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ABSTRAKT

Konopi seté je vSestranna bylina zndma jiz n€kolik tisic let a obsahuje fadu aktivnich latek.
Tato diplomova prace Se zaméfuje na vyuziti vybranych extrakti ztechnického konopi
V kosmetice, konkrétné¢ ve vlasové. Prvni Cast je zaméfena na rostlinu konopi, seznameni
s aktivnimi latkami v ni obsazenymi a celkové zpracovani rostliny. V druhé c&asti byly
experimentalné stanoveny aktivni latky v péti extraktech z riznych odrud, které byly dodany
z praumyslu. Extrakty byly porovnané na zakladé obsahu antioxidanti, chlorofyli, fenolickych
latek, flavonoidii a kanabinoidd. Nasledné byl pfipraven Sampon na vlasy s piidavkem
konopnych extrakti a konopného hydrolyzatu. Nakonec byl u extrakti a Sampont sledovan
inhibi¢ni u¢inek viici mikroorganismiim. V konopnych extraktech byly detekovany prospésné
biologicky aktivni latky, kde vyssi obsahy byly naméteny v ethanolovych extraktech. Extrakty
také dokéazaly inhibovat riist ur€itych mikroorganismii. U pfipraveného Samponu byly
pozorovany uspokojivé vysledky na vlasech.

KLICOVA SLOVA

Technické konopi, biologicky aktivni latky, Sampon na vlasy, antimikrobidlni testy

ABSTRACT

Cannabis sativa is a versatile herb which is known for several thousand years and contains
a variety of active substances. This thesis is focused on the use of some extracts of hem in
cosmetics, specifically in hair cosmetics. The first part focuses on the Cannabis sativa,
introducing the active contained substances and the overall processing of the plant. In the
second part were experimentally determined the active substances in five extracts from different
varieties, that were supplied from industry. Extracts were compared based on the extraction
yield of antioxidants, chlorophylls, phenolic compounds, flavonoids and cannabinoids.
Subsequently, a hair shampoo was prepared with the addition of hemp extracts and hemp
hydrolysate. Lastly, the inhibitory effect against microorganisms was monitored for extracts
and shampoos finally. Beneficial biologically active substances were detected in hemp extracts,
wherein higher levels were measured in ethanol extracts. The extracts were also able to inhibit
the growth of certain microorganisms. Satisfactory results on hair were observed with the
prepared shampoo.

KEYWORDS

Industrial hemp, biologically active substances, hair shampoo, antimicrobial tests
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1 UVOD

Konopi seté (Cannabis sativa) je vSestranna viceti¢elova plodina, ktera je tu jiz n¢kolik tisic let.
Diky jeji nendrocnosti na péstovani jsme schopni vyuzit celou rostlinu k fadé uziteCnych
aplikaci, od vyroby kvalitniho vlakna pies suroviny do kosmetiky az k samotné potravé.
Konopi jsme schopni rozdé€lit na dva typy podle toho, kolik v sob¢é obsahuje psychotropni
navykové latky tetrahydrokanabinolu (THC).

Rostlina obsahuje celou fadu biologicky aktivnich latek, které nachazi potencial v mnoha
odvétvich, naptiklad v textilnim, kosmetickém nebo medicinském pramyslu. Seminka obsahuji
vysoky podil oleje i vlakniny, a proto se stavaji idealni soucasti potravy. Konopny olej je velmi
bohaty na esencialni mastné kyseliny, které clovék musi pfijimat v potravé, nebot’ je sdm neumi
syntetizovat. V konopi najdeme i fenolické latky, antioxidanty, kanabinoidy a fadu dalSich
vyznamnych latek.

V dnesni dobé hraje kosmetika v nasem zivoté velkou roli. Rada lidi, aniz by si
uvédomovala, pouziva kosmetické ptipravky kazdy den. Vlasy jsou nedilnou soucasti naseho
vzhledu. Miizeme je rizné ménit a manipulovat s nimi. Z toho divodu si kazdy pieje, aby jeho
vlasy byly co nejzdravéjsi, ¢emuz mohou napomoci proteiny obsazené v rostlin€. Proteiny
dodavaji vlasim objem, hladkost a pevnost.

Piedlozena diplomova prace je rozdélena na dvé Casti: teoretickou a praktickou. Cilem
teoretické Casti je vypracovani reserse, ktera je zaméefena na rostlinu technického konopi, jeji
vyuziti a charakterizaci biologicky aktivnich latek. Prakticka ¢ést je zaméfend na identifikaci
jednotlivych biologicky aktivnich latek v extraktech z riznych odrid konopi. Nasledné byl
ptipraven Sampon na vlasy s piidavkem konopnych extraktti a konopného hydrolyzatu. Aby
m¢él Sampon dlouhodobé ucinky a mohl vydrzet i po dobu nékolika mésicti, byl proveden test
konzervace. Na =zavér byly stanoveny antimikrobialni a antifugalni u0¢inky vaci
mikroorganismiim u extraktl a pfipravenych Sampond.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Konopi seté

Konopi seté (Cannabis sativa) (Obr. 1) je jednou z nejstarS§ich a nejkontroverznéjSich
pestovanych jednoletych plodin. Konopi je druh z celedi konopovitych. Do této ¢eledi patii
i chmel otacivy (Humulus lupulus), ktery je nejblize piibuzny konopi. Bylo uvedeno, Ze
v soucasné dob¢ se fadi do rodu Cannabis pouze jeden druh, a tim je primyslové konopi
(Cannabis sativa). Tento druh zahrnuje jak vlaknité, tak narkotické konopi. Obecné se udava,
ze se druhy Cannabis sativa déli na 3 poddruhy: Sativa oznacuje kmeny s omezenym
mnozstvim THC, Indica oznacuje kmeny produkujici hlavné THC a Ruderalis oznacuje divoké
kmeny konopi [1-3].

Obr. 1: Konopi seté (Cannabis sativa) [4]

Obvykle 1ze konopi rozdélit predevsim na dva typy podle obsahu tetrahydrokanabinolu
(THC), vc¢etné typu drogy (bézné nazyvané marihuana S obsahem THC >0,3 %) a typu
vlakniny (b&ézn¢ nazyvané technické konopi s obsahem THC < 0,3 %). Kvuli psychotropnimu
ucinku THC je marihuana povazovana za nelegalni drogu a je ve vétSin€ zemi omezena.
Technické konopi je legalni, i kdyz podléha jisté registraci [5].

2.1.1 Botanicka charakteristika
Konopi je dvoudoma (pohlavné odli§na) rostlina (Obr. 2) a k opylovani dochazi vétrem. Samiéi
kvéty jsou bez okvétnich listkii a maji jeden nebo dva pestiky s jednokomorovym vajecnikem.
Samici kvéty jsou pokryty charakteristickymi chloupky zvanymi trichomy. Trichomy produkuji
pryskyfici obsahujici psychoaktivni latku THC [1].

Kvétenstvi se sklada z cetnych kvétnich hlav, které lze nalézt na dlouhych listnatych
stoncich. Plodem je nazka obsahujici jediné konopné seminko s tvrdou skotapkou. Kazda
oplodnéna kvétina produkuje seminko, které se pfi dozravani stava skvélou potravou pro ptaky.
Konopné seminko ma elipsoidni tvar a je pfiblizné¢ 2-5 mm dlouhé [1, 6].



Obr. 2: Pohlavni dimorfismus — samice (vlevo), samec (vpravo) [1]

Nejznamé;jsi ¢asti rostliny jsou listy. Kazdy list se skladd z n€kolika kopinatych prstovitych
listti (vétSinou sedm). Velikost a tvar listu se vSak vyrazné lisi podle genetického ptivodu. Okraj
listové ¢epele je hrubé pilovity a povrch listu je drsny, nebot’ je pokryty sekre¢nimi chlupy po
obou stranach. Listy samcich rostlin jsou obvykle mensi nez listy samicich rostlin. Vzhled
a zbarventi listil zavisi na druhu konopi. Postupem casu listy odumiraji, zloutnou a v disledku
vétru opadaji [1].

Stonek je zeleny, rovny, obvykle hranaty, rozvétveny s dfevnatym vnittkem. Mezi rostlinami
tohoto druhu existuje obrovska rozmanitost vysek, které zavisi na odrud¢, prostredi, ptdnich
a klimatickych podminkach i hnojeni. Sam¢i rostliny jsou obvykle méné rozvétvené a vyssi nez
samici rostliny [1, 6].

Koften konopi patii do kohoutkového typu, jehoz délka se pohybuje v rozmezi 30 cm-2 m.
Konopi ma velmi vyvinuty kofenovy systém, ktery zabrafnuje erozi pudy. Postranni kofeny
dosahuji délky 20-100 cm. V zavislosti na typu pudy se odrida konopi, hlavni kofen
a postranni kofeny vyvijeji riznymi zpusoby [1].

2.1.2 Odrudy technického konopi
V dnesni dobé jiz existuje mnoho odrad technického konopi.

Santhica 70 obsahuje relativné vysoké hladiny kanabinoidu kanabigerol (CBG) a minimalni
mnozstvi THC. Tato odrida nejlépe roste v oblastech s vyssi vlhkosti vzduchu, protoze se
nevyuziva na péstovani semen, a tedy neni nutné vyssi vlhkost dodrzovat [7].

Futura 75 je jedna z nejstarSich a dobfe znamych odrid v Evropé a ziskava na popularité
I v Americe. Severské podnebi vykazuje vyssi vynosy obsahu vlakniny. Jizni zény mohou
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prodlouzit péstovani, coz ma za nasledek vyssi vynos semen a kvétii se zvySenym obsahem
kanabidiolu (CBD). [7]

Fibror 79 je nova odruda, ktera je vyslechténa hlavné pro bohaty obsah vlakniny. Lze ji
péstovat v jakémkoliv podnebi, véetné oblasti s vysokymi teplotami, vlhkosti a destovymi
srazkami. [7]

2.2 Historie technického konopi

Ptibyva historickych ditkazli, ze konopi lidstvo vyuziva tisice let. Nejstarsi dikaz pochazi
z Ciny kolem roku 2800 pi. n. I., coz naznaduje, Ze k domestikaci doslo ve vychodni Asii.
Z Ciny se konopi rozsitilo do Indie a Persie a poté se dostalo az do Evropy. Kolem roku
1500 pt. n. I. se konopi dostalo do Nového svéta a asi 0 100 let pozdéji bylo konopi zavedeno
do USA a Nové Anglie. Historicky se ze semen, vlakniny a dfevéného jadra rostliny ziskavalo
velké mnozstvi produktil. Riké se, Ze konopi, jako tradiéni vlaknita plodina, lemovalo hibet
prvniho vytisku Bible a napinala Kolumbovy plachty platnem a provazem [8-10].

2.3 Vyuziti technického konopi

Technické konopi je vSestranna viceticelova bylina s nizkym dopadem na Zivotni prostiedi. Lze
ho vyuzit v zeméd¢lskych i primyslovych aplikacich, az po potencialni vyuziti v Iékafstvi,
farmaceutickém i kosmetickém pramyslu. Kazda ¢ast rostliny je vyuzita v jiné oblasti (Obr. 3).
Technické konopi se péstuje pro vyrobu vlakniny, papiru, celulézy a oleje z konopnych semen.
Kvéty se pouzivaji ptevazné pro kosmetické nebo farmaceutické tcely, pazdeti na podestylku
zvitat a jako izola¢ni materidl. Vldkna se pouzivaji na vyrobu papiru a textilu. Celé konopné
seminko se vyuziva jako krmivo a potravina. Konopi je vysoce flexibilni a odolné vici
extrémnim klimaticky podminkam. Rozsah pouziti konopnych produktt v globalni ekonomice
se neustale rozsifuje a primyslové technologie pro vyrobu piisad jsou vyvijeny pro pouziti
Vv inovativnich prumyslovych odvétvich [1, 3, 9, 11-13].

2.3.1 Vyuziti v mediciné
Konopi se dnes vyuziva k lécbé Siroké Skaly zdravotnich problémi. Nejbéznéjsi pouziti je pro
ulevu od bolesti u pacientd s rakovinou, chronickou bolesti nebo bolesti souvisejici
s roztrousenou skler6zou. Také se pouziva ke sniZzeni zanétu a zmirnéni pfiznakd souvisejicich
s neurodegenerativnimi poruchami (Alzheimer, Parkinson, epilepsie). Téz udajné snizuje
neuropatickou bolest u diabetickych pacienti a je uc¢inné pii 1é€bé poruch piijmu potravy [8].

2.3.2 Vyuziti v kosmetice
Konopny olej, bohaty na esencialni mastné kyseliny, piisobi na atopickou dermatitidu, lupénku
a akné. Je idealni piisadou do lehkych télovych oleji a krému, nebot’ zlepsuje kvalitu pleti
i hladkost pokozky. Navic se jedna o suchy olej, ktery nezanechava na pokoZce mastnou
ani lepkavou vrstvu. Esencialni mastné kyseliny snizuji poskozeni UV zafenim
a hyperpigmentaci. Proto byly vyvinuty ptipravky solejem zkonopnych semen jako
dlouhodobé zvlh¢ujici ndplasti a stabilni emulze na ochranu proti slunecnimu zéfeni.
Kombinace konopného oleje a extraktlh obsahujici biologicky aktivni latku kanabidiol (CBD)

/////

na oblicej, balzamy na rty nebo masazni oleje a gely [2, 9].
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Obr. 3: Vsestranné vyuziti technického konopi — upraveno [14]

2.4 Zpracovani technického konopi

Technické konopi je multifunkéni plodina, ktera nam muze poskytnout cennou surovinu pro
velké mnozstvi jak primyslovych, tak potravinaiskych aplikaci. Nejcastéji je konopi péstovano
pro své lykové vldkno nebo jedla semena. Konopi je velmi pfizplisobivé a miizeme ho péstovat
v mnoha prostiedich, od severnich zemé&pisnych §itek az po tropicka pasma. Casto se péstuje
Vv mirnych pasmech a vyzaduje primérné srazky. Odrudy péstované pro vldkninu jsou husté
zasety a produkuji rostliny az 3 m vysoké s téméf zadnym vétvenim. Rostliny péstované pro
olejnata semena jsou vysazeny dale od sebe a jsou kratsi a mnohovétvéné [15, 16].

Vlékna béhem mechanického zpracovani jsme schopni rozdelit do tii frakcei: svazky kratkych
lykovych vlaken, dlouhych lykovych vliaken a dievéné jadro (pazdeti). Hlavni funkci vlidken je
poskytnout strukturni podporu. Vlakna jsou pevna, odolna a pouzivaji se pro $nury (pfize, lano,
kabel) nebo pro hrubé tkaniny (pytlovina, platno). Konopi obsahuje primarni a sekundéarni
vldkna. Sekundéarni vlakna jsou na rozdil od primérnich tenci a kratsi a jsou méné vhodna pro
mnoho primyslovych aplikaci. Konopi také miize byt pouzito pii vyrobé papiru [16].

Jedla konopna semena jsou vyvazené zdravotni produkty s bioaktivnimi slozkami, které maji
schopnost pomahat zdravi nad ramec zakladni vyzivy. Daji se nalézt pouze na samicich
rostlinach. Konopna semena obsahuji okolo 30-35,5% oleje a jsou zdrojem snadno
stravitelnych bilkovin (25 %), sacharida (20-30 %) vlakniny (5,4 % stravitelné a 22,2 %
nestravitelné) a 5,6 % popela. Kromé¢ toho je konopné seminko bohaté na vitaminy a mineraly.
Diky vysokému obsahu bilkovin se za poslednich deset let zvysil zajem o studium prospesnych
vlastnosti konopnych proteint a peptidi. Vyloupana semena konopi, nékdy nazyvana konopna
srdce, se prodavaji jako zdrava vyziva a mohou byt konzumovana syrova. [10, 13, 17]

Zpracovani olejnatych semen at’ se provadi extrakci rozpoustédlem, nebo mechanickym
lisovanim vytvaii znacné mnozstvi odpadu sestavajiciho se ze slupek a odtuc¢nénych moucek
semen i olejovych kali. Vzhledem k vysokému mnozstvi proteint, dietni vlakniny a dalSich
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bioaktivnich sloucenin, které pti konzumaci poskytuji pozitivni zdravotni ptinosy, byly mouky
zZ olejnatych semen identifikovany jako zajimavy vedlejsi produkt vhodny pro zhodnoceni bud’
jako lidska strava, nebo krmivo. [18]

Konopny olej se ziskava ze semen extrakci za studena nebo superkritickym oxidem
uhli¢itym pro lepsi stabilitu. Piedstavuje asi 30 % suroviny. Konopny olej je bohaty na
esencialni mastné kyseliny (kyselinu linolovou, kyselinu a-linolenovou, kyselinu y-linolenovou
a kyselinu olejovou). Rozsahly vyzkum prokazal piiznivy Géinek téchto mastnych kyselin
v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, obezity a cukrovky. Kyselina y-linolenova hraje
roli v regulaci zanétlivé reakce. Zdravotni pfinosy konopného oleje jsou pfipisovany predevsim
jeho zadoucimu poméru omega 6 (kyselina linolova) a omega 3 (a-linolenova, y-linolenova,
stearidova) masnych kyselin (3:1), ktery je navrZen jako optimalni pro lidskou vyZivu. ZlepSuje
imunitu a je prospésny pro vlasy, nehty a kozni tkané. [2, 9, 10, 19, 20]

Obr. 4: Konopna semena, konopnd mouka a konopny olej [21]

2.5 Bioaktivni latky
Celkovy pocet prirodnich slouéenin identifikovanych nebo izolovanych z Cannabis sativa
Vv poslednich né€kolika desetiletich neustale roste. V konopi jiZ bylo identifikovano ptiblizné
750 sloucenin, jako jsou kanabinoidy, flavonoidy, terpenoidy, stibenoidy, alkaloidy, steroidy,
polysacharidy, benzochinony, fenantreny, spiroindany, lignany, mastné kyseliny, cukry,
aminokyseliny a proteiny [5, 22].

Cannabis sativa obsahuje rozmanité bioaktivni slouceniny, které jsou slibné pro topickou
aplikaci v dermatologii nebo jako kosmetické prisady. Za prvé: kvili vysokému obsahu
kanabinoidd, které mohou modulovat riuzné =zanétlivé stavy a imunitni odpovédi
prostiednictvim endokanabinoidniho systému. Za druhé: diky konopnému oleji, ktery ma
blahodarné vlastnosti pro pokozku a za tieti: kviili rozmanitosti minoritnich bioaktivnich
aktivnich latek, jako jsou terpeny, flavonoidy, karotenoidy, fytosteroly [2].

Chemické slozeni konopi se velmi 1isi v zavislosti na mnoha faktorech, jako je rok sklizné,

vvvvvv
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nutri¢ni profil a profil sekundarnich metabolitti v konopi, je geneticka diverzita mezi rostlinami
[23].

2.5.1 Kanabinoidy
Kanabinoidy jsou hlavni bioaktivni slouceniny v C. sativa. Lze je bézn¢ rozd¢lit do tii typu:
endokanabinoidy, fytokanabinoidy a syntetické kanabinoidy. Existuje téméf 200 kanabinoidd
z ¢erstvych listll, jenz jsou odvozeny od kyseliny kanabigerolové a 1i§i se pouze tim, jak je tento
prekurzor cyklizovan. Mezi tfi hlavni kanabinoidy v C. sativa patii tetrahydrokanabinol (THC),
kanabidiol (CBD) a kanabinol (CBN) (Obr. 5). Celkové jsou kanabinoidy, zejména THC a CBD
nejvice studovanymi bioaktivnimi slou¢eninami [5].

CHs

CHs
OH
OH
HsC
o) CHs
HO

CHs CH;

Tetrahydrokanabinol (THC) Kanabidiol (CBD)

CHs

O L
HsC O
o)

CHs
CHs

Kanabinol (CBN)

Obr. 5: Strukturni vzorce hlavnich kanabinoidii [24]

Kromé CBD a THC je dalsim kanabinoidem bézné se vyskytujicim v konopi kanabigerol
(CBQG). Jedna se o relativné neznamy nepsychoaktivni fytokanabinoid s antibakteridlni
aktivitou. Fytokanabinoidy jsou pfirozen¢ syntetizovany ve zlaznatych trichomech samicich
kvétenstvich. Fytokanabinoidy jsou strukturné homogenni tfidou monoterpenoidd a jsou
syntetizovany ve své kyselé formé. Dale do této skupiny fadime kanabinol (CBN). Jedna se
minoritni slozku v ¢erstvém rostlinném materialu a je vysledkem oxidace THC [5, 8, 25].

