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ABSTRAKT

Konopi se fadi mezi vSestrann¢ vyuzitelné rostliny. Setkavdme se s nim prakticky ve vSech
odvétvich priamyslu, od papirenského po 1ékaisky a farmaceuticky. Predmétem této bakalaiské
bylo charakterizovani frakci konopi, které vznikly pfi jeho zpracovani, a jejich aplikacemi
v kosmetice a farmacii. V teoretické Casti je vypracovana charakteristika rostliny, jeji chemické
slozeni a bioaktivni latky v&etné jejich vyuziti v kosmetice. V experimentalni casti byly
stanoveny nékteré vybrané¢ metabolity hydrolyzati z konopné mouky a konopnych kalt.
Vsechny tyto frakce byly z odridy konopi Santhica. V analyzovanych vzorcich byl stanoven
obsah sacharidi, lipidd, polyfenoli, chlorofyla, profil mastnych kyselin, ¢islo zmydelnéni, ¢islo
kyselosti a jodové ¢islo. Déle byla u konopnych hydrolyzati stanovena antimikrobidlni aktivita.
Také byla ptipravena konopna mydla z konopného kalu a kokosového oleje, u kterych probéhla
senzorickd analyza. Z hydrolyzatu z konopné mouky byl ptipraven Sampon, ktery byl testovan
in vivo. V praci bylo prokazano, ze vSechny pouzité materialy byly bezpeéné a vhodné
k pouziti. U pfipravenych mydel byl prokazan 1é¢ivy dezinfekéni a hydrataéni Géinek pfi
umyvani rukou. U konopného Samponu bylo zjisténo, Ze po umyti jsou vlasy hladké a hebké.

ABSTRACT

Hemp is known as a versatile usable plant with many industrial applications including
pharmaceutical industry. The subject of this bachelor's thesis was to characterize the fractions
of cannabis produced during its processing and their applications in cosmetics and pharmacy.
In the theoretical part the characteristics of the plant, its chemical composition and bioactive
substances are worked out. In the experimental part, some metabolites present in hydrolysates
of hemp flour and hemp sludge were determined. All fractions were obtained from the Santhica
variety. In the samples the content of carbohydrates, lipids, polyphenols, chlorophylls, fatty
acid profile, acidity number and iodine number were determined. Furthermore, antimicrobial
activity of hemp hydrolysates was tested and fat numbers of the sludge samples were
determined. Hemp soaps from hemp sludge and coconut oil were prepared and analysed by
sensory tests too. Hemp flour hydrolysate was used in shampoo, which was tested on humans.
It was demonstrated that all the materials used were safe and suitable for use. The prepared
soaps showed a hydration effect when washing hands. Hemp shampoo application led to smooth
and soft hair when washed.
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Technické konopi, aktivni latky, hydrolyzaty, konopné produkty
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1 UvoD

Konopi se odjakziva fadi mezi vyznamné tradi¢ni rostliny, jez jsou lidmi po staleti hojné
vyuzivany a péstovany. Poskytuje bohaté materialové vynosy ve forme kvalitniho vldkna a také
obsahuje nespocet biologicky aktivnich latek, které dosahuji vyznamnych lécivych ucink. Ma
nékolik moznych aplikaci, mezi které patii také kosmetika a farmacie. V 1ékaistvi je konopi
oznacovano jako potencidlni 1€k proti rakoving€, ale jeho 1éCivé ucinky byly prokazany i u
dalsich mén¢ ¢i vice zavaznych onemocnénich. Konopi je mimo jiné pouzivéano také pro své
psychoaktivni G¢inky, jehoz nadmérné uzivani konopi jako drogy vedlo k zdkazu pouZzivani a
péstovani.

