeno odliSnostmi v genotypu
testovanych semen, ¢i rozdilnymi podminkami béhem vyvoje matetrskych rostlin,
nebo podminkami skladovani. Wang et al. (2015) dale zaznamenali nejvyssi obsah
polyfenolickych latek osmy den kliceni (1429,34 mg/100g), zatimco mnou
naméfeny obsah byl plynule stoupavy az do desatého dne s nejvyssi hodnotou 255
mg/100g. Vliv intenzity svétla na mnozstvi polyfenolickych latek ¢i jejich vyvoj
behem kli¢eni nebyl prokazan.

Obsah polyfenolickych latek po odtuénéni byl paradoxné zhruba dvakrat
vétsi nez u jejich plnotuénych variant. Domnivam se, Ze je to zpiisobeno uvolnénim
vazanych polyfenold po odmyti nepolarnich latek.

6.1.6 Antioxidacni aktivita

Bylo ocekavéano, Ze v pribéhu kliceni bude nartstat antioxidacni aktivita.
Wang et al. (2015) hlasili ve své publikaci tfi- az Ctyfndsobny narlist béhem
osmidenniho kli¢eni. V mych vzorcich se antioxidacni aktivita znasobila béhem
deseti dni jen 1,29x pro semena kli¢ena na svétle a 1,32x pro semena kli¢ena ve tmée.
Hodnoty nekliceného vzorku se pfitom u Wanga ef a/ a mych vzorki pfili§ neliSily,
1,87 mg/g a 1,53 mg/g. Statisticky priikazny vliv byl pfitom dokazan pouze pro
délku kliceni, 1 kdyz prikaznost vlivu intenzity svétla na obsah celkovych
antioxidacnich latek je pfi hranici hladiny vyznamnosti.

Nejvyssich hodnot dosahly vzorky az desaty den kli¢eni pfi obou variantach
kliceni. U semen kli¢enych na svétle ptitom klesal obsah antioxidacnich latek az do
4. dne kliceni, teprve poté zacaly hodnoty stoupat. U semen kliCenych ve tm¢ byl
nartist plynuly od prvniho do posledniho dne, navic byly obsahy antioxida¢nich latek
vZdy mirné vyssi neZ u semen kli¢enych na svétle.

Obsah celkovych antioxida¢nich latek v odtu¢nénych vzorcich byl necekané
prumérné 2,75x vyssi nez u plnotucnych verzi.
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7 Zavér

Ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit tyto zavéry:

Obsah suSiny béhem kliceni klesd bez ohledu na svételné podminky.
Analogicky k tomu vzristd relativni vlhkost semene. K tUbytku suSiny
dochazi v disledku rozkladu makromolekul slouZicich jako energetické
rezervy. Jedna se predevSim o lipidy, jejichz ubytek se béhem tohoto
pokusu pohyboval mezi 11,6 az 12,9 %.

Zmény v celkovém obsahu dusikatych latek byly pomérn€ malé, tj o 4-5
%. Dle ziskanych vysledkii doSlo ke sniZeni obsahu neproteinovych
dusikatych latek na tkor bilkovin, kterych béhem kliceni, piekvapivé,
piibylo. U vzorkil klicenych na svétle by nartst pozorovatelny pouze do
6. dne kliceni, zatimco u semen kli¢enych ve tmé hodnoty stoupaly po
celou dobu. V maximalnim stavu byl obsah bilkovin pro na svétle klicena
semena 1,5x vyssi nez pfed klicenim, v pfipad¢é semen klicenych ve tmé
bylo navySeni 3ndsobné.

V ziskaném proteinovém spektru jsou rozliSitelné Cctyfi frakce o
velikostech 48,5 kDa, 32-26,5 kDa, 21-9 kDa, 7-5 a méné kDa. Odtu¢néni
nema na slozeni spektra zadny vyrazny vliv. Plati, ze ¢im déle je vzorek
ponechén kli¢it tim méné vysSich frakci bylo pfitomno. Lze tedy
predpokladat, ze doslo k jejich hydrolyze na nizsi frakce.

Naprosto ziejmy je vliv osvétleni na obsah chlorofylu v kli¢enych
rostlinkéch. Za pfitomnosti svétla se obsah celkového chlorofylu znésobil
2,62x, zatimco pii kliceni ve tm¢ doslo dokonce 1 ke ztrat¢ chlorofylu
vyskytujicitho se v semeni pfed vykli¢enim, konecny obsah byl nakonec
5,3x mensi. Klicenim se ménil i pomér mezi chlorofylem a a 5. Do
druhého dne kli¢eni pievazoval chlorofyl b v poméru ptiblizné€ 4:3, poté
vsak doslo k ptrevraceni pomérti ve prospéch chlorofylu a.

Nakli¢enim se zvysil celkovy obsah polyfenolickych latek. Vliv intenzity
svétla na obsah polyfenolickych latek nebyl potvrzen. Semena klicena na
svétle obsahovala 1,77 x vice polyfenolickych latek nez pred naklicenim,
zatimco semena klicend ve tmé znasobila obsah polyfenolickych latek
2,18x. Odtu¢nénim rozemletych kli¢nich rostlinek se obsah celkovych
polyfenolickych latek zdvojnésobil. Domnivam se, Ze by to mohlo byt
zpusobeno uvolnénim vazanych polyfenolickych latek po odstranéni
lipidickych slozek.

Antioxidacni aktivita se procesem kliceni téz zvysila. Pro semena klicena
na svétle 1,29x a pro semena klicend ve tmé 1,32x. Vliv svétla na
antioxidac¢ni aktivitu nebyl dokazan. U odtu¢nénych vzorkd byla zjisténa
antioxidac¢ni aktivita jesté 2,75x vyssi nez v plnotuéné forme. Tento nartist
pravdépodobné souvisi s obsahem polyfenolickych latek ve vzorku.
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9 Prilohy

Priloha 1: Kliceni Inu na svétle. Odbéry jsou serazeny v radcich dle délky kliceni (2-
10 dni).
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Priloha 2: Kliceni Inu ve tmeé. Odbéry jsou serazeny v radcich dle délky kliceni (2-1-0
dni).
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Priloha 3: Spektrum bilkovinnych profilii Inénych semen klicenych ve tmé.
(0-5 = cislo odbeéru, S = svetlo, I-1V = opakovani)
pozn.: 1 = 2. den kliceni, 2 = 4. den, 3 = 6.den, 4 = 8. den, 5 = 10. den
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Priloha 4: Spektrum bilkovinnych profilit Inénych semen klicenych ve tmé.
(0-5 = cislo odbéru, T = tma, I-1V = opakovani)
pozn.: 1 = 2. den kliceni, 2 = 4. den, 3 = 6.den, 4 = 8. den, 5 = 10. den



Priloha 5: Extrakce chloroﬁ/lu. Vievo extrakty ze semen klicenych na svétle, vpravo

ze semen klicenich ve tme. Uspordadany podle délky kliceni (2, 4, 6, 8 a 10 dni) zleva
doprava.
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