Kanabinoidy jsou produkovany ve stoncich, listech a kvétech rostoucich rostlin v jejich
karboxylované form¢ (kyselina tetrahydrokanabinolova (THCA), kyselina kanabidiolova
(CBDA) a kyselina kanabigerolova (CBGA)), jak je znazornéno na Obr. 6. Pfedpoklada se, ze
kanabinoidni kyseliny maji urcité zajimavé vlastnosti, zejména CBDA, ale nebyly rozsahle
studovany a jsou obecné povazovany za neaktivni formy kanabinoidd, které vyzaduji proces
dekarboxylace, aby byly pievedeny na zadanéjsi a stabilnéj$i neutralni analogy, které nabize;ji
lepsi biologickou aktivitu [25].
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Obr. 6: Zjednodusena synteticka cesta kanabinoidii: dekarboxylace, biosyntéza a oxidacni reakce [25]

Bylo zjisténo, ze obsah kanabinoidd je rozdiln¢ distribuovan v ¢astech rostlin. Nejvyssi
procento obsahuji sekrecni bunky uvnitt zlaznatych trichomid. Vysoké koncentrace jsou
V neopylenych samicich kvétech a nejnizsi obsahy kanabinoidt jsou ve stonku. V kofenech ani
semenech nebyly nalezeny zadné kanabinoidy. Pfitomnost THC v produktech z konopnych
semen je pievazné vysledkem vnéjsiho kontaktu slupky semen s pryskyficemi obsahujicimi
kanabinoidy v listech a kvétech. Nejvyssiho vynosu kanabinoidi je dosazeno, pokud jsou
péstovany bez samcich rostlin, aby se zabranilo opyleni a tvorbé semen [17].

Kvéty obsahuji cenné fytokanabinoidy, které jsou jedine¢né pro rostlinu. Dosud bylo
izolovano celkem 104 fytokanabinoidii. VSechny primyslové odriidy obsahuji THC, CBD
a dalsi kanabinoidy, ackoliv koncentrace v nékterych odridach jsou velmi nizké, az
nedetekovatelné. V severnich zemépisnych §itkach ma primyslové konopi obzvlast’ vysoky
obsah CBD a nizky obsah THC. CBD lze detekovat v relativné nizkém mnozstvi i v konopném
oleji. Je to zptisobeno tim, ze produkce a skladovani CBD a THC jsou ve Zlazovych strukturach
rostliny. Siroky rozsah zjiiténého CBD je primarné zptisoben mnozstvim pryskyfice zadrzené
Vv obalu semene béhem zpracovani [10, 22].

Endokanabinoidy jsou neurotransmitery odvozené od mastnych kyselin, které pisobi jako
signalni molekuly koordinujici mezibunéénou komunikaci napfi¢ vSemi fyziologickymi
systtmy. Dva nejvice studované endokanabinoidy jsou anandamid, znamy jako
N-arachidonoylethanolamin (AEA) a 2-arachidonoylglycerol (2-AG) (Obr. 7) [10].

OH
O (@]

H
II\I/\/OH — — OH

Arachidonoylethanolamin 2-arachidonoylglycerol
Obr. 7: Strukturni vzorce endokanabinoidii [26]
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2.5.2 Fenolické latky
Fenolické slouceniny, také znamé jako polyfenoly nebo fenylpropanoidy, tvoii jednu
slouenin nalezenych v konopi. Pfedstavuji vice jak 10 000 rdznych struktur, vcetné
fenolickych kyselin, flavonoidi, fenolamidu a lignanamidd, coz jsou specifické metabolity této
rostliny. Je znamo, ze hraji multifunk¢ni roli v obrannych mechanismech rostliny, kde zejména
svou aktivitou jako antioxidanty zabrafuji tvorbé reaktivnich forem kysliku. Fenolické amidy
a lignanamidy byly popsany také v plodech a kotenech konopi [27, 28].

Flavonoidy, jako jsou flavonoly, flavony, stilbeny a lignany mohou pisobit jako inhibitory
bunécného cyklu nebo jako fyziologické regulatory. Jsou zodpoveédné za pigmentaci a UV
ochranu. Také dodavaji barvu, chut' a vini. V konopi bylo identifikovano piiblizné
20 flavonoidt, pievazné podtiid flavoni a flavonoli. Radi se mezi né napiiklad cannflavin A
a cannflavin B (Obr. 8), kter¢ jsou jedine¢né pro konopi [27-29].

Cannflavin A Cannflavin B

Obr. 8: Strukturni vzorce Cannflavinu A a Cannflavinu B [29]

2.5.3 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou uhlovodiky, které jsou tvofeny izoprenovymi jednotkami (Suhlikové stavebni
jednotky), zatimco terpenoidy jsou oxidovanou a denaturovanou formou terpent, které se 1isi
tim, Ze obsahuji dalSi funkcéni skupinu s kyslikem. Terpeny tvoii nejvétsi skupinu
fytochemikalii s vice nez 100 molekulami identifikovanymi v konopi. Terpeny jsou primarnim
zdrojem jedine¢ného aroma a chuti riiznych kment konopi. Jejich primarni role v rostlinach se
li§i. V nékterych rostlinich mohou pfitahovat opylovace a v jinych odradit bylozravce
a inhibovat mikrobialni rist. Monoterpeny a seskviterpeny byly zjistény v kvétech, kofenech
a listech konopi, pficemz hlavnim produkénim mistem jsou sekre¢ni zlazové chloupky [5, 27,
29].

2.5.4 Chlorofyly

Chlorofyl je v konopném oleji piekvapiveé vysoky. Tato slozka je zodpovédna za zelenou barvu
konopného oleje. Chlorofyl ma ptiznivy G€inek na hojeni ran tim, Ze podporuje rast tkdni a ma
antibakterialni aktivitu. Z toho diivodu je zajimavou slozkou pfi lokélni aplikaci proti akné,
ekzémim a viedim. Na druhou stranu vysoky obsah chlorofylu mize ovlivnit kvalitu
konopného oleje pfi skladovani, nebot’ se jedna o fotosenzitivni pigment. Pfitomnost chlorofylu
spolec¢né s velkym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou vysoce nachylné
k oxidaci by mohlo vést k oxida¢ni degradaci béhem skladovani konopného oleje, a to i pii
pokojové teploté [2, 30].
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2.5.5 Primarni metabolity konopi
Technické konopi obsahuje i velké mnozstvi primdrnich metabolit, kam zafazujeme
aminokyseliny, mastné kyseliny, vitaminy, cukry a bilkoviny.

Vysoky obsah sacharidii v biomase konopi znéj c¢ini potencidlniho kandidata na
bioenergetickou plodinu pro vyrobu lignocelulézovych biopaliv. Cerstva konopna vlakna
obsahuji celulozu (55 %), pektické polysacharidy (18 %), hemicelulozu (16 %), lignin (4 %)
[31].

Mastné kyseliny maji vysokou nutri¢ni hodnotu. Jedna se o tfidu molekul tvofenou fetézcem
atomtl uhliku vadzanych satomy vodiku a s funkéni karboxylovou skupinou pfipojenou
k terminalnimu konci. Prave tato funkéni skupina se Gc¢astni chemickych reakci, které umoznuji
mastnym kyselinam plnit jejich fyziologické role. Fyziologické role zahrnuji poskytovani
izolace, uklddani a poskytovani energie bunkam v nepfitomnosti glukézy, poskytovani
cholesterolu pro produkci hormonti a intraceluldrnich membran. Tyto membrany tvofi stavebni
bloky glykolipidii a fosfolipidi, které tvofi bunéénou membranu a transportuji vitaminy
rozpustné v tucich a modifikuji proteiny. Konopny olej se vyznacuje vysokym obsahem
esencialnich mastnych kyselin, jak jiz bylo psano v kapitole 2.4. Dalsi mastné kyseliny, které
nalezneme v konopi, jsou naptiklad kyselina kapronova, kaprylova, myristova, palmitoolejova,
palmitova, stearova a dalsi. Ve srovnani s jinymi oleji, jako je fepkovy, slunenicovy a sojovy,
pouze konopny olej poskytuje optimalni pomér (3:1) omega 6 a omega 3 mastnych kyselin [14,
29].

Aminokyseliny jsou stavebni kameny bilkovin, které se podileji na mnoha biologickych
funkcich v téle, vcetné produkce energie, metabolismu tukt, metabolismu svali a mnoha
dalsich. Konopna semena obsahuji esencialni aminokyselin (histidin, isoleucin, leucin, lysin,
methionin, fenylalanin, threonin a valin). Esencialni aminokyseliny jsou definovany jako
aminokyseliny, které si nase télo nedokaze syntetizovat a musi je ziskat potravou. Pfedpoklada
se, ze aminokyseliny mohou byt nejvice koncentrované v listech konopi [29].

Peptidy jsou sekvence 2-20 aminokyselinovych zbytkd, jez jsou v puvodnim proteinu
neaktivni. Nicméné po procesu hydrolyzy se ukdzalo, ze maji ¢etné ptiznivé Ui€iny na zdravi.
Proces hydrolyzy je mozné provadét bud’ chemickymi, nebo enzymatickymi metodami.
U enzymatické hydrolyzy jsou pro tvorbu bioaktivnich peptidl nejpouzivanéjsi enzymy pepsin,
pankreatin, trypsin, papain a alkalaza [13].

Protein z konopnych semen je v rostlinné #isi jedine¢ny. Obsahuje asi 25-30 % bilkovin
v zavislosti na faktorech prostfedi a v soucasnosti budi velky zdjem jako zdroj rostlinnych
proteinovych izolatd. Konopné semeno obsahuje pifedev§sim zasobni proteiny, globulin
a albumin, ptic¢emz ptevladaji globuliny. Mezi globuliny je nejhojnéjsi edestin (67—75 %).
Albumin a edestin jsou bilkoviny bohaté na methionin a arginin. Diky vysokému obsahu
argininu je protein z konopnych semen obzvlasté cenny jako nutri¢ni slozka pro ptipravu
potravin nebo doplnka stravy, které zlepSuji kardiovaskularni zdravi, protoze arginin je
prekurzorem oxidu dusnatého, coz zlepSuje prutok krve a prfispiva k udrZzeni normalniho
krevniho tlaku. Obsah bilkovin je u konopnych semen vyssi nez u semen chia (13 %), quinoy
(16 %), ryze (8 %) nebo psenice (14 %), ale nizsi nez u jinych druhti zeleniny, jako jsou semena
s0ji (38-42 %) [9, 13, 29].
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2.6 Kosmetické vyrobky
Kosmetické vyrobky jsou definovany v evropském natizeni (ES) ¢. 1223/2009 jako ,,jakékoliv
latka nebo smés urcend ke kontaktu s vnéjSimi ¢astmi lidského téla (epidermis, vlasy, nehty, rty
a vn&j$i pohlavni organy) s cilem vyluéné€ nebo ptevazné je Cistit, parfémovat, ménit jejich
vzhled, chranit je, udrzovat v dobrém stavu nebo korigovat télesné pachy* [32].

2.6.1 Emulze
Z fady kosmetickych pripravki je asi nejpouzivanéjsi formou emulze. Emulze jsou koloidni
disperze tvofené ze dvou nebo vice nemisitelnych materidlti, ve kterych je jeden material
(nespojitd/vnitini faze) suspendovan nebo dispergovan v jiném materialu (kontinualni/vné;si
faze) v odd¢lenych kapickach [33, 34].

Podle International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) je emulze definovana
jako kapicky kapaliny a/nebo tekuté krystaly rozptylené v kapalin€. Emulze se pfipravuji
rozptylenim vnitini faze ve vnéj$i fazi. Emulze mohou byt bud’ typu voda v oleji (V/O), nebo
olej ve vodé (O/V). Pokud je vnitini faze lipofilni dispergovana ve vnéjsi hydrofilni vodné fazi,
ziska se emulze typu olej ve vodé (O/V). Na druhé strané existuji emulze voda v oleji (V/O),
kde je hydrofilni vodna faze dispergovana v kontinualni lipofilni fazi. Vedle dvou zakladnich
typl emulzi existuji i rizné typy piechodovych fazi, které se nazyvaji smésné emulze [34, 35].

Zpisoby vyroby emulzi rozd¢lujeme podle raznych kritérii. BéZné rozdé€leni vyroby emulzni
kosmetiky je na tii technologické operace: emulgace, homogenizace a egalizace. V prvni fazi
(emulgace) se vyrabi ptedemulze, coz je poCatecni smichani vodné a olejové faze za vyssi
teploty. Ve druh¢ fazi probiha proces zmensovani ptivodné vytvorenych ¢astic a v posledni fazi
probiha proces michéani, kdy uhel michadla je jiny nez osa nadoby. Pfi vyrobé emulzi se
pouzivaji povrchové aktivni latky zvané emulgatory ke zpomaleni procesu oddélovani
nemisitelnych fazi. Také se emulgatory pouzivaji na stabilitu emulze. Vsechny emulze jsou ze
své podstaty nestabilni s vyjimkou nékterych spontanné se tvoticich mikroemulzi [33, 35].

Kromé emulgatori se do kosmetickych emulzi ptidavaji dalsi typy ptisad jako naptiklad
zmékc¢ovadla, ktera zlepsSuji senzorické vlastnosti emulzi a maji za nasledek lepsi roztirani na
pokozku. Dalsi pfidavanou ptisadou jsou hydratacni a zvlh¢ujici latky, které zvySuji a kontroluji
stav hydratace pokozky. V piipadé potfeby se piidavaji Cinidla zvySujici viskozitu, aby se
zvysila viskozita vnéjsi faze. Dale se mohou ptidavat aktivni latky nebo konzervanty, které
zabrafiuji ristu mikrobd, zejména v emulzi O/V. Mizeme také piidat parfémy a barviva pro
estetické ucely [34].

2.6.2 Surfaktanty
Surfaktant neboli tenzid je zkracenou formou terminu povrchové aktivniho ¢inidla, ktery ma
dvoji charakteristiku — jsou amfifilni, tedy soucasné hydrofilni a hydrofobni. Sam o sobé
surfaktant naznacuje povrchoveé aktivni povahu téchto dvou tfid a jejich tendenci adsorbovat se
na rozhrani. Polarni ¢ast vykazuje silnou afinitu k polarnim rozpoustédlim a ¢asto se nazyva
hydrofilni ¢ast. Apolarni ¢ast se nazyva hydrofobni nebo lipofilni, ktera pfitahuje olej [36].

Surfaktanty Ize rozdélit do Ctyf kategorii: aniontové, kationtové, amfoterni a neiontové, jak
muzeme vidét na Obr. 9. Aniontové surfaktanty vedou po rozpusténi ve vodé ke vzniku zaporné
nabitého iontu surfaktantu. Aniontové surfaktanty jsou nejrozsitené;si v pfipravcich na prani,
myti nadobi a v Samponech, protoze maji vynikajici Cistici vlastnosti. Jsou relativné netoxické
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a potencial rozpustnosti surfaktantu ve vod¢ je urcen pfitomnosti dvojnych vazeb mezi uhliky
Vv hlavnim fetézci [36].

U kationtovych surfaktantti je povrchové aktivni ¢ast molekuly nabita kladné. Jsou dobrymi
emulgatory, a zvlasté uzitecné jsou V dezinfekénich prostiedcich na ruce. Jsou ptitahovany
K mistim S negativnim nabojem a mohou se na tato mista navazat, ¢imz poskytnou mekky
a pohodlny pocit, diky kterému se ¢asto pouzivaji do avivaze. Maji vyznamny mikrobicidni
ucinek a jiz ve velmi nizkych koncentracich potlacuji respiraci bun¢k a usmrcuji bakterie,
plisné, kvasinky. V kosmetice se s kationaktivnimi latkami setkivame zejména u kondicionéru
a jsou nezbytnou soucasti laki na vlasy [35, 36].

Amfoterni surfaktanty maji kationtova i aniontova centra pfipojena ke stejné molekule. Jsou
mén¢ béZna nez ostatni surfaktanty. Jsou velmi jemné, diky ¢emuz jsou vhodné pro pouziti
Vv prostifedcich osobni péce a Cdisticich prostiedcich pro domécnost. Jsou kompatibilni
s ostatnimi kategoriemi surfaktantti. Také maji vynikajici dermatologické vlastnosti a Casto se
pouzivaji v Samponech [36].

Neiontové surfaktanty jsou takové, které ve vodném roztoku neionizuji a jsou diky své
hydrofilni skupiné nedisociovatelného typu. Nemaji elektricky ndboj a jsou vybornymi
odstraniovac¢i mastnoty, ¢imzZ maji Siroké uplatnéni v pracich prostfedcich a domacich cisticich
prostiedcich [36].

Hydrofilni ¢ast Hydrofobni ¢ast

Neiontové /\/\/\/\/\
Aniontové — /\/\/\/\/\

Kationtové + /\/\/\/\/\
e
Amfoterni - -+ /\/\/\/\/\

Obr. 9: Rozdéleni surfaktantit — upraveno [36]

2.6.3 Konzervacni latky
Konzervac¢ni latka je takové chemické €inidlo, které za danych podminek zabranuje ristu,
pfezivani nebo mnoZeni mikroorganismi, jako jsou bakterie, kvasinky a plisn¢ v kosmetickém
vyrobku. Konzervaéni latky maji bakteriostatickou nebo baktericidni aktivitu v zavislosti na
jejich ucinku na mikroorganismy. [35, 37]

2.7 Vlasova kosmetika
Vlasy jsou dilezitou soucasti naseho télesného vzhledu. Jsou jednou z mala fyzickych

vlastnosti, které miZzeme zménit a manipulovat s nimi. Vlasova kosmetika se Siroce pouziva ke
zméné fyzikalnich i mechanickych vlastnosti vlasi a je navrzena pouze k ovlivnéni
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povrchového vzhledu vlast. Dospély lidsky vlas je Siroky asi 20-180 pum a obecné dortsta
délky ptiblizn¢ 90 cm. [38—40]

2.7.1 Stavba vlasu
Ve zjednoduseném pohledu lze vlas rozdélit do dvou struktur: fotikula a vlasovy stvol.
Fotikula je por, ze kterého kazdy vlas vyrusta a ktery obklopuje kofen a pramen vlasu. Protoze
se vlasova kosmetika zabyva povrchovymi tpravami, bude zde zminovana stavba prevazné
vlasového stvolu. Vlasovy stvol je sloZzen zejména z keratinového proteinu. V zavislosti na typu

vlasti mize tento protein tvofit 65-95 % hmotnosti vlas. Vlasovy stvol je uspofadan do tii
hlavnich oblasti: kutikula, ktra a dfen [41].

Kutikula je nejvzdalengjsi vrstva. Jedna se o vnéjsi ochranou vrstvu, ktera ma hladky vzhled,
umoznuje odraz svétla a omezuje tieni mezi vlasovymi stonky. Je zodpovédna za lesk
a strukturu vlasu. Jak vlasy rostou, jsou vystaveny upravam, které opotiebovavaji okraje
kutikul, az mtze dojit k odhaleni vnitfku vlasu, kde se nachazi kira. Ktra se sklada ze svazka
bilkovin a dodava vlasim vnitini silu. Posledni ¢asti je dien, kterd prochazi sttedem kury. Je
piitomna pouze v ¢asti vlasovych vlaken a pravdépodobné jde o zbytkovou slozku [40, 41].

2.7.2 Rastvlasu

Rast vlasii probiha cyklicky, ale kazdy fotikul funguje jako nezévisla jednotka. Bunécny
cyklus se sklada ze tii fazi: faze rdstu (anagen), faze regrese (katagen) a faze odpocinku
(telogen) (Obr. 10). Ve fazi aktivniho ristu fotikuly se produkuje cely vlasovy stvol od $picky
ke kotfinku. Trvani anagenu urCuje délku vlasu a je zavislé na pokracujici proliferaci
a diferenciaci bunék. Délka anagenni faze se s vékem snizuje a dramaticky se snizuje u jedinci
s alopecii. Katagen obvykle trva asi dva tydny a jedna se o obdobi involuce, které ma za
nasledek tvorbu vlasu poté, co mnoho bunék ve vnéjsi kofenové pochvé podstoupi bunéénou
smrt (apoptoza). Telogen (klidova faze) trva na pokozce hlavy né€kolik mésict a vlasy Vv této
fazi jsou nakonec vytlaceny rostoucim anagennim vlasovym stvolem. [42, 43]

Anagen Katagen Telogen  Anagen

Obr. 10: Faze rustu vlasu — upraveno [44]

2.7.3 Konopny hydrolyzat ve vlasové kosmetice
Kosmetické procedury a produkty mohou vyvolavat nevratné zmény na vlasech. Pokud dochazi
k poskozeni vlast, ztraceji pevnost, pruznost a hladkost. Vlasové kosmetické ptipravky na bazi
proteinli vyuZzivaji vlastnosti a funkce proteind, které mohou reagovat s vlasovymi vlakny
a zlepSovat nebo obnovovat nékteré jejich vlastnosti. Proteinové pfipravky jsou povazovany za
vyjimecné feSeni pro vyvoj nové vlasové kosmetiky, nebot’ proteiny, proteinové hydrolyzaty,
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peptidy i aminokyseliny mohou vlasim ptidat nékolik funkci, naptiklad posileni, objem,
hladkost a tipravu vlast, a také je chranit pred vnéjsimi vlivy [45].

Proteiny, které hraji dominantni roli t¢éméf ve vSech biologickych procesech najdeme i na
naSich vlasech. Jejich hlavni funkci je enzymova katalyza, pfenos malych molekul a iontd,
mechanickd podpora, ochrana a mnoho dalSich prospésnych vlastnosti. Z toho divodu je
snadno pochopitelny jejich ptidavek do kosmetickych produkti. Jak jiz bylo psano vyse, vlas
se sklada pfevazné z vlaknitého strukturniho proteinu s vysokym obsahem siry, ktery se nazyva
keratin. OznaCuje se vysokym obsahem cysteinu. Tvorba intramolekularnich
a intermolekularnich disulfidickych vazeb do zna¢né miry odpovida za mechanickou pevnost
vlasa [45-47].