Co se tyce chemického hlediska, konopi bylo a je stale detailn€ studovano, a jako jedina rostlina
obsahuje skupinu latek zvané kanabinoidy. Jsou povazovany za jednu z nejvyznamnéjSich
sloucenin nachazejici se v konopi. Kanabinoidy zptsobuji vyznamné viditelné 1é¢ivé ucinky,
diky t€émto vlastnostem se konopi vyuziva ve farmaceutickém pramyslu. V technickém konopi
se mnozstvi kanabinoidi mens$i, proto se tak Casto v lékafstvi nevyuziva. V konopi jsou
ptitomny dal8i aktivni latky, jako jsou napiiklad mastné kyseliny, proteiny, sacharidy nebo
vitaminy. Mastné kyseliny se nachazeji v konopnych semenech, ze kterych se vyrabi ole;j.
Seminka také obsahuji proteiny. Sacharidy tvoii bunécnou sténu a vladkna. Vitaminy jsou
obsazeny v cytoplazmatické membran¢ a jinych bunéénych membranach.

Technické konopi se vyuziva predev$im v textilnim, papirenském a stavebnim pramyslu,
protoze disponuje vysokou kvalitou stonku a pazdefi pro nasledné zpracovani. Jeho produkty
zahrnujici pfedevsim konopné semeno nachazi uplatnéni i v medicinskych aplikacich. Mimo
farmaceuticky pramysl se ojedinélé ucinky konopi vyuzivaji také v kosmetickém pramyslu
diky svym antimikrobialnim u¢inklim pfi koZnich onemocnénich. Za hlavni G¢innou slozkou
pfirodni konopné kosmetiky je povazovan konopny olej, ktery se ziskava pravé z konopného
seminka.

PtedloZzend bakalaiska prace se zabyva charakterizaci technického konopi, jeho chemickym
slozenim a bioaktivnimi latkami. Tyto latky jsou déle analyzovany zriznych frakci
technického konopi s moznosti aplikace v kosmetice a farmacii, za pouziti zdkladnich metod
jako je spektrofotometrie a chromatografie. V praci je nasledné testovan antimikrobialni G¢inek
konopnych hydrolyzati. Déle je provedena senzorické analyza vyrobeného mydla z konopného
kalu. Vyrobeny konopny Sampon byl dan testovan lidem a nasledné byl hodnocen.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Technické konopi

Konopi zvané technické konopi (Cannabis sativa L.) je termofilni plodina, ktera je naro¢na na
vodu, pudu a ziviny. Potlacuje rust plevele a ma rekultivacni a protierozni vliv. Pfi péstovani
nejsou nutné pesticidy ani herbicidy, které Skodi zivotnimu prostfedi. Obsahuje okolo 23 %
vlaken a asi 75 % dievité hmoty, takzvané pazdefi [1].

2.1.1 Historie

Prvni zminky o kultivaci technického konopi pochazeji ze starovéku. V Xia Xiao Zheng, coz
je staroveky Cinsky text, se miizeme docist, Ze konopi bylo jedno z hlavnich plodin starovéké
Ciny. Rada historikd tvrdi, Ze Ciftané péstovali konopi jako potravinaiskou plodinu, jelikoz ma
vysoce vyzivna seminka. Zemédglstvi se postupem ¢asu zadalo zlepSovat a starovéci Ciflané
prisli na to, ze mohou vyuzit konopné stonky na vyrobu vlédkna na papir, lano nebo obleceni.
Prvni konopna lana a papir se objevily v Ciné kolem roku 2800 pi.n.l., avsak kultivace konopi
se datuje jiz k roku 8000 pi.n.l. [2].

2.1.2 Charakteristika rostliny

Konopi se fadi mezi dvoudomé, jednoleté byliny z ¢eledé¢ konopovité (Cannabaceae), které
dortstaji az do vysky ¢tyt metrti. Dobfe se pfizpisobuje rozmanitym ptirodnim podminkdm a
diky tomu se s konopim mtzeme setkat prakticky ve vSech vegeta¢nich pasmech [3].