Proteiny jsou dlouhodobé povazovany ze velmi uzite¢nou slozku pro zdravé vlasy, protoze
maji schopnost vazat vodu. Vétsina proteinovych derivati, které se pouzivaji pro kosmetické
ucely, se ziskava z jednoduchych proteinti. Hlavnim kritériem pro vybér zdrojii bilkovin je
dostupnost a hospodarnost. Aby byly proteiny vhodné pro pouziti do vlasové kosmetiky
(kosmetika na vodni bazi), je nutné je prevést do rozpustné formy, ktera je praktictéjsi pro ucely
formulace. Jedna se 0 hydrolyzu neboli §tépeni makromolekul proteinu s nasledkem porusSeni
n¢které peptidové vazby. Pti rozdéleni proteinu na mensi ¢asti vodou a katalyzatorem se vytvori
ve vodé rozpustné peptidy, které mohou mit pozitivni ucinky v kosmetickych ptipravcich.
Hydrolyzovany protein byl navrzen pro oSetfeni trvalou ondulaci, aby se zabranilo poskozeni
vlasovych vlaken [46].

2.8 Analytické metody
2.8.1 Spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie je instrumentalni analytickd metoda, ktera vyuziva optické
vlastnosti latek. Molekuly absorbuji zafeni v UV-VIS oblasti (200-800 nm) a vytvareji zmény
mnozstvi zafeni dopadavajici na detektor. Béhem analyzy je sledovana interakce molekul se
zatenim. Latky je mozné analyzovat kvalitativné i kvantitativné. U kvalitativni analyzy se
porovnavaji spektra analyzovanych latek se spektry standardi. Kvantitativni analyzu popisuje
Lambert-Beeruv zakon (1), ktery fika, ze absorbance (A) je pfimo tmérna koncentraci
absorbujici latky (C), molarnimu absorpénimu koeficientu (¢) a tloust’ce absorbujici vrstvy (1)
[48].

A=c-¢e-1 Q)

Aby byl svételny zdroj vhodny, musi generovat paprsek zareni s dostatecnym vykonem pro
snadnou detekci. NejCasté)si zdroj zatreni se vyuziva wolframovd, halogenové zarovka nebo
deuteriova vybojka. Vybér vinové délky se provadi pomoci filtri nebo monochromatort.
Svételné paprsky, které prochazi prostorem pro vzorky vstupuji do detektoru, coz je posledni
cast spektrofotometru. Nejbéznéjsi detektory jsou fotonasobice, fotodiody nebo diodového
pole. Méfena veli¢ina je absorbance zareni pii prostupu vzorku [49].

2.8.2 Kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie se fadi mezi separacni metody. Jedna se o metodu, pii které se
odd€luji slozky obsazené ve vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze. Prvni faze je stacionarni (nepohybliva) a druha je mobilni (pohybliva) [50].
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Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) je forma kolonové chromatografie, pii
niz se za vysokého tlaku Cerpa vzorek, Ktery je rozpustén v mobilni fazi pfes kolonu, ve které
je stacionarni faze. Vlastnosti vzorku, rozpoustédla i stacionarni faze urcuji rychlost jejich
prachodu kolonou (retenéni Cas). Vzorky, které maji nejsiln€jsi interakce se stacionarni fazi
prochazi kolonou nejpomaleji, coZz znamend, Ze jejich retencni Casy jsou vysoké. Naopak
vzorky, které vykazuji nizkou interakci se stacionarni fazi se vyznacuji kratkymi reten¢nimi

Casy [50].

Separace analyti ve vzorku muize byt provedena bud’ izokratickou eluci, u které ziistava
slozeni mobilni faze stejné, nebo gradientovou eluci, kde se slozeni mobilni faze v pribéhu
podle podminek podporujici disociaci analytu od stacionarni faze méni. Po vystupu z kolony
prochazi mobilni faze detektorem. Detektor generuje signal, ktery souvisi s mnozstvim analytu
vystupujiciho z kolony [50].

2.8.3 Analyticka centrifuga

Analyticka centrifuga je separacni metoda, pii které se Castice ve vzorku oddé€luji na zakladé
jejich hustoty a odstredivé sily. Je vybavena specidlnim optickym systémem pro sledovani
priabé¢hu sedimentace a ve srovnani s preparativnimi ultracentrifugacemi se nepouziva
k separa¢nim ucelim. V souCasné dobé je analyticka centrifuga jednou z nejvhodnéjsich
a nejvSestranngj$ich metod pro kvantitativni analyzu makromolekul v roztoku. Analyticka
centrifuga je zalozena na principu, ze Castice ruznych velikosti a hustot sedimentuji riznou
rychlosti. Malé¢ mnozstvi vzorku je naddvkovéno do kyvety, ktera je nasledné umisténa do
centrifugy a dochazi k odstiedéni pti vysokych otackach [51, 52].

2.9 Antimikrobialni testy

Testy antimikrobidlni citlivosti se pouzivaji k urCeni, na ktera konkrétni antibiotika jsou
konkrétni bakterie nebo houby citlivé. Vysledky jsou bézné uvadény jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), ktera je kliCovym ukazatelem Uc¢innosti antimikrobialniho ¢inidla a je
definovédna jako koncentrace, pii které je za definovanych rastovych podminek zabranéno
viditelnému rlistu testovaného mikroorganismu. Hodnota MIC slouzi jako zaklad pro posouzeni
kategorie citlivosti patogenu k danému antibiotiku. DalSi méfenou hodnotou mize byt
minimdalni baktericidni koncentrace (MBC), kterd udava nejnizsi koncentraci antimikrobidlni
latky, ktera zabije 99,9 % bakterii [53, 54].

2.9.1 Testovaci mikroorganismy
Escherichia coli
Escherichia coli (E. coli) je gramnegativni vSestranna bakterie. Snadno podléha pfirozenym
a ndhodnym genetickym zméndm. BéZné se vyskytuje ve stfevech lidi a teplokrevnych zvitat.
Vétsina kment E. coli je neSkodna. Do c¢lovéka se dostane piedev§im konzumaci
kontaminovanych potravin, jako jsou syrové nebo nedostate¢né tepeln¢ upravené mleté masné
vyrobky, syrové mléko a kontaminovana syrova zelenina [55, 56].

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermis (S. epidermidis) je grampozitivni kokova bakterie, ktera tvoii shluky.
Jedna se o fakultativniho anaeroba. Ve svém pfirozeném prostiedi, jako je lidska kiize nebo
sliznice jsou obvykle neskodné. Je to vSak oportunni patogen, ktery muze zptsobit virulenci
(schopnost vyvolat infekci), jakmile napadne lidské télo prostiednictvim 1ékaiskych
a protetickych zafizeni [57].
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Cutibacterium acnes
Cutibacterium acnes (C. acnes) diive Propionibacterium acnes je ¢lenem kozni mikroflory
vyskytujici se pfevazné v oblastech bohatych na mazové zlazy. C. acnes je grampozitivni
ty¢inkova bakterie. Je povazovan za aerotolerantniho anaeroba, protoze ma enzymatické
systémy schopné detoxikovat kyslik, coz mu umoziuje udrzet se na povrchu ktize. Je hlavni
komenzalni bakterii sidlici na zdravé lidské ktzi. Hraje dtlezitou roli pfi udrzovani zdravi kize,
ale také se podili na patogenezi nékolika onemocnéni a infekei [58, 59].

Candida glabrata
Candida glabrata (C. glabrata) je haploidni pupenova kvasinka, ktera predstavuje az 29 %
vSech infekci krevniho fecisté zpusobeny kandidami. Donedavna byla povazovéna za relativné
nepatogenni houbovy organismus lidskych slizni¢nich tkani. Na rozdil od jinych druhi
Candida, C. glabrata neni dimorfni a existuje jako mala nepohlavni spéra, ktera za vSech
podminek prostiedi pusobi jako patogen. Infekce kvasinou C. glabrata je jedna
Z nejpocetnéjsich, ovsem je ji obtizné 1éc¢it [60, 61].

2.9.2 Difazni testy

Difuzni metody jsou jednoduché a praktické a byly dobfe standardizovany. Diskovy diftzni
test nabizi mnoho vyhod oproti jinym metodam. Patii mezi n¢ jednoduchost, nizka cena,
schopnost testovat obrovské mnozstvi mikroorganismi a antimikrobialnich latek a snadnost
interpretace vysledkt. Také nevyzaduji zadné specialni vybaveni. Nevyhodou je, Ze nejsou
vhodna ke stanoveni MIC, jelikoZ neni moZné kvantifikovat mnozstvi antimikrobiélniho ¢inidla
difundovaného do agarového média. Dalsi nevyhodou difizniho testu je chybé&jici mechanizace
nebo automatizace testu [53, 54].

Agarové diskové difuzni testovani je oficidlni metodou pouzivanou v mnoha klinickych
mikrobiologickych laboratotich pro rutinni testovani antimikrobidlni citlivosti. Agarové plotny
se naockuji standardizovanym inokulem testované¢ho mikroorganismu. Potom se na povrch
agaru umisti kotoucky filtraéniho papiru, které obsahuji testovanou slouceninu (Obr. 11).
Petriho misky se inkubuji za vhodnych podminek. Obecné antimikrobialni ¢inidlo difunduje do
agaru a inhibuje mnozeni a rust testovaného mikroorganismu a poté se méfi pruméry
inhibiénich rastovych zon [53].

Agarova jamkova difuzni metoda se Siroce pouziva k hodnoceni antimikrobidlni aktivity
rostlin nebo mikrobidlnich extraktd. Podobné jako u postupu pouZivaného u diskové difuzni
metody se povrch agarové plotny naockuje nanesenim urcitého objemu mikrobidlniho inokula
po celém povrchu agaru. Poté se do agaru prorazi otvor a do jamky se napipetuje vzorek
(Obr. 11). Poté se plotny inkubuji za vhodnych podminek v zavislosti na testovaném
mikroorganismu. Antimikrobidlni ¢inidlo difunduje v agarovém médiu a inhibuje rhst
testovaného mikrobialniho kmene [53].
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Obr. 11: Agarovy diskovy (vlevo) a jamkovy (vpravo) difiizni test

2.9.3 Diluéni metody
Dilu¢ni metody jsou nejvhodnéjsi pro stanoveni hodnoty MIC, protoze nabizeji moznost
stanovit koncentraci testovaného antimikrobidlniho ¢inidla v agaru nebo bujonu. Zaznamenana
hodnota MIC se obvykle vyjadiuje v pg/ml nebo mg/l [53].

Obr. 12: Dilucni test

Mikro nebo makro dilu¢ni bujénova metoda je jednou z nejzékladnéjSich metod testovani
antimikrobidlni citlivosti. Postup zahrnuje ptipravu dvojnasobného tfedéni antimikrobidlniho
¢inidla v kapalném ristovém médiu nadavkovaném do zkumavek za pouziti mikrotitracni
desti¢ky, nejcastéji 96jamkové (Obr. 12). Poté se kazda zkumavka nebo jamka naockuje
mikrobidlnim inokulem pfipravenym ve stejném médiu po nafedéni standardizované
mikrobidlni suspenze upravené na 0,5 McFarlandovy stupnice. Po dobrém promichéani se
naockované zkumavky nebo 96jamkova mikrotitracni desticka inkubuji za vhodnych podminek
Vv zavislosti na testovaném mikroorganismu. MIC je nasledné detekovana pouhym okem. Pro
stanoveni koncového bodu MIC mohou zobrazovaci zafizeni usnadnit ¢teni mirkodilu¢nich
testi a zadznam vysledkli s vysokou schopnosti rozeznat rist v jamkach. Kromé toho bylo
vyvinuto nékolik Kolorimetrickych metod zaloZenych na pouziti barvicich ¢inidel. Lze pouzit
napiiklad resazurin jako redoxni indikator. Jedna se o slabé nefluorescen¢ni modré barvivo,
které je aktivnimi bakteriemi redukovano na fluorescenéni rizovy resofurin [53, 62, 63].
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2.10 Stanoveni stability
Test stability se provadi v kosmetickych a zdravotnickych vyrobcich. Lze jej definovat jako
proces hodnoceni produktu, aby se zajistilo, ze kli¢ové vlastnosti produktu se nebudou
Vv pribéhu ¢asu ménit. Ocekava se, Ze testy stability nebudou zhorSovat fyzikalné-chemickou
strukturu produktu a budou vhodné pro mikrobiologické aspekty. Testy stability se provadéeji
dvéma zpusoby: ,testy v realném Case* a ,,zrychlené starnuti* [34, 64].

Test antimikrobidlni konzervaéni ¢innosti méti ucinnost antimikrobidlnich konzerva¢nich
latek ptidavanych do nesterilnich davkovych forem nebo vicedavkovych obalti, aby zabranily
rustu mikroorganismil, které mohou byt ndhodné zavedeny béhem vyrobniho procesu nebo
pouziti produktu [65].
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3 CILE PRACE

V ramci diplomové prace se zaméfenim na moznosti vyuziti konopnych extrakti v kosmetice
byly feseny nésledujici ukoly:

1.

w

Literarni reSerSe — popis rostliny konopi, odrtidy; zpracovani technického konopi; frakce
a jejich slozeni

Charakterizace vybranych extraktii z nékolika casti rostliny konopi; optimalizace
stanoveni biologicky aktivnich latek

Ptiprava kosmetickych emulzi s obsahem konopnych frakci

Stanoveni antibakterialniho a antifugdlniho u¢inku emulzi s ptidavkem konopi
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
ABTS, Sigma Aldrich (SRN)
Agar powder, Himedia (IND)
BHI Broth médium, Himedia (IND)
Capryl/Caprylyl glukosid, Handymade (SK)
Clearthix, Alchemy ingredient (GB)
Coco Glukosid, Handymade (SK)
Cosgard, Handymade (SK)
Decyl glukosid, Handymade (SK)
Dimethylsulfoxid, Lachner (CR)
Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)
Ecokons, Alexmo Cosmetics (DE)
E-Leen Green A, Minasolve (BEL)
E-Leen Green C, Minasolve (BEL)
E-Leen Green OR, Minasolve (BEL)
Ethanol 96%, p.a., LachNer (CR)
Ethanol pro UV-VIS, p.a., LachNer (CR)
Euxyl K903, Handymade (SK)
Fenoxyethanol, Acetrade (CR)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, Serva (SNR)
Glycerol 99%, Sigma Aldrich (SNR)
Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)
Chlorid hlinity, p.a., LachNer (CR)
Kanabidiol CBD, Sigma Aldrich (SNR)
Kanabigerol CBG, Sigma Aldrich (SNR)
Kanabichromen CBC, Sigma Aldrich (SNR)
Kanabinol CBN, Sigma Aldrich (SNR)
Katechin, Sigma Aldrich (SNR)
Kyselina citronova, Fichema (CR)
Kyselina gallova, Sigma Aldrich (SNR)
Lauryl Glukosid, Handymade (SK)
LB médium, Sigma Aldrich (SNR)

Pentylenglykol, Kosmetické suroviny s.r.o. (CR)

Ricinovy olej, Handymade (SK)

SBD médium, Sigma Aldrich (SNR)
Sodium Cocoyl Glutamat, Ajinomoto (JP)
Sodium Cocoyl Glycinat, Ajinomoto (JP)
Sodium Myristoyl Glutamat, Ajinomoto (JP)
Uhligitan sodny, p.a., LachNer (CR)
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4.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy Boeco (SRN)
Analyzator disperzi — analyticka centrifuga, LUMISizer (SRN)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)
Hiidelova michacka, Maneko (CR)
Kolona Arion Plus C18 3,0 um, 4,6 x 150 mm, ARION CHROMATOGRAPHY
Mikrovinny autoklav Microjet, Rodwell (GB)
Spektrofotometr, Biontech Implen (SRN)
Temperovana trepacka HeidolphUnimax 1010, Labicom (CR)
Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

4.3 Pouzité mikroorganismy
Mikroorganismy byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng.

Cutibacterium acnes CCM 3437
Escheria coli CCM 3954
Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Candida glabrata CCM 8270

4.4 Konopné extrakty

Celkem pét konopnych extraktii bylo poskytnuto primyslovym vyrobcem k testovani. Pfi
vyrob¢ extraktti byla pouzita dvé extrahovadla, tetrafluorethan (TFE) a ethanol (EtOH), a byly
ziskany extrakty bez obsahu rozpoustédla. Nasledn¢ byly extrakty nami ziedény
dimethylsulfoxidem (DMSO) a pentylenglykolem (PG) v poméru 1:4 a 1:9 (Tabulka 1). Na
extrakci byly pouzity kvéty a listy. V praci je snaha porovnat rozdily v obsahu biologicky
aktivnich latek v extraktech pfipravenych s jinym extrahovadlem nebo V jednotlivych
odradach.

Tabulka 1: Pouzité extrakty

Odrida Nazev Extrahovadlo! | womso | WpG 1:4 | WPG 1:9
pouZivany [o/g] | [g/al | [9/d]
V praci
Santhica 70 extrakt 1 TFE 6,196 | 19,901 | 9,90
Santhica 70 extrakt 2 EtOH 6,188 | 19,891 | 9,82
Santhica 70 extrakt 3 TFE 6,197 | 19,888 | 7,92
Futura 75 extrakt 4 EtOH 6,205 | 19,899 | 10,02
Fibror 79 extrakt 5 EtOH 5,756 | 19,890 | 10,01

4.5 Konopny hydrolyzat
Konopny hydrolyzat byl piipraven V paralelni bakalaiské praci. Bylo rozpusténo 160 g
konopnych vyliskti z odriady Santhica 70 v jednom litru vody. Nasledné byl pfipraveny
hydrolyzat dan do autoklavu. Poté doslo k upraveni pH na hodnotu 8,92 pomoci hydroxidu
sodného. Po upravé pH bylo do konopného hydrolyzatu piidano 10 ml enzymu A a poté byl
dan na 24 hodin na tiepacku. Nasledujici den doslo ke staceni hydrolyzatu a odbéru konopnych
vyliskl. Nésledn€ byl hydrolyzat opét sterilizovan. Vysledné pH konopného hydrolyzéatu

! Koncentrace rozpoustédel neni znama, z ditvodu interniho postupu primyslového vyrobce
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bylo 6,54. Hydrolyzat byl nasledné rozdélen do mensich zkumavek a ulozen v mrazaku do té
doby, nez byl pfidavan do kosmetickych produkti. U konopného hydrolyzatu byl stanoven
obsah proteint (celkového dusiku) Kjeldahlovou metodou. Bylo potvrzeno, Ze ptipraveny
konopny hydrolyzat obsahoval 12,27 % proteinu [66].

4.6 Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity
Spektrofotometrické  stanoveni  antioxidaéni  aktivity = vyuziva  2,2"-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin)-6-sulfonovou kyselinu (ABTS). Metoda spo¢iva v hodnoceni schopnosti
vzorku zhéSet kation-radikal ABTS-*. Vysledna antiradikalova aktivita vzorku byla srovnana
s antiradikalovou aktivitou syntetické standardni latky, v tomto piipadé derivatu vitaminu E
TROLOXu.

Byl pfipraven standardni roztok TROLOXu o koncentraci 1 mg/ml a byla sestavena
kalibra¢ni kfivka v rozmezi 50-400 pul/ml. Zasobni roztok ABTS-" byl zfedén ethanolem pro
UV-VIS na absorbanci 0,7+0,02 pti A = 734 nm.

Do kyvety bylo napipetovano 10 ul destilované vody a pfidan 1 ml ziedéného ATBS-*. Ve
bylo fadné promichano a ihned byla zméfena absorbance v ¢ase 0 (At=0). Do dalsi kyvety bylo
napipetovano 10 pl vhodné nafedéného extraktu a byl pfidan 1 ml ABTS-*. Vzorek byl dobte
promichan a uloZzen na temné misto na 10 minut. Po 10 minutidch byla okamzité zmétena
absorbance (Ai=10). Vysledné absorbance, které byly pouzity pro vyhodnoceni analyzy, byly
ziskany odeétenim hodnoty absorbance vzorku v ¢ase 10 (A=10) od slepého vzorku v ¢ase 0
(AFO).

4.7 Stanoveni chlorofyla
Stanoveni chlorofylu A a B se méfi spektrofotometricky pii vinovych délkach
A =645 a 663 nm. Jako blank bylo vyuzito rozpoustédlo.

Nejprve byly extrakty zfedény ethanolem. Nasledné byla nastavena na spektrofotometru
vinova délka A = 645 nm a proti blanku byl vzorek zméfen 3x. Poté byla vinova délka zménéna
na i =663 nm a opét byl kazdy vzorek zméfen 3x.

Koncentrace chlorofylu A (ca) a chlorofylu B (c») byly vypocitany pomoci rovnic (2) a (3).
Ca = 12,70 ) A663 - 2,69 b A645 (2)

Cb = 22,90 ) A64-5 - 4',68 ' A663 (3)

4.8 Stanoveni fenolickych liatek
Na stanoveni fenolickych latek se vyuziva reakce polyfenoli s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem
za vniku modrého produktu, jehoz intenzita byla méfena spektrofotometricky. Jako standard
byla pro ziskani kalibracni kiivky pouzita kyselina gallova. Byly pfipraveny jeji roztoky
o rozdilné koncentraci v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla ziedéného vodou v poméru
1:9, 1 ml destilované vody a 100 ul extraktu. Roztok byl pofadné promichan a ponechan 5 minut
stat. Nasledné byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Opét byl vzorek fadné
promichéan na vortexu a ponechan 15 minut stat. Obsah ptitomnych polyfenol byl zméfen pii
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vinové délce A = 750 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zptisobem,
akorat namisto 100 pl extraktu bylo pfidano 100 ul destilované vody.

4.9 Stanoveni flavonoidi
Ke spektrofotometrickému stanoveni celkovych flavonoida se vyuziva reakce s hlinitou soli
a dusitanem sodnym. Jako standard je zde pouzit katechin, ze kterého byla sestrojena kalibrac¢ni
ktivka v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5%
dusitanu sodného. Roztok byl promichan a ponechan 5 minut stat. Nasledné bylo pfidano 0,2 ml
10% roztoku chloridu hlinitého. Roztok byl promichan a opét ponechdn 5 minut stat. Nakonec
bylo do roztoku pfiddno 1,5 ml hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. VSe bylo
promichdno a ponechano 15 minut stit. Obsah flavonoidi byl méfen pii vinové délce
A =510 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven stejnym zptisobem, akorat misto
0,5 ml extraktu bylo ptidano 0,5 ml destilované vody.

4.10 Stanoveni kanabinoidi pomoci kapalinové chromatografie
Obsahy kanabinoidi v jednotlivych extraktech byly analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie. Jako mobilni faze A byl pouzit acetonitril a mobilni fazi B byla Milli-Q voda.
Gradientova eluce (Tabulka 2) méla prutok 1 ml/min a jako kolona byla pouzita kolona Arion
Plus C18 3,0 um 150 mm x 4,6 mm. Teplota separace byla 30 °C a byl pouzit detektor
s diodovym polem. Pomoci naméfené kalibrace smési kanabinoidid (CBG, CBD, CBN, CBC)
v rozmezi 12,5-100 mg/ml byla nasledné dopocitana koncentrace jednotlivych kanabinoidu.

Tabulka 2: Gradientova eluce kanabinoidii

Cas [min] | MF A [%] | MF B [%]
0,0 30 70
0,3 30 70
2,3 100 0
5,3 100 0
8,3 30 70
11,0 30 70

411 Priprava kultivaénich médii pro mikroorganismy
Pro kazdy mikroorganismus byla ptipravena zivna média. Slozeni zivnych médii je uvedeno
v tabulce 3. Média byla smichana s destilovanou vodou a nasledné sterilizovana. Po
vychladnuti byla média pfipravena k pouziti.

Tabulka 3: Seznam kultivacnich médii pro kazdy mikroorganismu

Mikroorganismus Kultiva¢ni médium m sypkého

média na

100 ml [g]
Escherichia coli LB (Lysogeny Broth) 2,0
Staphylococcus epidermidis BHI (Brain Geart Infusion) 3,7
Cutibacterium acnes BHI (Brain Geart Infusion) 3,7
Candida glabrata SBD (Sabouraud Dextrose Broth) 3,0
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4,12 Priprava agaru
Pro ptipravu agaru bylo vzdy navazeno potifebné mnozstvi média a nasledné bylo ptidano 1,5 g
agaru na 100 ml tekutého média. VSe bylo rozpusténo v destilované vodé a roztok byl
sterilizovan. Nasledné byl agar nalit na Petriho misky.

4.13 Antimikrobialni u¢inek
4.13.1 Agarovy diftizni test
Pro 3 mikroorganismy (S. epidermidis, E. coli a C. acnes) byly provedeny agarové difuzni testy
pro extrakty rozpusténé v DMSO a v PG v poméru 1:4 a 1:9. Na pripravené agarové misky
S konkrétnim kultivaénim médiem pro kazdou bakterii bylo naneseno 50 pul predem narostlé
kultury. Pomoci plastové sterilni hokejky byla kultura rozetfena po celé misce. Pro E. coli
a S. epidermidis byly provedeny jak diftzni diskové testy, tak i difizni jamkové testy. Pro
C. acnes byly provedeny pouze diftizni jamkové testy

Pii difaznich diskovych testech bylo na filtra¢ni papirek napipetovano 2 pl vzorku a pomoci
sterilni pinzety byly polozeny na pfipravené agarové misky s kulturou. Na diftzni jamkové
testy bylo nejprve na Petriho misky s agarem naneseno 50 pl narostlé kultury a pomoci sterilni
plastové hokejky byla kultura rozetfena po celé misce. Nasledné pomoci sterilni $picky byla do
agaru vykrojena jamka, do které bylo vzdy napipetovano 5 pl vzorku. Jako kontroly byly u
diskovych i jamkovych testli pouzity 60% ethanol (pozitivni kontrola), dimethylsulfoxid
(DMSO) a pentylenglykol (PG) (kontrola rozpoustédla) a destilovana voda (negativni
kontrola). VSechny vzorky byly provadény v duplikatech. Po naneseni vzorku byly vS§echny
misky uloZeny na 24 hodin do termostatu pii teploté 37 °C. Poté byl vyhodnocen inhibi¢ni
ucinek.

4.13.2 Bujonovy diluéni test
Na bujonovy dilucni test byly vyuzity 96jamkové desticky. Pomoci dilu¢nich testi byly méteny
konopné extrakty rozpusténé v PG v poméru 1:4, extrakty rozpusténé¢ v DMSO, konopny
hydrolyzat a findlni Sampon s pfidavkem konopného hydrolyzatu a konopného extraktu. Také
byly provedeny kontroly Cistoty média, antimikrobialni test rozpoustédla (PG, DMSQO). Byla
provedena i pozitivni kontrola na 60% ethanol a negativni kontrola na Cistotu kultury.

Nejdiive byly 24 hodin dopiedu zaockované mikroorganismy (S. epidermidis, C. acnes,
C. glabrata), které se nechaly kultivovat. Nasledné byl kazdy mikroorganismus zfedén pomoci
Cistétho média na koncentraci 0,5 MFU (McFarland jednotky) a poté byl ziedén sterilnim
médiem 2000x.

Nejprve bylo do kazdé jamky na desticce napipetovano 100 pl sterilniho média pro kazdy
mikroorganismus. Do jamek s nejvyssi koncentraci bylo pfidano 50 ul média navic a poté bylo
piidano 50 pl vzorku. Poté bylo provedeno fedéni dvojkovou fadou. Cely obsah (200 ul) byl
pipetou promichan a nasledné bylo 100 pl pfeneseno do dalsi jamky koncentra¢ni fady. Pii
posledni koncentraci bylo 100 pl odstranéno, aby v kazdé jamce byl stejny objem. Nakonec
bylo do jamek ptidano 100 pl natfedéné kultury. Na kontrolu média bylo do jamek napipetovano
200 pl média. Na kontrolu kultury bylo napipetovano 100 ul média a 100 pl kultury a na
pozitivni kontrolu bylo do jamek napipetovano 50 pl média, 50 ul 60% ethanolu a 100 pl
kultury.
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Vsechny ptipravené desti¢ky byly analyzovany pomoci ELISA pfi vinové délce A = 630 nm.
Nasledné byly desticky na 24 hodin ulozeny do termostatu pii 37 °C a po 24 hodinach byla opét
zmeétena absorbance pfi stejné vinové délce.

4.13.3 Ovéreni schopnosti bunék tvorit kolonie
Pro kazdy mikroorganismus (S. epidermidis, C. acnes, C. glabrata) byly ptipraveny agarové
Petriho misky. Vytvofena papirova Sablona, ktera méla uspofadani jako 96jamkova desticka,
byla umisténa na spodni stranu misky. Po inkubaci a zméfeni na ELISA po 24 hodinach byla
smés v kazdé jamce zaoCkovand na agarové misky tak, jak byly umistény v desti€ce pomoci
sterilni klicky. Hotové Petriho misky byly umistény do termostatu na 24 hodin pti 37 °C. Druhy
den bylo vizualné vyhodnoceno, zda nékteré jamky obsahuji zivé mikroorganismy (Obr. 13).
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Obr. 13: Oveéreni schopnosti kultury tvorit kolonie

4.13.4 Schopnost pieziti mikroorganismu — stanoveni pomoci resazurinu

Po inkubaci 24 hodin v termostatu, druhém zméteni na ELISA a vytvoteni Petriho misek na
oveéfeni schopnosti bunék tvofit kolonie bylo do kazdé jamky ptidano 20 upl resazurinu
0 koncentraci 0,15 mg/ml. Resazurin je latka, ktera je schopna zménit barvu pfi
zivotaschopnosti kultury. Modré barva (negativni vysledek) znamend, Ze kultura v jamkéach
nebyla metabolicky aktivni. RiZova barva (pozitivni vysledek) znamena Zivotaschopnost
kultury (metabolickou aktivitu). Po naneseni se desti¢ka nechala 30 minut inkubovat pti 37 °C
a nasledné byla zméfena dvakrat absorbance pii vinové délce A = 570 nm (Obr. 14).

Obr. 14: Resazurinovy test
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4.14 Analyticka centrifuga
Dva zkusebni sampony (jeden s konopnym hydrolyzatem a jeden bez konopného hydrolyzatu)
a finalni verze Samponu byly dény na analytickou centrifugu a sledovala se stabilita
kosmetického produktu. Kazdym Samponem byly naplnény dvé kyvety pomoci injekéni
stiikacky s jehlou po rysku. Vzorky byly dany do analytické centrifugy na 17 hodin pfi teploté
25 °C na 4000 ot/min.

4,15 Zatézovy test
Zatézovy test byl proveden s mikroorganismy E. coli, S. epidermidis a C. glabrata, které byly
zaoCkovany do konopného hydrolyzatu s konzervantem. Byl sledovan tbytek anebo nardst
mikroorganismu v Case, ¢imz se pozorovala G¢innost konzerva¢niho sytému produktu.

4.15.1 Stanoveni presné koncentrace mikroorganismi

Nejprve byla zjisténa presna koncentrace mikroorganismu pomoci desitkového fedéni. Den
pfed stanovenim byly zaockovany mikroorganismy do tekutého média a ponechany
v termostatu na 24 hodin pii teploté¢ 37 °C. Z narostlé kultury byla do sterilni zkumavky
nafedéna koncentrace 0,5 MFU. Poté bylo provedeno desitkové fedéni pomoci sterilni
destilované vody. Na Petriho misky bylo naneseno 100 pl ze zkumavek s fedénim 104, 10
a 10°® a pomoci sterilni hokejky bylo rozetieno na misky s agarem. Od kazdého fedéni bylo pro
kazdy mikroorganismus pfipraveno 5 misek. Po zaschnuti kultury byly misky dany
do termostatu na 24 hodin pii 37 °C.

Nasledujici den byly na kazdé misce spocitany narostlé kolonie a byl vypocitan pramér. Pro
S. epidermidis byly kolonie poéitiny na miskach s fedénim 10 a primér ¢inil 279 KTJ na
100 ul (Obr. 15). Pro E. coli byly kolonie také po¢itany na miskach s fedénim 10 a primér
¢inil 374 KTJ na 100 pl. U C. glabrata byly kolonie po¢itany na miskach s fedénim 10
a primér ¢inil 6 KTJ na 100 pl. Jelikoz u C. glabrata se na misce s koncentraci 10 vytvofilo
malo kolonii, byla poté nanesena na Petriho misky koncentrace 102 (Obr. 16). Na koncentraci
10 bylo ale mnoho kolonii, které neslo snadno spocitat Proto byly na kazdé misce vytvoreny
tfi étverce 0 obsahu 1cm?. Hodnoty ze &tverci byly zpriimérovany a byl spo&itan obsah kolonii
na kazdé misce. Zde mohlo dojit k odchylce, protoze Slo o dal$i pasaz, kde mohl
mikroorganismus vykazovat jinou rychlost mnozeni.

Obr. 15: Petriho misky s agarem s naredénou kulturou S. epidermidis 10~
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Obr. 16: Petriho misky s agarem s naredénou kulturou C. glabrata 10

Bylo testovano 7 riznych konzervanti v konopném hydrolyzatu v u¢innosti konzervace vici
kazdému ze tii mikroorganismii. Byl navazen konopny hydrolyzat s konzervantem o celkové
hmotnosti 5 g. Do sady zkumavek s testovanym vzorkem pro S. epidermidis bylo od kazdé
piidano 450 pl kultury s fedénim 10, Do sady vzorek pro E. coli bylo do kazdé p¥idano 180 ul
kultury s fedénim 10 a do tieti sady vzorek pro C. glabrata bylo do kazdé ptiddno 26 ul kultury
s fedénim 107 Tabulka 4 znazorfiuje, kolik bylo p¥idano kolonii do jednotlivych hydrolyzati
s konzervanty. VSechny vzorky byly uchovany piti laboratorni teploté, aby co nejvice
odpovidaly podminkam, pii kterych jsou kosmetické ptipravky pouzivany.

Tabulka 4: Pocet kolonii priddno do konopného hydrolyzdtu s konzervantem

Mikroorganismus | Redéni | m (naFedéné m (celého Pocet kolonii dano
kultury) [g] | produktu)[g] | do produktu [KTJ]

S. epidermidis 104 0,45 5,45 1254
E. coli 10 0,18 5,18 674
C. glabrata 101 0,026 5,026 3286

4.15.2 Vyhodnoceni zatéZového testu
Pti zatézovém testu byly provedeny celkem tii odbéry, a to po 7, 14 a 32 dnech. Pti kazdém
odbéru byly vzorky hydrolyzatu s kulturou vortexovany a nasledné bylo odebrano uréité
mnozstvi, které bylo dano na Petriho misku s médiem a rozetfeno sterilni hokejkou. PO
zaschnuti byly Petriho misky uloZeny na 72 hodin do termostatu pfi teploté 37 °C. Po uplynuti
72 hodin byly na kazdé misce spocitany narostlé¢ kolonie mikroorganismu. Pi1 vyhodnocovani
byly napocitané kolonie vztazené na 1 g vzorku podle rovnice (4).

pocet kolonii na misce [KT]] (4)

KT =
¢ [KTJ/9g] mnozstvi dané na misku [g]

4.16 Vyuziti konopi v kosmetice

Byl vyroben $ampon na vlasy s piidavkem konopného hydrolyzatu a konopnych extraktt.
Konopny hydrolyzat byl pfidavan ptrevazné pro svij obsah proteinil, abychom zjistili, jaké
ucinky maji proteiny na vlasy. Konopné extrakty 2 a 5 byly vybrany, nebot’ pfi stanoveni
biologicky aktivnich latek, vnich bylo stanoveno nejvy$§i mnozstvi. Rozpusténé
v pentylenglykolu byly z toho divodu, Ze pentylenglykol je dvojsytny alkohol, ktery nema vliv
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na dehydrataci pokozky, ale ma schopnost vazat vodu. Dobfe pronika i do pokozky, ¢imz do ni
dopravuje ucinné latky.

4.16.1 ZkousSka surfaktanti
Pénivost $amponu je jednou z podminek, které by mél Sampon spliiovat. Proto byl proveden
test pénivosti ruznych kombinaci surfaktanti. Vzdy byly do stejné kadinky navazeny
kombinace surfaktantt (Tabulka 5) a poté byla ptidana voda do stejné celkové hmotnosti
10 grami. Poté bylo do kadinky vzdy umisténo vrtulkové michadlo a spustilo se michani
vzorku na stejnou rychlost po dobu 30 sekund. Nasledn¢ bylo pozorovano, ktera kombinace
surfaktantll vytvoii nejvice pény.

Tabulka 5: SlozZeni surfaktantii pri zkousce pénivosti

Zkouska 1 [0] Zkouska 2 [0]
coco glukosid 1,52 coco glukosid 0,97
lauryl glukosid 1,49 lauryl glukosid 1,03
sodium cocoyl glutamat 0,49 decyl glukosid 1,11
voda 6,50 voda 7,01
Zkouska 3 [a] Zkouska 4 [a]
coco glukosid 1,53 capryl/caprylyl glukosid 1,51
lauryl glukosid 1,49 coco glukosid 1,55
sodium cocoyl glycinat 1,01 lauryl glukosid 1,52
voda 6,00 voda 5,50
Zkouska 5 [0] Zkouska 6 [0]
capryl/caprylyl glukosid 1,52 coco glukosid 1,53
coco glukosid 1,55 decyl glukosid 1,02
decyl glukosid 1,53 sodium myristoyl glutamat | 0,31
voda 5,51 voda 7,21
Zkouska 7 [a] Zkouska 8 [a]
amisaft 2,01 capryl/caprylyl glukosid 1,64
coco glukosid 0,30 coco glukosid 1,52
sodium myristoyl glutamat | 1,58 sodium cocoyl glycinat 1,00
voda 6,20 voda 6,02
Zkouska 9 [0] Zkouska 10 [0]
coco glukosid 1,55 coco glukosid 1,54
decyl glukosid 1,52 lauryl glukosid 1,50
sodium cocoyl glycinat 1,01 decyl glukosid 1,56
voda 6,01 voda 5,53

4.16.2 Vyroba Samponu na vlasy s pridavkem konopi
Piesné navazky ingredienci do Samponu jsou v tabulce 6. Do misky byl navazen glycerol
a zahustovadlo clearthix S, které byly spolu potadné promichany. Nasledné byl ptidan ricinovy
olej. Do dalsi misky byly postupné navazeny surfaktanty, které byly kvantitativné prevedeny
do dalsi kadinky. Nasledné¢ byla navazena do misky voda s konopnym hydrolyzatem
a konzervantem, které byly pfility do kadinky k surfaktantim. Vodna faze byla pomalu
dukladné promichana a poté se po ¢astech prilévala ke glycerolu s olejem a smés se neustéle
michala. Po homogenizaci byl pfidan extrakt 2 a 5 vpoméru 1:1, ktery byl smichéan
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s pentylenglykolem v poméru 1:4. Sampon byl poté ponechan pies noc v nadobé, aby klesla
péna a nasledujici den byl napInén do lahvicek (Obr. 17).

Tabulka 6: SloZeni findlniho Samponu na viasy s konopnym proteinem

Slozka INCI [0] %
Glycerol Glycerin 110,05 | 9,94
Clearthix S Cellulose Gum, Algin 11,04 1,00
Ricinovy olej Ricinus communis 33,15 3,00
(Castor) Seed Oil
Coco glukosid Coco Glucoside 165,06 | 14,91
Lauryl glukosid Lauryl Glucoside 165,04 | 14,91
Sodium cocoyl glycinat | Sodium Cocoyl 11,01 0,99
Glycinate
Konopny hydrolyzat 220,09 | 19,88
Voda Aqua 379,57 | 34,29
Ecokons Benzyl Alcohol, 5,56 0,50
Cymbopogon
Flexuosus Herb Qil,
Tocopherol
Extrakt 2+5 v PG 1:4 6,27 0,57
Celkem 1106,8 | 100,00

Obr. 17: Pripraveny findlni Sampon zamichany (vlevo) a ndsledujici den (vpravo)

4.17 Senzoricka analyza Sampoénu s pridavkem konopného hydrolyzatu
a extraktu
Senzorické analyzy se zcastnilo 10 respondentl, kteti po dobu 14 dni testovali pfipraveny
Sampon s konopnym hydrolyzatem a extraktem (Obr. 18). Analyzy se zGcastnili 3 muzi
a 7 zen. 80 % respondentt bylo vékové mezi 20-30 lety. 20 % respondentii bylo vékoveé nad
50 let. Tti respondenti maji kratké vlasy. Dalsi tii respondenti maji vlasy po ramena a dal$im
ttem sahaji vlasy po prsa. U jednoho respondenta je délka vlasi k pasu.

Béhem 14 dnu, kdy probihalo testovani, pouzivali respondenti tento produkt na vlasy
a zaznamenavali si své poznatky, pozitiva i negativa. Vsichni respondenti se drzeli pokynu,
které jim byly ud€leny na zacatku testovani. Béhem testovaci doby byl udrzovan kontakt
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a Vv piipadé nejasnosti nebo problému byly okamzité feSeny. Po uplynuti 14 dni kazdy
z respondenttl na zakladé svych zkusenosti se Samponem vyplnil dotaznik, ktery se zabyval
hodnocenim pfipraveného Samponu a jeho vlivu na rtizné typy vlasi. Nasledné byly
vyhodnoceny vysledky a posouzeni, zda mél Sampon na vlasy pozitivni ucinky.

Obr. 18: Finalni Sampon pripraveny k testovani
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni antioxidacni aktivity
Podle postupu v kapitole 4.6 byl stanoven celkovy obsah antioxidanti v jednotlivych
konopnych extraktech. Koncentrace jednotlivych extrakt byla vypocitdna pomoci kalibra¢ni
rovnice A = 0,0014 - ¢ (Ptiloha 1). U vSech vzorku, které byly méfeny 3x, byl ziskan prameér
a smérodatna odchylka. Nasledné byly obsahy ptepocitany na 1 mg ¢istého vzorku.