Konopi ma tmavé zelenou barvu. Jak uz bylo zminéno, konopi se fadi mezi dvoudomé rostliny,
tudiz u n¢j rozliSujeme samci a samici rostlinu. Sam¢i rostliny jsou vyssi a Stihlej$i. Mizeme u
nich zpozorovat svétlejsi listy a Sedozeleny vrchol. Samci rostliny dozrévaji diive nez samici,
a to asi 0 4-6 tydni. Morfologicky jej miizeme rozdé€lit do nékolika ¢asti. Prvni ¢asti je koten,
ktery nabyva kulovitého tvaru s rozdilnou délkou. Stonek je v prvnich fazich ristu mékky a
duznaty, postupem cCasu zacina odspodu dievnatét. Konopi je specifické svymi pilovitymi
mnohocetnymi listy. Dalsi ¢asti konopi jsou kvéty, které produkuji charakteristickou pryskyfici,
ktera obsahuje biologicky uc¢inné latky, naptiklad kanabinoidy. Samc¢i a samici kvét se od sebe
1181 jak vzhledem, tak funkci. Ku ptikladu v samicich kvétech dozravaji mala semena. Samci
kvéty obsahuji pylové vacky, které se oteviraji a vypoustéji pyl do vzduchu [4].
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Obrdzek 1. Stavba rostliny konopi [9]

2.1.3 Druhy konopi

Z morfologického hlediska se konopi rozdé€luje na tfi zdkladni druhy, a to konopi seté, indické
a rumistni. Tyto druhy se od sebe vzajemné 1isi obsahem kanabinoidua [4].

2.1.3.1 Konopi seté (Cannabis sativa)

Jedna se o nejrozsitenéjsi druh konopi, péstovan hlavné pro hospodaiskymi ucely. Dortista do
vysky az Sesti metrli, ma tedy nejvyssi vzrist z uvedenych druht konopi. Disponuje slabym
vétvenim a riznou velikosti tzkych listd. Obsahuje malé mnozstvi THC a CBD. Konopi seté
se pestuje hlavné pro zisk vldkna a oleje, vyrabéného z konopnych semen [5, 6, 7].

2.1.3.2 Konopi indické (Cannabis indica)

Konopi indické se morfologicky zcela 1i8i od konopi setého. Vyznacuje se sttednim rlstem,
dortsta do vysky jednoho metru a pil. Rostlina je charakterizovéana silnym vétvenim, z nichz
kazda vétev je bohaté olisténd kvétenstvim. Listy jsou vétsi a SirSi. Narozdil od konopi setého,
indické konopi obsahuje velké mnozstvi kanabinoidli, prevazné AS-tetrahydrokanabinol a
kanabidiol. V tomto disledku je jeho péstovani na tizemi Ceské republiky zcela zakazano,
Vv Evropé nem4 jeho péstovani znacny vyznam [6, 7].

2.1.3.3 Konopi rumistni (Cannabis ruderalis)

Ma piivod v jihovychodnim Rusku a je fazen mezi plevele. Ze vSech tii druhii konopi ma
nejmensi vzrast, a to maximalné jeden metr. Z morfologického hlediska je malo vétveny a
olistény velkymi dlouhymi listy. Nej€asteji se vyuziva pii Slechténi hybrida. Obsahuje nepatrné
mnozstvi kanabinoidnich latek, pfedevsim pfevlada kanabidiol [8].

10
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Obrdzek 2. Zakladni druhy konopi [10]

2.2  Konopné frakce

Technické konopi je brano jako vSestranna rostlina, protoze pfi zpracovani se vyuzivaji v§echny
jeji casti. Lze z néj Cerpat suroviny slouzici k vyrobé dalSich produkti. Patii zde naptiklad
koten, listy, kvéty nebo semena. Nejvic vyuzivanou ¢asti je stonek, ze kterého se ziskava
konopné vldkno a déle se vyuziva naptiklad na vyrobu papiru nebo netkanych textilii. Kratsi
konopna vladkna tvofi koudel. Drevitd Cast stonku se nazyva pazdeti a hraje velkou roli
V energetice a stavebnim primyslu [11].