Jak je vidét na Obr. 19, nejvySsi obsah antioxidanti byl stanoven v extraktu 4
(0,46 ng/mg). Vsechny ethanolové extrakty mély daleko vys$Si obsah antioxidanti nez
tetrafluorethanové extrakty. Co se tyCe odrad, nejvice antioxidanti bylo detekovano
v odrtid¢ Futura 75, nasledovana odriidou Fibror 79 a nejméné antioxidantli bylo naméfeno
v odrad¢ Santhica 70. I ptesto, Ze extrakty 1, 2 a 3 pochazi ze stejné odridy, hraje velkou roli
extrahovadlo. Vétsinou jsou latky s antioxida¢ni aktivitou polarni, a tudiz maji vySsi
rozpustnost v ethanolu, coz je polarni rozpoustédlo.

05 1

0,0 . I . I I

Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3 Extrakt 4 Extrakt 5
Santhica 70 (TFE) | Santhica 70 (EtOH) | Santhica 70 (TFE) Futura 75 (EtOH) Fibror 79 (EtOH)

Obsah antioxidantt [pug/mg]
o o o
N w £

o
[EEN
I
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Obr. 19: Obsah antioxidantii v jednotlivych frakci z konopi

5.2 Stanoveni celkovych chlorofyli
Ve vsech extraktech byl stanoven spektrofotometricky obsah chlorofyli A a B a jejich soucet
pfi dvou vlnovych délkach. Kazdy vzorek byl méfen v triplikatech a nasledné byla kazda
absorbance dosezena do rovnice v kapitole 4.7, ktera byla nasledné zprimérovana. Nakonec
byly piepocitany obsahy chlorofylu na 1 mg ¢istého vzorku.

Obsahy chlorofylti v jednotlivych extraktech jsou zobrazeny na Obr. 20. Nejvice
chlorofylu A obsahoval extrakt 3 (0,69 ng/mg) a extrakt 1 (0,64 pg/mg). Nejvice chlorofylu B
obsahoval extrakt 5 (0,42 pg/mg). Naopak nejméné chlorofylu A i B obsahoval extrakt 2
(0,21 pg/mg) a (0,18 pg/mg). Chlorofyl A obsahuje nepolarni methylovou skupinu, ktera je
Vv chlorofylu B nahrazena polarni aldehydovou skupinou, coz ma za nasledek jejich rozdilnou
rozpustnost. Extrakty rozpusténé v TFE, ktery je nepolarni, mély vyssi obsah chlorofylu A.
Chlorofyl B byl naopak vice zastoupeny v ethanolovych extraktech, nebot’ ethanol je polarni
rozpoustédlo. Celkovy obsah chlorofyld byl nejniz§i v ethanolovém extraktu z odridy
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Santhica 70. Z ethanolovych extraktii bylo nejvice chlorofylti naméfeno v odradé Fibror 79.
Nasledovala odriida Futura 75 a nejméné bylo detekovano v odrudé Santhica 70.
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Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3 Extrakt 4 Extrakt 5
Santhica 70 (TFE) [Santhica 70 (EtOH)| Santhica 70 (TFE) | Futura 75 (EtOH) | Fibror 79 (EtOH)
m Chlorofyl A Chlorofyl B m Chlorofyl A+B

Obr. 20.: Obsah chlorofylii v jednotlivych frakci z konopi

5.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek
Stanoveni celkovych polyfenolti u konopnych extraktli probihalo podle postupu popsaného
v kapitole 4.8. Koncentrace byla vypocitana pomoci kalibra¢ni rovnice A = 2,8525-¢
(Ptiloha 2). Vsechny extrakty byly méfeny v triplikatech a nasledné byl vypocitan prameér
a smérodatna odchylka. Nakonec byly vysledky piepocitany na 1 mg piivodniho vzorku.

Celkovy obsah fenolickych latek v jednotlivych odriidach je znazornén na Obr. 21. Nejvétsi
mnozstvi fenolickych latek bylo naméteno u extraktu 5 (0,11 mg/mg). Naopak nejmensi
mnozstvi bylo zjisténo u extraktu 1 (0,053 mg/mg). Polyfenoly jsou polarni latky, z toho
divodu ethanolové extrakty obsahovaly vétsi mnozstvi fenolickych latek nez
tetrafluorethanové extrakty. Nejvice fenolickych latek bylo detekovano v odradé Fibror 79.
Muzeme si v§imnout, Ze v extraktu 4 bylo detekovano podobné mnozstvi jako u extraktu 3. Oba
extrakty byly ovSem pfipraveny z jiné odridy i jinym extrahovadlem. Z toho divodu byla
odrida Futura 79 nejméné bohata na fenolické latky. U celkovych fenold také hodné zalezi na
tom, v jakém vyvoji je rostlina sbirana. Béhem vyvoje kvétd dochazi ke snizeni fenolickych
latek. Prave u tetrafluorethanovych extraktu, které byly ptipravovany ze stejné odrudy vidime,
ze byl rozdilny obsah polyfenolt, protoze kazdy extrakt byl z jiné Sarze a pro kazdou sklizen
mohly byt jiné podminky péstovani.
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Obr. 21: Celkovy obsah fenolickych latek v jednotlivych frakci z konopi

5.4 Stanoveni celkovych flavonoidu
Stanoveni celkovych flavonoidii u konopnych extraktli probihalo podle postupu popsaného
v kapitole 4.9. Koncentrace byla vypocitana pomoci kalibra¢ni rovnice A = 3,3631-c
(Ptiloha 3). Vsechny extrakty byly méfeny v triplikatech a nasledné byl vypocitan prameér
a smérodatna odchylka. Nakonec byly vysledky piepocitany na 1 mg piivodniho vzorku.

Na Obr. 22 vidime celkovy obsah flavonoidi v jednotlivych extraktech. Nejvétsi mnozstvi
flavonoidd bylo naméteno v extraktu 2 (0,094 mg/mg). Naopak nejmensi mnozstvi flavonoida
bylo detekovano v extraktu 1 (0,052 mg/mg). Flavonoidy patii do skupiny fenolickych latek
a jedna se o polarni latky. Z toho duvodu i zde byl vyssi vytézek u ethanolovych extraktu.
U extraktu 2 bylo naméteno vétsi mnozstvi flavonoidd, nez je celkovy obsah fenolickych latek.
To mze byt zplisobeno degradaci nebo tim, Ze fenoly obsahuji jak polarni, tak i nepolarni latky
a ethanol, jako polarni rozpoustédlo, Iépe extrahuje polarni latky. Také muze sehravat roli
i odchylka méfeni. V porovnani ethanolovych extrakti vyrobenych z riznych odrud, nejvice
flavonoida bylo zastoupeno v odrtidé Santhica 70. Nasledovala odrada Fibror 79 a nakonec
Futura 75, ve které je obsah flavonoidii podobny jako v extraktu 3, ktery byl vyroben
tetrafluorethanovou extrakci z odriidy Santhica 70. | zde bylo prokazéano, Ze velmi zaleZi na
podminkach péstovani. U extraktt 1 (0,052 mg/mg) a 3 (0,068 mg/mg) byly zjisténé rozdilné
obsahy 1 pfesto, Ze se jedna o stejnou odrtidu konopi.
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Obr. 22: Celkovy obsah flavonoidii v jednotlivych frakci z konopi

5.5 Stanoveni celkového obsahu kanabinoidi
Stanoveni kanabinoidd probéhlo metodou HPLC, ktera je popsana Vv kapitole 4.10. Navazené
Cisté extrakty byly rozpuSténé ve smési acetonitril-ethanol. RozpusSténé vzorky byly pred
analyzou pfefiltrovany a nasledné byl kazdy vzorek vhodné ziedén. Namétené plochy pikl byly
vlozeny do kalibra¢nich kiivek pro jednotlivé kanabinoidy (Ptiloha 4) a byl vypocitan obsah
kanabinoidu v 1 mg ¢istého extraktu.

Na Obr. 23 je znazornén celkovy obsah kanabinoidu v jednotlivych extraktech. Vidime, ze
nejbohat$i na kanabinoidy byl extrakt5 (722,9 pg/mg) vyrobeny z odridy Fibror 79. Tato
odrida obsahovala i nejvyssi obsah fenolickych latek. Nejméné kanabinoidi bylo naméfeno
pro extrakt 3 (53,74 pg/mg) z odridy Santhica 70. Ethanolové extrakty obsahovaly daleko
vyssi obsah kanabinoidd nez tertrafluorethanové extrakty. V porovnani ethanolovych extrakta
byla odrida Santhica 70 bohatsi na kanabinoidy nez Futura 75, ale méné bohata nez Fibror 79.
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Obr. 23: Celkovy obsah kanabinoidii v jednotlivych extraktech
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Jednotlivé zastoupeni kanabinoidd v jednotlivych extraktech vidime na Obr. 24. Nejvyssi
zastoupeni CBG bylo naméfeno V extraktu 2 (457,4 ug/mg). Nejvy$si obsah CBD byl
analyzovan v extraktu5 (583,3 ug/mg), kde bylo namétfeno i nejvyssi mnozstvi CBN
(81,45 pg/mg) a CBC (12,5 pg/mg). CBG a CBD byly identifikovany ve vSech extraktech.
CBN bylo detekovano pouze u extrakti 1, 3a5. CBC obsahovaly vsechny extrakty kromé
extraktu 2. Z profili kanabinoidi muzeme vidét vlastnosti jednotlivych odrad. Dle nami
naméienych vysledkt byl Fibror 79 nejbohatsi na CBD, nasledovany CBN, CBD a CBC.
U Santhicy 70 byl nejvyraznéjsi CBG a nasledovalo CBD. Futura 75 obsahovala nejvice
kanabinoidu CBD nésledovany CBG. U extraktii vyrobenych z odriidy Santhica 70 vidime, ze
ethanolovy extrakt obsahoval daleko vyssi mnozstvi CBG nez tetrafluorethanové extrakty.
Oproti tomu, tetrafluorethanové extrakty obsahovaly ur¢ité mnozstvi kanabinoidit CBN i CBC,
které nebyly v ethanolovém extraktu viibec detekovany.
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Obr. 24: Obsah jednotlivych kanabinoidii obsazené v extraktech

5.6 Stanoveni antimikrobialniho icinku pomoci difiznich testi
5.6.1 Escherichia coli
Podle postupu v kapitole 4.13.1 byla stanovena antimikrobialni aktivita konopnych extraktt
pomoci agarového diftzniho testu.

Pro E. coli byl nejprve proveden agarovy diskovy diftzni test pro extrakty rozpusténé
v DMSO a extrakty rozpusténé v PG v poméru 1:9.

Proti E. coli zadny ze vzorki nevykazoval velky inhibi¢ni ucinek. V tabulce 7 jsou
zaznamenany velikosti inhibi¢nich z6n jednotlivych vzorki. Je vidét, Ze nejvétsi inhibini zona
byla naméfena pro samotny pentylenglykol. To znamend, Ze extrakty v ném rozpusténé samy
0 sob¢ nevykazuji ptili§ antimikrobidlni aktivitu vuci E. coli, ponévadz jejich hodnota inhibi¢ni
z6ny je mensi. U extrakt rozpusténych v DMSO se neprojevil zadny inhibi¢ni u€inek. Co se
ty¢e extrahovadla, ukdzalo se, Ze vzorky extrahovany v EtOH mély vyssi antimikrobidlni
aktivitu, nebot’ u téchto extraktl byla pozorovatelnd inhibi¢ni zoéna. Ani u jednoho
tetrafluorethanového extraktu nebyl detekovan zadny inhibicni ucinek. Co se tyce odridy
konopi, nejvétsi antimikrobialni aktivitu byla zjisténa u Santhicy 70. Nicméné i ptesto, ze byly
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vidét uréité inhibi¢ni zony, neda se fici, ze extrakty dokazaly E. coli inhibovat a E. coli byla
i nadale metabolicky aktivni.

Tabulka 7: Antimikrobialni aktivita proti E. coli — diskovy test

Velikost inhibi¢ni zony [mm]
Extrakt Extrakt v | Extrakt v | Extrakt v
DMSO PG 1:4 PG 1:9
Extrakt 1
Santhica 70 (TFE)
Extrakt 2 75
Santhica 70 (EtOH) '
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE)
Extrakt 4 76
Futura 75 (EtOH) '
Extrakt 5 67
Fibror 79 (EtOH) '
rozpoustédlo 8,3

Nasledné byly pro extrakty, které vuci E. coli vykazovaly ur€ity inhibiéni G¢inek, provedeny
jamkové difuzni testy. Pfi tomto testu se ovSem neprojevila u zddného extraktu ani u samotného
PG antimikrobialni aktivita a E. coli byla vi¢i vSem extraktim metabolicky aktivni. Jiz diive
bylo prokazano, Ze inhibi¢ni U¢inek konopnych extrakti je vii¢i gramnegativnim bakteriim
velmi nizky.

5.6.2 Staphylococcus epidermidis

Pro S. epidermidis byl nejprve proveden diskovy difuzni test pro extrakty rozpusténé v DMSO
a PG v poméru 1:9. Z tabulky 8 vyplyva, Ze proti bakterii S. epidermidis vykazovaly inhibi¢ni
ucinek extrakty v DMSO i v PG. U samotného PG byla oproti DMSO naméfena inhibi¢ni zona.
Vyssi antimikrobialni aktivita byla spatfena pro extrakty rozpusténé v PG, kde nejvétsi byla pro
extrakt 2 (27,7 mm). Inhibi¢ni G¢inek extrakti v PG byl podpofen i antimikrobidlni aktivitou
samotného rozpoustédla, proto byly inhibi¢ni zony extrakti v PG vyS8i nez pro extrakty
v DMSO. Jak u extrakti v DMSO, tak v PG bylo prokazalo, ze vyssi antimikrobialni aktivitu
mély ethanolové extrakty. Tetrafluorethanové extrakty vykazovaly velmi podobné velikosti
inhibi¢nich zon. Po sefazeni velikosti inhibi¢nich zon pro extrakty v DMSO a PG bylo zjisténo,
ze potadi bylo stejné. 1 piesto, ze byly extrakty v rozdilném rozpoustédle, dokazaly si zachovat
svoji antimikrobialni aktivitu. Z odridy byl naméten nejsilngjsi G¢inek u Santhicy 70, nicméné
nebyl o mnoho vys§i neZ u zbylych odrid. I piesto, Ze byly vSechny vzorky provadény
Vv duplikatech, na n¢kterych miskach doslo ke spojeni inhibi¢nich zon.

Agarové jamkové difiizni testy byly provedeny pro extrakty v DMSO a v PG v poméru 1:4
1 1:9. Bohuzel 1 pfi jamkovych testech se nékteré inhibicni zény duplikatd spojily a nebylo
mozné urcit velikost zony. Kromé extraktu 5 v PG v poméru 1:9, kde neslo ur¢it ani u jednoho
vzorku inhibi¢ni zénu, se u ostatnich podafilo inhibi¢ni zonu naméfit alespon pro jeden vzorek.
Velikosti inhibi¢nich zon jsou znazornény v tabulce 9.

V¢ S. epidermidis byla prokazan antimikrobialni aktivita u vSech extrakti. U samotnych
rozpoustédel nebyla naméfena. U vétSiny extrakti v DMSO byly vyssi velikosti inhibi¢nich
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ucinki, kde nejvyssi byl naméfen pro extrakt2 (25,5 mm). U extraktd v PG Vv riznych
pomérech vidime, ze vyss$i inhibi¢ni zony byly naméteny v poméru 1:4, kde je nizsi obsah PG,
u kterého nebyla antimikrobialni aktivita potvrzena. Cim méné rozpoustédla extrakt obsahoval,
tim vys$i byla antimikrobidlni aktivita. Z pohledu extrahovadel byly pro ethanolové

i tetrafluorethanové extrakty ziskany podobné velikosti. Z odriid méla nejsilnéjs$i inhibic¢ni
ucinky Santhica 70.

Tabulka 8: Antimikrobidlni aktivita proti S. epidermidis — diskovy test

Velikost inhibi¢ni zony [mm]
Extrakt Extrakt v | Extrakt v | Extraktv
DMSO PG 1:4 PG 1:9
Extrakt 1
Sanhica70 (TFE) | 19 15,6
Extrakt 2
Santhica 70 (EtoH) | 174 27,1
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) | 18 135
Extrakt 4
Futura 75 (EtoH) | 69 25,6
Extrakt 5
Fibror 79 (EtoH) | % 24
rozpoustédlo 6

Tabulka 9: Antimikrobidlni aktivita proti S. epidermidis — jamkovy test

Velikost inhibi¢ni zény [mm]
Extrakt Extrakt v | Extrakt v| Extraktv
DMSO PG 1:4 PG 1:9
Extrakt 1
santhica 70 (TFE) | % 158 12,7
Extrakt 2
Santhica 70 (EtOH) 25,5 22,1 15
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) | >3 16,8 11,3
Extrakt 4
Futura 75 (EtoH) | 16° 15,2 10,3
Extrakt 5 -
Fibror 79 (EtOH) 17,6 13,3 nelze urcit
rozpoustédlo

5.6.3 Cutibacterium acnes
Pro C. acnes byl proveden pouze agarovy jamkovy test pro vSechny extrakty. Z tabulky 10
vyplyva, ze proti C. acnes vykazovaly inhibi¢ni ui¢inek extrakty rozpusténé v DMSO i v PG.
Nicméng, bakterii se nepodatilo usmrtit Gplné, jako S. epidermidis, a C. acnes byla i nadale
metabolicky aktivni. Samotny DMSO na rozdil od PG nevykazoval antimikrobialni aktivitu.
Vyssi inhibi¢ni zony byly zjistény pro extrakty v DMSO, kde nejvyssi byla pro extrakt 4
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(21,4 mm). Velmi podobnou mél i extrakt 2 (21,3 mm). Kazdy extrakt byl pfitom vyroben z jiné
odrady.

U extraktd v PG Vv riznych pomérech byly pro kazdy extrakt rozdilné hodnoty. Z toho
diivodu, ze u samotného PG byla naméfena inhibi¢ni zdéna, se ocekévalo, ze pfi vysSSim
mnozstvi rozpoustédla bude velikost inhibi¢ni zony vyssi. To se potvrdilo pro extrakty 4 a 5,
kde pii poméru 1:9 doslo ke zvétSeni inhibi¢ni zony. U extrakta 1, 2, 3, které byly vyrobeny ze
Santhicy 70 nebyla tato hypotéza potvrzena a vys$si inhibi¢ni zona byla naméfena pii nizSim
mnozstvi rozpoustédla. U obou tetrafluorethanovych extrakti byly velikosti inhibi¢nich zén
velmi podobné a mély silngjsi ucinky nez ethanolové extrakty z jinych odrud, ale niz§i nez
ethanolovy extrakt ze stejné odrudy.

Tabulka 10: Antimikrobidlni aktivita proti C. acnes — jamkovy test

Velikost inhibi¢ni zény [mm]
Extrakt extrakt Extrakt | Extrakt
vDMSO | vPG1:4 | vPG1:9
Extrakt 1
santhica 70 (TFE) | 3 131 133
Extrakt 2
Santhica 70 (EtOH) | °2° 18,2 14,4
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) | 20 13,7 12
Extrakt 4
Futura7s (EtoH) | 24 6.7 11,2
Extrakt 5
Fibror 79 (EtOH) 12 4,2 10,2
rozpoustédlo 6,2

5.7 Stanoveni antimikrobialniho ti¢inku pomoci dilu¢nich testu
Pro vzorky byl proveden bujonovy dilucni test podle postupu v kapitole 4.13.2. Byl méfen
antibakterialni a antifugalni ucinek vici S. epidermidis, C. acnes a C. glabrata.

Kazdy vzorek byl do posledniho sloupce jamky A-HI12 dan v nejvyssi koncentraci.
Nasledovalo fedéni dvojkovou fadou. Rozlozeni desticky je zobrazeno v tabulce 11. Pro
analyzu byly pouzity extrakty v DMSO v koncentraci vrozmezi 60-66 mg/ml, kterou
nazyvame puvodni koncentrace. U extraktl v PG v poméru 1:4 byla pGvodni koncentrace
152-204 mg/ml. U sampont, které byly ziedény vodou v poméru 1:4 byla piivodni koncentrace
v rozmezi 206-209 mg/ml. Jednotlivé koncentrace pro jednotlivé vzorky jsou vyobrazeny
v tabulce 12.
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Tabulka 11: Rozlozeni mikrotitracni desticky pri dilucnim testu

Kontroly Redéni dvojkovou Fadou

1 ] 2 3|4 |5 |6|7|8]9]10]|11 12
A
B | kontrola média vzorek 1
C
D
E | kontrola kultury 51212561128 164132116 8 | 4 2 vzorek 2
F
G | pozitivni kontrola oL
g (ethanol) rozpoustédlo

Pro vSechny vzorky byla provedena zakalova metoda (Obr. 25) i metoda s resazurinem
(Obr. 26). Z duvodu, ze nase extrakty obsahovaly zeleny pigment chlorofyl, byly silné
zbarvené, ¢imzZ dochéazelo pfi méteni absorbance k tomu, Ze naSe hodnota, zv1asté pti vyssich
koncentracich, kde jsou vzorky nejsytéjsi, pfekracovala hodnotu 1.

Na destickach byl méfen zékal pomoci ELISA na zacatku testu v Case 0 a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance byly od sebe odecteny, ¢imz byl zjistén narist mikroorganismu.
Od vsech hodnot byl odecten ucinek Cistého média. Nasledné byly vysledky prepocitdny na
narist kultury v procentech, kde 100 % zna¢i narast &isté kultury. Cim niZsi procento bylo
ziskano, tim nizsi nartst kultury a silngjsi inhibi¢ni ucinek.

Pti pouziti resazurinu, ktery slouZzi jako indikétor Zivotaschopnosti bunék, byla absorbance
métena po 30 minutach inkubace pii 37 °C. Zelené extrakty, které absorbuji viditelné zareni
vedly k tomu, Ze byly nase hodnoty absorbanci vysoké, coz by znacilo, Ze metabolicka aktivita
byla v dané jamce vysoka, jak je vidét na Obr. 27. Tyto vysledky nekoreluji s barevnym
vysledkem v mikrodesti¢ce (Obr. 26), kde bylo spatieno po napipetovani resazurinu modré
zbarveni, coz znaci, Ze buiniky nejsou aktivni. Oproti tomu rGzova barva prokazuje
zivotaschopnost bun¢k.

V nasledujicich grafech jsou znazornéné vysledky zakalové metody, kde je vyobrazen nartst
kultury v jednotlivych vzorcich pro jednotlivd fedéni. ZjiStovani minimélni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) probihalo vizudlné z mikrodesticky. Ke vSem testim bylo provedeno
1 ovéteni schopnosti kultury tvofit kolonie na Petriho miskach, ¢imZ byl zjiStén baktericidni
ucinek.
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Tabulka 12: Presna koncentrace jednotlivych vzorkii pri testovani antimikrobialni aktivity

Vzorek

c

R4

[mg/mil]

c
(nejvyssi)
[mg/mi]

c
(ptvodni)
[mag/mil]

Extrakt
1v
DMSO

0,03

0,06

0,13

0,26

0,52

1,03

2,06

4,13

8,25

16,50

66

Extrakt
2V
DMSO

0,03

0,06

0,13

0,26

0,52

1,03

2,06

4,13

8,25

16,50

66

Extrakt
3v
DMSO

0,03

0,06

0,13

0,25

0,50

16

64

Extrakt
4v
DMSO

0,03

0,06

0,12

0,25

0,49

0,98

1,97

3,94

7,88

15,75

63

Extrakt
5v
DMSO

0,03

0,06

0,12

0,25

0,49

0,94

1,88

3,75

7,50

15

60

Extrakt
1vPG
1:4

0,07

0,15

0,30

0,59

1,19

2,38

4,75

9,50

19

38

152

Extrakt
2v PG
1:4

0,09

0,19

0,38

0,75

1,50

12

24

48

192

Extrakt
3vPG
1:4

0,09

0,18

0,35

0,70

1,41

2,81

5,63

11,25

22,50

45

180

Extrakt
4v PG
1:4

0,10

0,20

0,40

0,80

1,59

3,19

6,38

12,75

25,50

51

204

Extrakt
5v PG
1:4

0,10

0,20

0,39

0,78

1,56

3,13

6,25

12,50

25

50

200

2+5v
PG

0,10

0,19

0,38

0,77

1,53

3,06

6,13

12,25

24,50

49

196

Konop.
hydr

0,08

0,16

0,31

0,63

1,25

2,50

10

20

40

160

Sampon
s hydr

0,10

0,20

0,40

0,80

1,61

3,22

6,44

12,88

25,75

51,50

206

Sampon
final

0,10

0,20

0,41

0,81

1,63

3,25

6,50

13

26

52

208

Sampon
bez
hydr

0,10

0,20

0,41

0,82

1,63

3,27

6,53

13,06

26,13

52,25

209
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Obr. 25: Zdikalova metoda — narist kultury ve vzorku pro jednotliva redeni

;{'\ Extrakt 3

=) Extrakt 4
&4 v DMSO

Obr. 26: Inhibicni ucinek extraktii viici S. epidermidis v jednotlivych koncentracich
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Obr. 27: Resazurinovy test vzorkii pro jednotliva redeni

5.7.1 Staphylococcus epidermidis
Vsech pét extrakti a kombinace extraktu 2 + 5 rozpusténych v PG v poméru 1:4 vykazovaly
vSechny extrakty narist nulovy. Samotny PG mél pii nejniz§im tfedéni také nulovy narust,
nicméné postupnym fedénim se narist S. epidermidis zvysoval. Z toho vyplyva, Ze samotny PG
nemél inhibi¢ni G¢inky viéi bakterii. Extrakt 2+5, ktery byl pouzit i do Samponu mél nulovy
nardst ve vSech fedéni. Protoze i samotné extrakty 2 a 5 mély malé narasty kultury, jejich
kombinaci se antimikrobialni aktivita vici bakterii zvysila.

120 T
100 ---mmmmmmm g g T oeooooooo oo
= 80
£
E 60 T
'S 40 7
Z
20 +
0 = | | N
1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Redéni

mextrakt 1 v PG H extrakt 2 v PG m extrakt 3 v PG mextrakt 4 v PG
m extrakt 5 v PG m extrakt 2+5 v PG m PG

Obr. 28: Narist S. epidermidis v extraktech v PG

Narast S. epidermidis v extraktech rozpusténych v DMSO muzeme vidét na Obr. 29.
U vsech extraktt byl narist nulovy. Pouze u tetrafluorethanového extraktu 3 bylo pfi fedéni
512x zjisténo, Ze doslo k nartstu kultury o necelych 20 %. I u ethanolového extraktu 4 z odrady
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Futura 75 byl pii fedéni 256x a 512x spatfen nizky nartst. U samotného DMSO byl nulovy
nardst pouze pii nejvyssi koncentraci. U dalSich fedéni se nartst S. epidermidis pohyboval az
k hranici 100 %, tedy k narstu ¢isté kultury, tudiz vici bakterii nevykazoval inhibi¢ni G¢inky.

Pii porovnani extrakti v DMSO a PG bylo zjisténo, ze extrakty v DMSO mély vyssi
antimikrobialni aktivitu, nebot’ u vétSiny nedoslo k téméf zadnému nartstu kultury a oproti
extraktim v PG a dokézaly bakterii inhibovat v nizsich koncentracich.
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m extrakt 1 v DMSO extrakt 2 v DMSO m extrakt 3 v DMSO
m extrakt 4 v DMSO m extrakt 5 v DMSO m DMSO

Obr. 29: Ndrist S. epidermidis v extraktech v DMSO

Nartst S. epidermidis v Samponech a konopném hydrolyzatu je zobrazen na Obr. 30.
Mizeme vidét, ze ve finalnim Samponu ani v Samponu bez hydrolyzatu nebyl evidovan zadny
nartst kultury. U samponu s konopnym hydrolyzatem byl minimalni nardst kultury pfi fedéni
512x (15 %). U samotného konopného hydrolyzatu se kultufe Zilo o poznani Iépe a doslo
k vyraznému narustu kultury, ktery pti fedéni 1x a 2x piekrocil hranici 100 %. Z toho vyplyva,
ze samotny konopny hydrolyzat nemél vici S. epidermidis zadné inhibi¢ni a¢inky. Nizky nartst
v Samponech mohl byt zptuisoben konzervantem, ktery se zde nachazi. U finalniho Samponu
muze byt nulovy nartst podpofen ptfidanim konopnych extrati, které vykazovaly vii¢i bakterii
inhibi¢ni uc€inek.
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Obr. 30: Ndrist S. epidermidis v konopném hydrolyzatu a Samponech

5.7.2 Cutibacterium acnes
Na Obr. 31 je zobrazen narust C. acnes v extraktech rozpusténych v PG. Je vidét, ze u vétsiny
extraktd od fedéni 16x byl velky narGst kultury, ktery v mnoha ptipadech piekrocil hranici
100 %, a to zejména u extrakti 1 a 3. Jedna se o tetrafluorethanové extrakty, coz dokazuje, ze

v

ethanolové extrakty mély silnéjsi inhibicni uc¢inek nez tetrafluorethanové. Pti nizsich fedéni
nebyl detekovan nardst kultury u Zzadného extraktu, kromé extraktu 3. U ethanolovych extrakti
byl nejvyssi nartst kultury naméfen pro extrakt 4 z odridy Futura 75. Samotny PG vici
C. acnes nemél vysoké inhibi¢ni u¢inky. Pfi niz8ich fedéni nebyl pozorovan nartst kultury, ale

pii vys$§im fedeéni postupné nartistal, az také doséhl hranice nartstu ¢isté kultury.
140 +
120
100
80
60
40
20
0

Nartst kultury [%]

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Redéni
mextrakt 1 v PG H extrakt 2 v PG m extrakt 3 v PG m extrakt 4 v PG
mextrakt 5 v PG extrakt 2+5v PG ®mPG

Obr. 31: Nadrist C. acnes v extraktech v PG

cvwr

nartst kultury nizky. Pii dal§im fedéni byl sledovan linearni nartst kultury a od fedéni 64x
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prekroCily vSechny extrakty hranici 100 %. Vuéi C. acnes meély ethanolové
i tetrafluorethanolové extrakty velmi podobné narGsty kultury, kde u nizSich fedéni byly
byl nartst C. acnes nizky pouze pti nejvyssim fedéni. Nasledné velmi rychle narist stoupal, az
se také dostal ptes hranici nartstu ¢isté kultury.

140 +
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1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Redéni

m extrakt 1 v DMSO extrakt 2 v DMSO  mextrakt 3 v DMSO
mextrakt 4 vDMSO  mextrakt5v DMSO = DMSO

Obr. 32: Narist C. acnes v extraktech v DMSO

Nartst C. acnes v konopném hydrolyzatu a jednotlivych Samponech je zobrazen na
Obr. 33. U konopného hydrolyzatu bylo zjisténo, ze pii nizsich fedéni byl narust kultury
dvojnasobny nez pti vyssich fedéni. Co se tyce Sampont, od fedéni 16x byl nartst pro kazdy
Sampon okolo 50 %. U samponu bez konopného hydrolyzatu byl nartst jesté vyssi. Postupné
pti dal$im fedéni dochazelo k nardstu téméf ke 100 %. Z divodu, Ze rozdily nartstu byly velmi
odli$né Vv jednotlivych fedéni, 1ze se domnivat, Ze mohlo dojit k chybé béhem pipetovani.
Sampon pii promichani napé&ioval a je mozné, Ze nebyl rovnomérné roziedén.
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Obr. 33: Narist C. acnes v konopném hydrolyzatu a Samponech
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5.7.3 Candida glabrata

Na Obr. 34 je znazornén nardst C. glabrata v extraktech v PG. U nékterych extrakti byl
prokazan nizsi narust kultury a ve vétsiné fedéni byl kolem 20-50 %. Nejnizsi nartsty byly
zaznamenany U extraktu 2, 3, 4. Extrakt 2 byl vyroben ethanolovou extrakci z odrudy
Santhica 70. Extrakt 3 byl také vyroben ze Santhicy 70, ale tetrafluorethanovou extrakci.
Extrakt 4 byl vyroben ethanolovou extrakci z odridy Futura 75. Naopak u extanolového
extraktu 5, vyrobeného z odridy Fibror 79, dochazelo k podpoie rustu kvasinky, nebot ve
veétsing fedéni byl prekrocen nartst ¢isté kultury. Samotny PG mél pfi vSech fedéni urcity nartist
kultury. Pfi nizsich fedéni se pohyboval v oblasti 50 %. Pti vysSich fedéni ovSem doslo
k prekroceni nardstu o 100 %.
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extrakt 5 v PG extrakt 2+45v PG mPG

Obr. 34: Narist C. glabrata v extraktech v PG

Narust C. glabrata pro extrakty rozpusténé v DMSO jsou vyobrazeny na Obr. 35. Pii
nejvyssim fedéni byl narlst kultury u vSech extrakt nulovy. MiiZeme si povSimnout, Ze poté
doslo k velkému nardstu kultury u vSech extrakti a u né€kterych byla vyrazné piekrocena
hranice 100 %. Z toho plyne, ze extrakty v DMSO nemaji vaci kvasince inhibi¢ni Gcinek.
Samotné rozpoustédlo, i kdyZ u ného byl také naméfen nartst kultury v jednotlivych fedéni, byl
nizs§i nez pro jednotlivé extrakty. Z toho vyplyva, ze urcity inhibi¢ni ucinek vici kvasince
zpusobovalo rozpoustédlo. Naopak konopné extrakty nardst kvasinky podporovaly, zejména
ethanolovy extrakt 5 z odridy Fibror 79.

Nartust C. glabrata v konopném hydrolyzatu a samotnych Samponech je zobrazen na
Obr. 36. I u samotného hydrolyzatu bylo zjisténo, ze kvasinka dokaze vyuzit prostiedi a dochazi
k vysokému nartstu kultury. U Sampond byl narGst kultury daleko niz$i nez pro samotny
hydrolyzat. Pti nizsich fedéni byl nulovy a az pfi vyssich se pohyboval kolem 50 %. Nizsi nartst
kultury byl nejspise zptisoben konzervantem, ktery byl pfidan do Samponi.
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Obr. 35: Zivotaschopnost C. glabrata v extraktech v DMSO
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Obr. 36: Ndrust C. glabrata v konopném hydrolyzatu a Samponech

5.7.4 Celkové zhodnoceni ptisobeni vzorki konopi vii¢i mikroorganismim
Na nasledujicich grafech jsou zobrazeny nartisty kultur jednotlivych mikroorganismi pro dany
vzorek v jeho ptesné koncentraci, které vidime v tabulce 12 . Nejvyssi koncentrace odpovida
jamce s nejniz$im fedénim.

Na Obr. 37 mizeme vidét narust vSech kultur v extraktu 1 v PG (tetrafluoertanovy extrakt
ze Santhica 70) pro presné koncentrace v jednotlivych jamkach mikrodesticky. Muzeme vidét,
ze narust S. epidermidis byl ve vSech koncentracich minimalni. Oproti tomu C. acnes mél velky
narist a doslo az k prekroceni nardstu Cisté kultury o necelych 20 %. U C. glabrata byl
zaznamenan narust Kultury v rozmezi 50-80 % a nejnizsi byl pti koncentraci 38 mg/ml. Pii
vizualnim pozorovani resazurinu mél vuci S. epidermidis extrakt inhibi¢ni Gcinek pro vSechny
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koncentrace (MIC < 0,07 mg/ml). Viéi C. acnes projevil inhibi¢ni ucinek pouze pii nejvyssi
koncentraci, stejn¢ jako vuci C. glabtata. (MIC = 38 mg/ml).
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Obr. 37: Ndariist mikroorganismui v extraktu 1 v PG

Nartst jednotlivych kultur v extraktu 2 v PG (ethanolovy extrakt ze Santhica 70) vidime na
Obr. 38. Az po koncentraci 12 mg/ml vidime u vSech kultur nulovy narist. Od koncentrace
1,50 mg/ml zacinal narast kultury zejména pro C. acnes, nicmén¢ nedoslo k piekroceni hranice
100 % jako u extraktul. Vaci S. epidermidis mél extrakt silngj$i inhibi¢ni G¢inek
a vizualné byl shledan u vSech pouzitych koncentraci (MIC < 0,09 mg/ml). U C. acnes byl
inhibi¢ni G¢inek spatien do koncentrace 12 mg/ml (MIC =12 mg/ml). U C. glabrata byl

inhibi¢ni G¢inek vidén do koncentrace 6 mg/ml (MIC =6 mg/ml).
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Obr. 38: Ndrist mikroorganismii v extraktu 2 v PG

Extrakt 3 v PG (tetrafluoerethanovy extrakt ze Santhica 70) m¢l vici S. epidermidis silny
inhibi¢ni ucinek a nartst S. epidermidis byl ve vétsiné koncentraci nulovy nebo do 10 %
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(Obr. 39). Vuci C. acnes nebyl tak G¢inny a jiz od koncentrace 2,81 mg/ml byl pozorovan nartst
kultury ptiblizn¢ 60 %. Pti nejnizsich koncentracich byla dokonce ptekrocena hranice nartstu
¢isté kultury. Vaci C. glabrata mél extrakt 3 silngjsi inhibi¢ni u€inky nez vuci C. acnes. Narust
kultury se pohyboval od koncentrace 5,63 mg/ml v rozmezi 10-30 %. Pouze pro nejnizsi
koncentraci dochazelo témét ke 100% nartstu. Vuci S. epidermidis byl pro extrakt 3 prokazan
inhibi¢ni ucinek pro vSechny pouzité koncentrace (MIC < 0,09 mg/ml). Vici C. acnes
vykazoval vzorek maly inhibi¢ni G¢inek (MIC = 22,50 mg/ml). Vici C. glabrata byl inhibi¢ni
ucinek vétsi nez vuci C. acnes, ale mnohem nizsi nez vuéi S. epidermidis (MIC = 5,63 mg/ml).

Nartst kultury [%]

0,09 018 03 070 141 281 563 11,25 22,50 45,00
Ptesna koncentrace vzorku [mg/ml]

mS. epidermidis mC. acnes mC. glabrata

Obr. 39: Ndriist mikroorganismui v extraktu 3 v PG

Pro extrakt 4 v PG (ethanolovy extrakt z odridy Futura 75) vidime na Obr. 40, Ze nartst
S. epidermidis nebyl pfili§ vysoky a pohyboval se pod 10 %. Narust C. glabrata je o trochu
vys§i a pohybuje se vrozmezi 20-50 %. C. acnes mél nejvyS$Si nartst pii koncentraci
0,40 mg/ml, kde ptresahoval hranici 100 %. Co se ty¢e inhibi¢niho G¢inku, mél extrakt 4 vuci
S. epidermidis silny inhibi¢cni GO¢inek a byl zaznamenan ve vSech koncentracich
(MIC < 0,1 mg/ml). Vuc¢i C. acnes mél slaby minimalni G¢inek a byl pouze pii nejvyssi
koncentraci (MIC =51 mg/ml). U C. glabrata byl o jednu koncentraci vyssi nez vuci C. acnes
(MIC = 25,50 mg/ml).

U extraktu 5 v PG (ethanolovy extrakt z odrudy Fibror 79) byl nartst S. epidermidis pro
vSechny koncentrace nulovy, jak je zobrazeno na Obr. 41. Nardst C. acnes od koncentrace
6,25 mg/ml linearné stoupal, ale nepiesahl hranici 100% nartstu €isté kultury oproti jinym
extraktim. NejvyS$si nartst byl zaznamenan vici C. glabrata. Pouze pii koncentraci 50 mg/ml
nebyl zadny narast. Pro ostatni koncentrace doslo k piekroceni hranice 100 %, kde nejvyssi
nartst byl zaznamenan pfi koncentraci 0,39 mg/ml. VG¢i S. epidermidis byl spatfen silny
inhibi¢ni Gcinek, a to u vSech pouzitych koncentraci (MIC < 0,1 mg/ml). Viici C. acnes se urcity
inhibi¢ni ucinek projevil, ale nebyl tak vyrazny jako vici S. epidermidis (MIC = 12,50 mg/ml).
Vuci C. glabrata byl zpozorovan nejnizsi inhibi¢ni ucinek (MIC = 50 mg/ml).
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Obr. 40: Ndrist mikroorganismii v extraktu 4 v PG
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Obr. 41: Narust mikroorganismii v extraktu 5 v PG

Pro extrakt 2+5 v PG, ktery byl také pouzit ve findlnim Samponu je narGst S. epidermidis
nulovy (Obr. 42). Nepatrny narust C. acnes se projevil az pti koncentraci 3,06 mg/ml, ale pfi
niz§ich koncentracich dosahoval téméf 100% nardstu. Narast C. glabrata se projevil az
u koncentrace 0,38 mg/ml a pohyboval se do 70 %. Co se tyce inhibi¢niho G¢inku, vici
S. epidermidis byl zaznamenam pii vSech pouzitych koncentracich (MIC < 0,10 mg/ml). Vaci
C. acnes i C. glabrata se projevil daleko mensi inhibi¢ni ucinek, a to pouze do koncentrace
12,25 mg/ml (MIC = 12,25 mg/ml).
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Obr. 42: Ndarist mikroorganismii v extraktu 2+5 v PG

U extraktu 1 v DMSO byl nardst S. epidermidis ve vSech koncentracich nulovy, jak je vidét
na Obr. 43. Narust C. acnes v extraktu byl do koncentrace 8,25 mg/ml nulovy. Nasledné zacal
narustat, az se pohyboval u hranice 100 %. C. glabrata zaznamenala nejvyssi nartust v extraktu
pti koncentraci 2,06 mg/ml, kde doslo k vyraznému nartstu kultury. Poté nardst velmi klesl
a byl do 60%. Vuci S. epidermidis m¢l extrakt inhibi¢ni ucinek ve vSech pouzitych
koncentracich (MIC <0,03 mg/ml). Pro C. acnes se inhibi¢ni ucinek projevil pouze
u nejvyssi koncentrace (MIC = 16,50 mg/ml). U C. glabrata byl o jednu koncentraci vyssi
(MIC = 8,25 mg/ml).
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Obr. 43: Nariist mikroorganismui v extraktu 1 v DMSO

Také u extraktu2 v DMSO (Obr. 44), jako v piedchozich pripadech, byl nardst
S. epidermidis ve vsech koncentracich nulovy. Nartst C. acnes byl do koncentrace 4,13 mg/ml
nulovy. Nasledné zacal nartstat az se dostal pies hranici 100 %. Narust C. glabrata byl pii
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vyssich koncentracich vyssi nez pii nizsich a vyrazné ptekrocil hranici 100 %. Nejvyssi nartst
byl pti koncentraci 2,06 mg/ml, stejné¢ jako u extraktu 1. Vuci S. epidermidis prokazal
extrakt inhibi¢ni t¢inek pro vSechny koncentrace (MIC < 0,03 mg/ml). Vuci C. acnes mél
nizky inhibi¢ni u¢inek (MIC = 16,50 mg/ml) a vici C. glabrata také (MIC = 8,25 mg/ml).
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Obr. 44: Ndariist mikroorganismui v extraktu 2 v DMSO

I v extraktu 3 v DMSO byl nérﬁst S. epidermidis nulovy (Obr 45) Nejvyé‘s’.i nén‘ist byl pﬁ
az pii nizSich koncentrac1ch dosahl hranice 100 %. Nejvyssi nartst v extraktu mela
C. glabrata. Pti tfech koncentracich byl jeji narist necelych 300 %. Pii nejnizSich
koncentracich byl poté 100%. Vaci S. epidermidis byl zjistén inhibi¢ni G¢inek
(MIC = 0,06 mg/ml). Vici C. acnes se projevil minimalni inhibi¢ni uc¢inek, a to pouze pfi
nejvyssi koncentraci (MIC =16 mg/ml). U C. glabrata byl inhibi¢ni G¢inek o trochu vyssi
(MIC =8 mg/ml).
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Obr. 45: Nariist mikroorganismui v extraktu 3 v DMSO
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Na Obr. 46 je znazornén narust kultur v extraktu 4 v DMSO. Kultura C. acnes od koncentrace
1,97 mg/ml postupné narlstala az piekroCila nartst Cisté kultury. Nejvyssi narusty byly
zaznamenany U C. glabrata. Pii koncentraci 0,49 mg/ml dosahoval nartst témér 200 %.
| extrakt 4 v DMSO m¢l vuci S. epidermidis inhibi¢ni G¢inek pro vSechny koncentrace
(MIC <0,03mg/ml). Vuaéi C. acnes byl pozorovan pouze pii nejvy$si koncentraci
(MIC = 15,75 mg/ml). Vuci C. glabrata také nebyl silny inhibi¢ni ¢inek (MIC = 7,88 mg/ml).
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Obr. 46: Ndriist mikroorganismui v extraktu 4 v DMSO

U extraktu5 v DMSO byl velmi podobny priub&h narGstu, jako u ostatnich extraktt
v DMSO. Na Obr. 47 mizeme vidét, ze pro S. epidermidis byl narist nulovy. U C. acnes pii
niz8ich koncentracich piekrac¢oval hranici 100 %. Pfi vysSich nebyl narust zaznamenan.
Nejvyssi narast C. glabrata byl zaznamenan u koncentrace 0,47 mg/ml, kde dosahoval hodnoty
450 %. Ani extrakt 5 v DMSO nebyl vyjimkou a prokazal se u ného inhibi¢ni u¢inek vuci
S. epidermidis ve vsech koncentracich (MIC < 0,3 mg/ml). Vuci C. acnes byl inhibi¢ni u¢inek
pouze pii nejvyssi koncentraci (MIC =15 mg/ml) a ani vici C. glabrata nema extrakt pfilis
vysoky inhibi¢ni u¢inek (MIC = 7,50 mg/ml).

U samotného konopného hydrolyzatu je z Obr. 48 patrné, Ze nema silné inhibi¢ni ucinky ani
viéi jednomu mikroorganismu, nebot” u vSech doslo k vyraznému nartistu kultury, kterd
v mnoha pfipadech ptekraCovala hranici nardstu Cisté kultury. VSechny mikroorganismy
dokazaly v hydrolyzatu ptezit (MIC > 40 mg/ml) a dobie prospivat. Doslo zfejmé k vyuziti
nékterych sloZzek hydrolyzatu jako Zivin. Konopny hydrolyzat je jediny, ve kterém dokazala
prezit i bakterie S. epidermidis.
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Obr. 47: Ndrist mikroorganismii v extraktu 5 v DMSO
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Obr. 48: Ndriist mikroorganismii v konopném hydrolyzdtu

Na Obr. 49 je znazornén nartst kultur pro Sampon s piidavkem konopného hydrolyzatu.
Mizeme vidét, Ze nartst S. epidermidis byl prokazan jen pfi koncentraci 0, 10 mg/ml ale
koncentraci dosahoval hodnoty témef 100 %, ale nedoslo k prekrocenl. C. glabrata mél nizsi
narust, ktery se pohyboval v rozmezi 20-40 %, a to pfi nizSich koncentracich. Pti vysSich
koncentracich nebyl nartst C. glabrata prokazan. Vuci S. epidermidis sampon s konopnym
hydrolyzatem projevil vysoky inhibi¢ni ucinek (MIC = 0,20 mg/ml). Vaci C. acnes nebyl
prokazan zadny inhibi¢ni ucinek (MIC > 51,50 mg/ml). Vuci C. glabrata byl prokazan
minimalni (MIC = 51,50 mg/ml).
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Obr. 49: Ndarist mikroorganismii v Samponu s konopnym hydrolyzdtem

Narast vSech mikroorganismii ve finalnim Samponu je zobrazen na Obr. 50. Vuci
S. epidermidis prokazoval silné ucinky a narast S. epidermidis byl ve vSech koncentracich
nulovy. Narast C. acnes je u vétsiny koncentraci v rozmezi 20—60 %. Nejvyssi narast byl
zaznamenan u koncentrace 0,10 mg/ml, kde dosahoval t¢éméf 100 %. C. glabrata nemél ve
finalnim Samponu vysoké narusty a pohybovaly se do 40 %. I finalni Sampon mél vaci
S. epidermidis silny inhibi¢ni G¢inek, jenz byl prokazan ve vSech pouzitych koncentracich
(MIC < 0,10 mg/ml). Vigci C. acnes se stejné jako u Samponu s hydrolyzatem neprojevil zadny
inhibi¢ni u¢inek (MIC > 52 mg/ml) a vici C. glabrata byl velmi maly (MIC = 52 mg/ml).

120 +
100

80 +
60 +

i§“|||||| | .

0,4 081 163 325 6,50 13,00 26,00 52,00
Pfesné koncentrace vzorku [mg/ml]

Nartst kultury [%]

m S, epidermidis ®mC. acnes mC. glabrata

Obr. 50: Nariist mikroorganismui ve finalnim Samponu

Ani Sampon bez konopného hydrolyzatu nebyl vyjimkou, a i zde nebyl prokazan nartst
S. epidermidis (Obr. 51). Narust C. acnes se pii koncentracich 3,27 mg/ml a 1,63 mg/ml blizil
k hranici 100 %. C. glabrata m¢l viditelny nartst od koncentrace 0,82 mg/ml a pohyboval se
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v rozmezi 10-30 %. Vuci S. epidermidis se projevil inhibiéni uc¢inek (MIC = 0,20 mg/ml). Pro
C. acnes nebyl jako v ptedchozich ptipadech zaznamenam Zadny inhibi¢ni ucinek
(MIC > 52,25 mg/ml) a pro C. glabrata byl zaznamenam velmi maly (MIC = 52,25 mg/ml).
ProtoZe tento $ampon neobsahoval ani konopny extrakt ani konopny hydrolyzat, byly veskeré
inhibi¢ni ucinky zplisobené pfidanym konzervantem.
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Obr. 51: Ndriist mikroorganismii v Samponu bez konopného hydrolyzatu

5.7.5 Ovéreni schopnosti bunék tvorit kolonie
Po zméfeni absorbance po 24 hodinach byla kazda jamka v desti¢ce zaoCkovana pomoci sterilni
kliéky do agaru v Petriho misce pomoci papirové Sablony. Nasledné byly vyhotovené misky
dany na 24 hodin do termostatu pfi teploté 37 °C.

Tato analyza dopliuje méfeni inhibi¢niho ucinku a je mozné zjistit baktericidni ucinek.
I ptesto, ze byl v urcité koncentraci poznamenam pokles kultury, neznamena to, ze veskera
kultura byla Gpln¢€ usmrcena a muze se proto ve vhodné&j$im prostiedi zacit opét mnozit.

V tabulce 13 je znazornéna kontrola usmrceni S. epidermidis pro extrakty rozpusténé
v DMSO a v PG. U vsech extraktli bylo shleddno, ze bakterie byla usmrcena. U ethanolovych
extraktll rozpusténych v DMSO i v PG se podafilo bakterii usmrtit ve vSech pouzitich
koncentracich. U tetrafluorethanovych extrakti také doSlo k usmrceni bakterie, ale ne pro
nejniz8i koncentraci. Samotnd rozpoustédla maji rozdilnou antimikrobialni aktivitu.
U DMSO doslo k usmrceni kolonii pouze pfi nejvyssi koncentraci. Naproti tomu u PG se
podafilo S. epidermidis usmrtit i pfi niz$i koncentraci. Extrakty v DMSO maji vuci
S. epidermidis vys$si antimikrobialni aktivitu, jelikoz dokazaly bakterii usmrtit pfi nizSich
koncentracich nez extrakty v PG.

oy e

natolik zwotaschopne, aby se v jiném prostiedi opét namnozily, a doslo k jejich usmrceni, coz
bylo zjisténo i pomoci vizualniho pozorovani resazurinu. U extraktu v DMSO byl pii zékalové
metodé spatien nizky nardast kultury pouze u nejnizsi koncentrace extraktu 3, ktery byl potvrzen
1 pozitivnim zbarvenim resazurinu.
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Tabulka 13: Kontrola zivotaschopnosti S. epidermidis v extraktech v DMSO a v PG

MBC [mg/ml]
Extrakt | Extrakt
Extrakt Y DMSO | v PG 1:4
Extrakt 1
Santhica 70 (TFE) 0,06 0,15
Extrakt 2
Santhica 70 (EtOH) <0,03 <0,09
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) 0,06 0,18
Extrakt 4
Futura 75 (EtOH) <003 | <01
Extrakt 5
Fibror 79 (EtOH) <0,03 <0,1
Extrakt 2+5 <01
Santhica 70 + Fibror 79 (EtOH) ,
rozpoustédlo 0,25 0.6

V tabulce 14 jsou hodnoty minimalni baktericidni koncentrace pro samotny konopny
hydrolyzat a Sampony. Miuzeme vidét, Ze samotny konopny hydrolyzat nedokézal
S. epidermis usmrtit ani v nejvyssi koncentraci a byla potvrzena Zivotaschopnost bakterie.
U Sampond jiz byla prokazana minimalni baktericidni koncentrace a podafilo se S. epidermidis
usmrtit téméf pro vSechny pouzité koncentrace, ponévadz Sampony obsahovaly konzervaéni
latku, ktera dokazala bakterii usmrtit.

I ptesto, ze pti zakalové metodé nebyl u finalniho $amponu ani Samponu bez hydrolyzatu
zjistén nartst bakterie pii zadné koncentraci, ktera byla u finalniho Samponu také vizualné

cvwr

rozmnozit.

Tabulka 14: Kontrola Zivotaschopnost S. epidermidis v konopném hydrolyzatu a Samponech

MBC
[mg/ml]
konopny
hydrolyzat > 40
Sampon s 02
hydrolyzatem '
finalni Sampon 0,2
Sampon bez 02
hydrolyzatu '

V tabulce 15 jsou zobrazeny vysledky ovéfeni Zivotaschopnosti C. acnes vici extraktiim
v DMSO i v PG. Vidime, Ze vétSina extrakti dokazala usmrtit kulturu pouze pfi nejvyssi
koncentraci. Nejnizsi MBC byla zjisténa pro extrakt 3 v PG. U extrakti v PG vidime, ze
tetrafluorethanové extrakty mély niz§i minimalni baktericidni koncentraci nez ethanolové
extrakty. To znamena, ze mély vys$si schopnost bakterii usmrtit. V porovnani rozpoustédel mély
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vysSi antimikrobialni aktivitu extrakty v DMSO, nebot’ doslo k namnoZeni kolonii pii nizsich
koncentracich.

Ve srovnani se zakalovou metodou u extraktti v PG byl u fady extraktii minimalni nardst pfi
vice koncentracich, coz bylo zpozorovano i negativnim zbarvenim resazurinu. Nicméné po
naneseni vzorki do jiného prostredi se dokazala bakterie u vétSiny koncentraci opét rozmnozit.

Tabulka 15: Kontrola zZivotaschopnosti C. acnes v extraktech v DMSO a v PG

MBC [mg/ml]
Extrakt v | Extrakt v
Extrakt i oG 14
Extrakt 1
Santhica 70 (TFE) 16,50 38
Extrakt 2
Santhica 70 (EtOH) 16,50 48
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) 16 22,50
Extrakt 4
Futura 75 (EtOH) 15,75 51
Extrakt 5
Fibror 79 (EtOH) 15 50
Extrakt 2+5 2450
Santhica 70 + Fibror 79 (EtOH) ,
rozpoustédlo 0,25 0,25

Ani jeden ze Sampontl ani samotny konopny hydrolyzat nedokazal C. acnes usmrtit Gplné,
jak je zobrazeno v tabulce 16. Ve vSech pripadech doslo k tomu, Ze kultura narostla pii kazdé
koncentraci. I ptesto, ze pii zakalové metodé byl pro Sampony nartst az do fedéni 8% velmi
nizky, téméf nulovy, kolonie dokézaly preZit a opét se namnoZit. | pfesto, Ze Sampony
obsahovaly konzervant, nedokazaly kolonie usmrtit.

Tabulka 16: Kontrola Zivotaschopnosti C. acnes v konopném hydrolyzdtu a Samponech

MBC
[mg/ml]
konopny
hydrolyzat > 40
Sampon s
hydrolyzatem > 51,50
findlni Sampon > 52
Sampon bez
hydrolyzatu > 52,25

V tabulce 17 je znazornéné ovéieni zivotaschopnosti C. glabrata pro extrakty rozpusténé
v DMSO i v PG. Mizeme vidét, ze extrakty v DMSO dokazaly kvasinku usmrtit pouze pfi

cvwr

u extraktu 3. U samotnych rozpoustédel mizeme vidét, ze nemély silny antifugalni G¢inek
a podafilo se kolonie usmrtit jen pfi vysokych koncentracich.
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U extrakti v DMSO bylo pfi zékalové metod¢ vidét, Ze se podarilo kulturu usmrtit pii dvou
nejvyssich koncentracich, coz bylo vizualné zpozorovano i pii metodé s resazurinem. Po
ovéteni zivotaschopnosti se prokazalo, Zze u nékterych extraktl se dokazaly kolonie v lepSim

prostfedi rozmnozit.

Tabulka 17: Kontrola Zivotaschopnosti C. glabrata v extraktech v DMSO av PG

MBC [mg/ml]
Extrakt | Extrakt
Extrakt Y DMSO | v PG 1:4
Extrakt 1
Santhica 70 (TFE) 8,25 38
Extrakt 2
Santhica 70 (EtOH) 16,50 12
Extrakt 3
Santhica 70 (TFE) 16 5,63
Extrakt 4
Futura 75 (EtOH) 1575 | 2550
Extrakt 5
Fibror 79 (EtOH) 7,88 51
Extrakt 2+5 .
Santhica 70 + Fibror 79 (EtOH)
rozpoustédlo 0,25 013

U samotného konopného hydrolyzatu a jednotlivych Samponii se neprokdzal vici
C. glabrata zadny antifugalni G¢inek, jak zobrazuje tabulka 18. Kvasinka piezila ve vSech
pouzitych koncentracich. I pies to, ze pii zakalové metodé byl nartst kultury u Samponi spatien
jen pii nizsich koncentracich a pohyboval se do 50 % a pti vizualnim pozorovani resazurinu
bylo spatieno negativni zbarveni, dokazala se C. glabrata ve vhodné&jsim prostfedi opét

namnozit.

Tabulka 18: Kontrola Zivotaschopnosti C. glabrata v konopném hydrolyzdtu a Samponech

5.8 Zatézovy test

hydrolyzatu

MBC
[mg/ml]
konopny
hydrolyzat > 40
Sampon s
hydrolyzatem > 51,50
findlni Sampon > 52
Sampon bez > 59 95

Vysledky zatézového testu jsou vyobrazeny v tabulce 19. U kazdého konzervantu je uvedeno,
kolik kolonii bylo vlozeno do jednoho gramu produktu a nasledné kolik kolonii obsahoval 1 g
produktu v ¢asech odbéru 7, 14, 32 dnt. Posledni sloupec znazornuje rozdil mezi pocateCnim
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poctem kolonii v produktu a kone¢nym poctem, kde (-) znazornuje tbytek kolonii a (+) nartst
kolonii.

Tabulka 19: Pocatecni a zjisténé koncentrace mikroorganismii v jednotlivych konzervantech

Pocet Pocet

Konzervant Mikroorganismus KTJ T7 T14 T32 kolonii

dano do | [KTJ/g] | [KTJ/g] | [KTJ/g] oproti

produktu pivodnimu

[KTJ/g] vzorku
E-L. Green A 2% 15 310 0 (-)
E-L. Green C 2% 0 105 5 (-)
E-L. Green OR 2% _ . 0 320 75 )
Cosgard 0,9% S. epidermidis 230 5 395 295 +)
Ecokons 0,9% 10 260 0 )
Euxyl K903 0,9% 4365 485 25 )
Fenoxyethanol 0,8% 20 445 5 )
E-L. Green A 2% 63176 10 140 +)
E-L. Green C 2% 5 0 590 (+)
E-L. Green OR 2% i 80290 20 7820 (+)
Cosgard 0,9% E. coli 130 5 0 0 0
Ecokons 0,9% 0 0 10 ()
Euxyl K903 0,9% 5 20 0 )
Fenoxyethanol 0,8% 0 0 0 )
E-L. Green A 2% 0 20 0 )
E-L. Green C 2% 0 0 0 )
E-L. Green OR 2% 140 0 0 )
Cosgard 0,9% C. glabrata 654 890 20 0 @
Ecokons 0,9% 10 0 0 )
Euxyl K903 0,9% 1320 0 0 )
Fenoxyethanol 0,8% 410 0 0 ()

Pro S. epidermidis doslo po 7 dnech u vSech konzervanti, az na Euxyl K903 k poklesu
kolonii. Bohuzel pifi druhém odbéru doslo u vSech konzervanti k velkému nartstu. Jediny
Euxyl K903 mél pii druhém odbéru vyrazny pokles oproti prvnimu odbéru. Pti poslednim
odbéru doslo k poklesu a u dvou konzervantu (E-Leen Green A a Ecokons) doslo k uplnému
usmrceni kolonii.

Pro E. coli vétsina konzervanti vykazovala velky ubytek kolonii, prakticky uplny.
U Ecokons a Fenoxyethanol nebyla zjisténa piitomnost zadné kolonie pii prvnim odbéru. Pouze
E-Leen Green A a E-Leen Green OR m¢ly tak velky narust, ze jednotlivé kolonie nebylo mozné
spo¢itat. Proto byly na kazdé misce vyznadeny tii ¢tverce 0 obsahu 1 cm? a z jejich priméru
nasledné spocitan obsah celé¢ misky. Béhem druhého odbéru u Ctyt konzervanti (E-Leen
Green C, Cosgard, Ecokons, Fenoxyethanol) nebyla spatiena zadna kolonie. Dokonce
i u E-Leen Green A a E-Leen Green OR doslo k vyraznému poklesu. Pifi poslednim odbéru
u tfi konzervanti (Fenoxyethanol, Euxyl K903, Cosgard) nebyla spatiena zadna kolonie.
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Ecokons, u kterého se pii druhém odbéru neobjevila Zadna kolonie, pii poslednim odbéru
vzrostl pocet na 10 KTJ/g. Jesté vétsi nartst pii poslednim odbéru byl spatfen u konzervantu
E-Leen Green C, u které byla pfi poslednim odbéru koncentrace 590 KTJ/g. Nejvetsi nartist
m¢l ale E-Leen Green OR, kde koncentrace vzrostla na 7820 KTJ/g.

Pro kvasinku C. glabrata pfi prvnim odbéru dva konzervanty (E-Leen Green A
a E-Leen Green C (2%)) neobsahovaly zadnou kolonii. Nejvyssi mnozstvi kolonii pii prvnim
odbéru obsahoval Euxyl K903 (0,9%), kde jeho koncentrace byla 1320 KTJ/g. O néco vyssi
narust, nez byla pavodni koncentrace, m¢l Cosgard (0,9%), ktery pii prvnim odbéru mél
koncentraci 890 KTJ/g. Pfi druhém odbéru uz pouze u dvou konzervanta (E-Leen Green A
a Cosgard) byly spatieny kolonie. Co se ty¢e Cosgardu, oproti prvnimu odbéru doslo
k vyraznému poklesu a koncentrace byla 20 KTJ/g. U E-Leen Green A doslo k narastu. Pfi
posledni odbéru u zddného konzervantu nebyla spatifena zadna kolonie.

Pti porovnéani poctu kolonii na pocatku a na konci zatézového testu si mizeme v§imnout, ze
pouze u Cosgardu byl zaznamenan narust kolonii pro S. epidermidis oproti ptivodnimu poctu
(295 KTJ/g). U E. coli byl narust zaznamenan pro tfi konzervanty, a to E-Leen Green A
(140 KTJ/g), E-Leen Green C (590 KTJ/g) a E-Leen Green OR (7820 KTJ/g). U C. glabrata
doslo u vsech konzervanti k poklesu, az k samému zabiti kvasinky.

I ptesto, ze E-Leen Green A, C a OR byly do hydrolyzatu ptidavany v nejvyssim procentu,
u v8ech dochazelo k nartstu kolonii E. coli. Ostatni konzervanty, i piestoze byly v niz§im
procentu, dokazaly snizit pocet kolonii v produktu. Jako jeden z nejlepsich konzervantd lze
vyhodnotit Ecokons. I ptesto, ze pii druhém odbéru bakterii S. epidermidis vyrazné zvysily
pocet kolonii, pfi poslednim odbéru jiz byla miska ¢ista. U E. coli patfil také mezi nejlepsich,
stejné tak u C. glabrata.

5.9 Analyticka centrifuga
Na analytické centrifuze byla testovana koloidni stabilita Sampond. U Samponu, ktery
neobsahuje konopny hydrolyzat bylo na prvni pohled v kyveté vidét, ze nedoslo k oddé€leni fazi.
U sSamponu s konopnym hydrolyzatem i finalniho Samponu doslo k tomu, ze konopny
hydrolyzat, ktery v sobé obsahoval malé c¢asteCky, okem piehlédnutelné, se pii vysokeé
odstiedivé sile usadily na vrchu kyvety, jak je vidét na Obr. 52.

Pomoci programu, ktery vyhodnocuje vysledky z analytické centrifugy, byly ziskany
hodnoty nestability. Cim je hodnota nestability nizsi, tim je vzorek stabilng&jsi. V tabulce 20
jsou zobrazeny hodnoty indexu nestability. Podle vysledku je finalni Sampon nejvice stabilni.
U samponu bez hydrolyzatu je vidét, Ze index nestability je u kazdého vzorku jiny. To mohlo

MV
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Obr. 52:Sampony V kyvetdch po skonceni odstiedivého testu

Tabulka 20: Index nestability pro testované Sampony

Sampon Index
nestability

Finalni Sampon 0,400
Finalni Sampon 0,393
Sampon s hydrolyzatem 0,865
Sampon s hydrolyzatem 0,871
Sampon bez hydrolyzatu 0,334
Sampon bez hydrolyzatu 0,571

Také byly ziskany grafy v zavislosti transmise paprsku na poloze. Nizsi hodnota polohy
(105 mm) odpovida vrsku kyvety a maximalni hodnota (130 mm) odpovida spodku kyvety.
Zelené a Cervené kiivky znazornuji Cas, kdy nejdiive byly zaznamenavany Cervené kiivky
a zelené odpovidaji poslednimu zaznamu. Jestli se vSechny ktivky piekryvaji, nedoslo béhem
analyzy k separaci ani sedimentaci. Pokud doslo béhem testu k sedimentaci nebo separaci,
ktivky budou od sebe oddélené, jak mizeme vidét na Obr. 53 a Obr. 54. Pravé u finalniho
Samponu a Samponu s hydrolyzatem byla pozorovana sedimentace konopného hydrolyzatu
a doslo k rozptylu kiivek jiz od nizkych hodnot, které odpovidaji vrsku kyvety, nebot’ se
sedimenty usadily na vrchu. Sampon bez hydrolyzatu, ktery se zda vizualnim pozorovanim
Vv kyveté stabilni, na Obr. 55 vidime, Ze k ur¢itému odd¢leni pii vr§ku kyvety také doslo.
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Obr. 53:Zavislost transmise na poloze v kyveté — Finalni Sampon
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Obr. 54: Zavislost trasmise na poloze v kyveté — Sampon s hydrolyzditem
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Obr. 55: Zavislost transmise na poloze v kyveté — Sampon bez hydrolyzatu

5.10 Zkouska surfaktanti

Podle postupu v kapitole 4.16.1 a tabulky 5 byly vzdy ptipraveny smési surfaktantt, které byly
rozpustény ve vode. U vSech vzorki se vzdy vytvofila péna, ale ve vétsing piipadu byla velmi
fidka a rychle spadla. Nejméné pény se vytvotilo pfi zkousce ¢. 5 (Obr. 56). Vytvofilo se jen
malé mnozstvi pény, kterd moc dlouho nevydrzela. Pravdépodobné je to zpisobeno tim, Ze
surfaktant capryl/caprylyl gklukosid ma velmi dobré myci schopnosti, ale jeho péna neni
stabilni. I pfes to, ze byl capryl/caprylyl glukosid smichan scoco glukosidem a decyl
glukosidem, které zvySuji hustotu pény, nebyla vytvofena dostate¢né husta péna. Podobné
vysledky poskytly i zkousky ¢. 1, 4, 6, 8, 9, 10.

Nejlepsi pénu vytvorily zkousky €. 2, 3, 7. U zkousky €. 2 byly pouzity pouze neionogenni
surfaktanty a zde se vytvorily 1 bublinky. Zkousky €. 2 a 10, které obsahovaly stejné surfaktanty,
ale v jiném procentualnim sloZeni, vytvofily rozdilné pény. Zde vysla 1épe zkouska ¢&. 2, kde
byl kazdy surfaktant zastoupen v 10 %.

Nejvice pény vytvotila zkouska €. 3, kde byly pouzity dva neionogenni a jeden aniontovy
surfaktant. Péna byla velmi husta a hned nespadla. Vsechny tfi surfaktanty samy o sobé vytvari
bohatou krémovou pénu, coz se jesté jejich kombinaci podpoftilo. Nasledné byla tato kombinace
surfaktantli pouzita do findlniho Samponu na vlasy.
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Obr. 56: Zkouska pénivosti surfaktantii — nejlepsi ¢.3 (nalevo) a nejhorsi ¢.5 (napravo)

5.11 Senzoricka analyza testovaného Samponu
Pfipraveny Sampon na vlasy s pfidavkem konopného proteinu a konopnych extraktii byl
senzoricky hodnoceny 10 respondenty (Tabulka 21). Testovani probihalo 14 dni a respondenti
pouzivali S$ampon podle instrukci. Po uplynuti 14 dni respondenti hodnotili produkt pomoci
dotazniku (Ptiloha 5), kde prvni otazky byly orientovany na ziskani informaci, jak si
respondenti bézné myji vlasy a druha ¢ast se tykala testovaného Samponu a jak respondentim
vyhovoval.

Tabulka 21: Zdkladni informace o respondentech

resp%‘:(lj‘;n (| Pohlavi Vek Délka vlasi
1 muz 20-30 kratké
2 zena 20-30 po prsa
3 muz 20-30 kratké
4 zena 20-30 po prsa
5 zena 20-30 dlouhé (k pasu)
6 zena vice nez 50 po ramena
7 muz 20-30 kratké
8 zena vice nez 50 po ramena
9 zena 20-30 po ramena
10 zena 20-30 po prsa

Vétsina respondentt si myje vlasy 1-3x do tydne. Nasly i se taci, ktefi myji vlasy téméf
kazdy den a u nékterych je to pro kazdy tyden jiné. Také nanaseni je rozdilné. Nékdo nanasi
Sampon pii kazdém myti dvakrat, nékdo pouze jednou. U vétSiny respondent je rozhodujici
pii vybéru Samponu piedevsim slozeni. Béhem testovani si vSichni respondenti, az na jednoho,
umyli vlasy celkem minimalné 5x.

V dalsi ¢asti méli respondenti hodnotit na skale 1-5 konzistenci, barvu a vini Samponu.
Hodnota 1 znazoriiovala nejlepsi (vyborna) a hodnota 5 nejhorsi (nedostacujici). VSichni
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hodnotili vzhled $amponu pozitivné. U vétSiny dostal Sampon ve vSech oblastech znamku
vybornou. Vysledky hodnoceni zobrazuje Obr. 57.
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Obr. 57: Pocet hlasii respondentii pri hodnoceni vzhledu testovaciho Samponu

Co se ty¢e pénivosti samotného Samponu, podle 8 lidi z 10 pénil Sampon dostatecné na druhé
naneseni. U jednoho respondenta napénil Sampon uz na prvni pouziti. Bohuzel jeden respondent
m¢él problém napénit Sampon 1 pfi druhém myti. Rlizna pénivost na vlasech miize byt zpisobena
rozdilnymi vlastnostmi a typy vlast. Respondent konzultoval zptisob myti vlast, ale bohuzel
1 pfi dodrzeni veSkerych pokynt, které u ostatnich respondentii byly aéinné, nepodatilo se
Sampon dostatecn¢ napénit.

U Ssamponu se projevily i dobré Cistici vlastnosti. Na Obr. 58 vidime, ze u 60 % respondentti
m¢él Sampon pozitivni odezvu, kde se vlasy mastily bud’ za delsi dobu, nebo za podobnou jako
s obvyklym produktem. U 20 % se vlasy mastily dfive a u zbylych se nedalo ptesné urcit. Jeden
z respondenttl travil béhem testovani urCity ¢as v posilovné a vlasy se dost potily. Druhému
respondentovi se vlasy nemasti ani s béznymi produkty.

= pozdéji m dfiv stejné ® jiné

Obr. 58: Pocet procent respondentii pii odmastovacich ucinkdach testovaciho Samponu
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U Zadného z respondentd se neprojevily vétsi negativni ucinky, jak vyobrazuje Obr. 59.
Pouze u jednoho zdeseti respondentll se objevilo zafervenani pii prvnim pouziti. Pfi
nasledujicim pouzivéani jiz zaCervendni nebylo shledano. U dvou respondentii se objevily
stroupky a lupy. Testovaci Sampon jim na pokozku hlavy nemusel tolik vyhovovat
a mohlo dochézet k vysusovani.

10
10 + 9
97 8
8 41
o= 7 T
%61
T 5+
(]
)8 4 4
& 4] )
2T 1
o 1 =
0
zacervenani svédéni pokozky lupy strupy

mne mmalinko ®pfi prvnim pouziti, potom ne

Obr. 59: Pocet hlasii respondentii pro jednotlivé negativni ucinky

Po uplynuti testovaci doby se u vétSiny respondentli objevilo kladné hodnoceni na celkovy
vzhled vlasi. Sest respondentii mé&lo pocit, Ze jsou vlasy pevnéjsi a zacelengjsi. Nékteid méli
pocit, Ze jsou vlasy mén¢ vysuSené po umyti a méli pocit €istSich vlast. U jednoho respondenta
nebyla shledana Z4dna zména a jeden mél pocit, ze jeho vlasy nejsou tak nadychané, jak byvaji
pii pouzZivani bézného Samponu.

Pfi otazce ,,co by respondenti na Samponu vylepsili“ bylo nejvice hlasi pro vini (3 hlasy).
Do $samponu byl ptidan konzervant Ecokons, ktery je vyroben z citrusii a sam ma citrusovy
nadech, tedy jiz do Samponu nebyl pfidavam zadny esencialni olej a je mozné, ze kazdému
citrusova vuné vyhovovala. Jeden respondent by také rad zménil barvu Samponu.

Na zavér se respondenti méli rozhodnout, zda by méli zajem Sampon pouzivat i nadale
a vSech deset respondentii by 1 nadale Sampon chtélo pouzivat. Na Samponu by se dalo mnoho
véci vylepSit. Napiiklad zaméfit se na jinou kombinaci surfaktanti a pokusit se, aby vsem
Sampon pénil dostatecné a neméli zadné alergické reakce. Z estetického hlediska by bylo mozné
Sampon také jesté vice vylepsit a ptidat vini, kterou by si respondenti vybrali. Bohuzel kazdy
cloveék ma jiné vlasy a jinou pokoZku a nelze dosdhnout toho, aby urcity produkt osobni péce
vyhovoval vsem. Z toho divodu mame v kosmetickych produktech tak velky vybér, aby kazdy
nasel pro sebe to nejvhodnéjsi.
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyva moznostmi vyuziti vybranych frakci technického konopi
V kosmetice. Teoretickd Cast se zabyva charakteristikou samotné rostliny, jejim vyuzitim,
prumyslovym zpracovanim a piehledem jednotlivych biologicky aktivnich latek v ni
obsazenych. V experimentalni ¢asti byl zjiStovan celkovy obsah antioxidanti, fenolickych
latek, flavonoidl, chlorofylli a kanabinoidl Vv péti primyslovych extraktech, na které byly
pouzity dva typy extrahovadel (ethanol, tetrafluorethan). Nasledné byly ¢isté vzorky ziedény
dimethylsulfoxidem. V dalsi ¢asti byl pfipraven Sampon na vlasy s pfidavkem konopnych
extrakt rozpusténych v pentylenglykolu a konopného hydrolyzatu. U $amponu byla provedena
senzoricka analyza s cilem zjistit, zda ma Sampon uréité pozitivni uc¢inky na vlasy. Nakonec byl
stanoven antimikrobialni a antifugdlni ucinek extraktd rozpusténych v pentylenglykolu
a dimethylsulfoxidu a také u samotného konopného hydolyzatu a Samponu.

U extraktl byl stanoven obsah antioxidantd, chlorofyld, fenolickych latek, flavonoidi
a obsah kanabinoidd. Z hlediska rozdilnych extrahovadel, nejvice biologicky aktivnich latek
bylo stanoveno v ethanolovych extraktech. U tetrafluorethanovych extrakti bylo
identifikovano pouze vétsi mnozstvi chlorofylu. Nejvice antioxidantl bylo nalezeno v odradé
Fedora 75 (0,456 pg/mg). Nejvice polyfenold obsahovala odriida Fibror 79 (0,108 mg/mg).
Nejvice flavonoidll bylo stanoveno v odriidé Santhica 70 (0,0943 mg/mg). Pfi porovnavani
dvou extraktl z odriidy Santhica 70 v tetrafluorethanu byly zjistény rozdilné hodnoty. To bylo
zpiisobeno tim, Ze kazdy extrakt byl pfipraven z jiného ro¢niku a obsah latek se mize vlivem
klimatickych podminek lisit. Nejvyssi celkovy obsah kanabinoidii byl stanoven v odridé
Fibror 79 (722,91 pg/mg), ktera méla nejvyssi zastoupeni kanabinoidu CBD. Nejbohatsi odriida
na CBG je Santhica 70 (457,4 ug/mg).

V dalsi casti byl pripraven Sampon na vlasy s pfidavkem konopného hydrolyzatu
a konopnych extrakti rozpusténych v pentylenglykolu. Pomoci Kjeldahlovy metody byl
stanoven obsah proteinu (celkového dusiku) v nasem hydrolyzatu (12,27 %). Extrakty byly do
Samponu pouZzity dva, a to ty, které obsahovaly nejvyssi mnozstvi biologicky aktivnich latek.
Aby mél Sampon i dobré pénivé schopnosti, byl proveden test pénivosti. Kombinace
surfaktantd, ktera vykazovala nejvys$i pénivost, byla nasledné pouzita i do vysledného
produktu. Tento $ampon testovalo 10 respondentti po dobu 14 dnt, kteti nasledné hodnotili
tento produkt. U vétSiny doSlo k pozitivnim ucinkiim na vlasy. Také by méli zajem tento
Sampon pouzivat i nadale. Vysledny Sampon byl také analyzovan na koloidni stabilitu na
analytické centrifuze. Zde ale doSlo k oddéleni malych céstecek obsazenych v konopném
hydrolyzatu.

Pro spravny vybér konzervantu do Samponu byl proveden test konzervace na sedmi
konzervantech v konopném hydrolyzatu. Nejlep$i konzerva¢ni ucinky se projevily
u konzervantu Ecokons, ktery dokazal u testovanych mikroorganismi snizovat jejich pocet
kolonii, az u druht Candida glabrata a Staphylococcus epidermidis doslo po 32 dnech
k Gplnému zahynuti kultury. I via¢i E. coli vykazal velky pokles oproti jinym konzervantam.

Nakonec byly provedeny antimikrobialni testy, kde bylo prokazano, Ze extrakty maji
antimikrobialni ucinek. Vuc¢i Staphylococcus epidermidis byl inhibi¢ni ucinek prokazan jak
u extraktd rozpusténych v dimethylsulfoxidu, tak v pentylenglykolu. Podafilo se inhibovat
bakterii téméf ve vSech pouzitych koncentracich. Bylo zjisténo, ze u extraktii rozpusténych
v pentylenglykolu i dimethylsulfoxidu maji ethanolové extrakty siln¢jsi antimikrobialni ucinek
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nez tetrafluorethanové. Nicméné extrakty v dimethylsulfoxidu mély jest€¢ o néco vyssi
antimikrobialni ucinek, protoze dokazaly bakterii usmrtit v nizsich koncentracich nez extrakty
rozpusténé v pentylenglykolu. Vici bakterii Cutibacterium acnes byl antimikrobialni ucinek
extrakti mnohem niz§i a ve vétSiné koncentracich se podafilo bakterii prezit. Silngjsi
antibakterialni G¢inek byl ale vi¢i Cutibacterium acnes prokazan v extraktech rozpusténych
v dimethylsulfoxidu, kde u v§ech extrakti byla minimalni baktericidni koncentrace 16 mg/ml.
U extraktli rozpusténych v pentylenglykolu byl prokézan vyssi antibakterialni ucinek u extrakta
Z odriidy Santhica 70. V porovnani extrahovadel mély vyssi u€inky tetrafluorethanové extrakty
nez ethanolové. Vuci kvasince C. glabrata se projevily minimalni inhibi¢ni G¢inky u extraktl
v PG i DMSO. Ve vétsin¢ extraktech doslo k nariistu kultury a dochazelo ziejmé K utilizaci
nékterych slozek v extraktech jako zivin. U findlniho Samponu se prokazaly antibakteridlni
ucinky pouze vuci Staphylococcus epidermidis. Jak bakterie Cutibacterium acnes, tak kvasinka
Candida glabrata dokazala v samponu piezit. U samotného konopného hydrolyzatu nebyla ani
vaci jednomu mikroorganismu prokazana antimikrobialni ani antifugalni aktivita.
U vyrobenych Sampont na vlasy byla detekovana urcita antimikrobialni i antifugalni aktivita.
U findlniho Samponu mliZzeme inhibi¢ni G¢inky ptifadit ke konopnym extraktlim, které Sampon
obsahoval. Nicméné¢ tato aktivita byla nejspise u vSech Sampont zplisobena konzervantem.

Zavérem muzeme potvrdit, ze konopi seté je velmi vSestranna rostlina, ktera obsahuje
mnozstvi biologicky aktivnich latek. Velmi ovS§em zalezi jak na odridé€, roku sbéru rostliny, tak
i nasledn€ na extrahovadlu. V ramci vlasové kosmetiky se projevily pozitivni u€inky pfi pridani
konopného hydrolyzatu a extraktu do produktu. Tim by se po potiebné optimalizaci mohlo
roz§ifit na trhu portfolio vyrobkli s obsahem konopnych slozek o produkt s komplexnim
biologickym ucinkem.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS4
BHI
CBC
CBD
CBG
CBN
CCM
DMSO
EtOH
HPLC
LB
MBC
MIC
PG
SDB
TFE
THC
A

A

2,2"-azinobis(3-ethylibenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Brain Heart Infusion

Kanabichromen

Kanabidiol

Kanabigerol

Kanabinol

Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka mikroorganismi)
Dimethylsulfoxid

Ethanol

Vysokoucinné kapalinova chromatografie

Lysogeny Broth

Minimalni baktericidni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pentylenglykol

Sabouraud Dextrose Broth

Tetrafluorethan

Tetrahydrokanabinol

Absorbance

Vinova délka

84



9 PRILOHY

Priloha 1: Kalibracni kfivka TROLOXU na stanoveni antioxidac¢ni aktivity
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Priloha 2: Kalibracni krivka kyseliny gallové na stanoveni fenolickych latek
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Priloha 3: Kalibraéni kfivka katechinu na stanoveni flavonoidu
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Piiloha 4: Kalibraéni kiivky jednotlivych kanabinoidi
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Piiloha 5: Otazky z dotazniku na senzorickou analyzu Samponu na vlasy

Pohlavi

Vek

Délka vlasii

Jak casto si obvykle myjete vlasy (s béznym Samponem)

Kolikrat si nanasite bézny Sampon na vlasy béhem jednoho myti
Co je pro vas dulezité pii vybéru Samponu

Pouzivate kondicionér/masku na vlasy

Kolikrat jste si béhem testovani umyli vlasy

Kolikrat jste si béhem jednoho myti pfi testovani nanaseli Sampon
Jak vam vyhovovala konzistence Samponu

Jak vam vyhovovala barva Samponu

Jak vam vyhovovala viiné¢ Samponu

Pouzivali jste béhem testovani i jiné produkty na vlasy

Pénil Sampon na vlasech dostate¢né

Jak rychle se vam mastily vlasy

Objevily se béhem testovani néjaké problémy

Jaky jste méli pocit na vlasech po 14ti dnech zkouseni Samponu? Pfipadaly vam v néem
Jiné?

Je néco, co byste na Samponu vylepsili?

Mg¢li byste zajem pouzivat Sampon i nadale
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