Kvét konopi obsahuje THC, je bohaty na pryskyfice a nejvice je vyuzivan ve farmacii. Ve
kvétech dozravaji semena, ze kterych se ziskava konopny olej. Z odpadnich latek vzniklych pfi
zpracovani konopi se poté vyrabi mouka a protein [12].

Z konopnych semen ziskavdme konopny olej, a to nejbéznéjsi pouzivanou metodou-lisovanim
za studena. Diky této metodé ma olej lepsi nutri¢ni hodnoty. Pfi lisovani se vytvareji také
vedlejsi produkty jako jsou kaly nebo vylisky. Konopny kal je hlavné tvofen z oleje, mastnych
kyselin, malych kouskt lisovanych semen a pigmentt. Vylisky vznikaji jako vedlejsi produkt
po lisovani semen na extrakci oleje.

2.2.1 Konopné seminko

Jedna se o olejnaty ofisek, ktery dozrava v konopném kvétenstvi. Ma tvrdou slupku a mékkym
jadrem. Je bohaté pfedevsim na tuky, bilkoviny, cukry, mineralni latky a vitaminy. Vyrabi se
Z n¢j olej. Muize obsahovat zbytky kanabinoidi. Konopna seminka pomahaji regulovat hladinu
cholesterolu, posiluji imunitni systém, svalovou hmotu a dodéavaji energii. Jsou vhodna pro
celiaky, protoze neobsahuji lepek. Konopné seminko obsahuje optimalni kombinaci
esencidlnich mastnych kyselin pro produkci bun€k a zdravi kize. Jejich konzumovani ma vliv
na zdravou plet’ a vlasy, a proto se také vyuzivaji v kosmetice [13].
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2.2.2 Kvéty a listy

Vyrabi se z nich esencialni oleje, které v soucasnosti jiz neobsahuji stopy po THC. V susené
formé se s kvéty a listy setkdvame hlavné v Cajich, které jsou bohaté na antioxidanty. Uplatiiuje
se také pii dochucovani jidel a piti [14].

2.2.3 Konopny olej

Konopny olej se vyrabi ze seminek, a to tak, Ze semena jsou lisovdna za studena. Obsahuje
idealni zasobu omega-3 a omega-6 mastnych kyselin, enzymi, fytosterolii, vitamind, proteinti
a mineralii. Posiluje imunitu, mé vyrazné protirakovinové ucinky a chrani pied zanéty. Plisobi
také na kozni potize, jako jsou napiiklad opary, infekce zptisobené plisnémi a kvasinky, akné
nebo ekzémy. Je tedy hlavné vyuzivan v kosmetice a potravinarstvi. Diky zbytktim chlorofylu,
které obsahuje, ma zelenou barvu. Nesmi se vafit, protoze pii teploté vyssi nez 45 °C dochazi
ke ztratam potiebnych a dulezitych latek. Musi se ukladat do tmy, aby se chranil pted svételnou
degradaci. Uchovava se v chladniéce, aby nedoslo ke zluknuti [15].

2.2.4 Konopna mouka

Konopnd mouka je vyrabéna z konopnych semen a pokrutin, a to jejich rozemletim. Je vhodna
pro lidi trpici celiakii, protoZze neobsahuje lepek. Vyuziva se v potravinafstvi, je bohatd na
rostlinné bilkoviny a je také vhodna jako zahuStovadlo pfi nizkosacharidovych dietdich. Ma
vysoky obsah vldkniny, vitamini a hotc¢iku, obsahuje také kyselinu listovou. Slouzi jako
vyborny zdroj bilkovin pro sportovce [16].

2.2.5 Konopny protein

Je ziskavan z loupaného konopného semene. Seminka se rozmélni a dochazi k mechanickému
lisovani, pii kterém se konopny olej odd€luje od pevné masy a vznika ttvar, ktery je oznacovan
jako kolag. Tento kola¢ se poté susi a zpracovava na praSek. Déle dochazi k cezeni, ¢imz
dochazi ke sniZeni podilu vldkniny a narustu podilu bilkovin. Konopny olej tedy obsahuje malé
mnozstvi tuku a velky podil bilkovin. Vyuziva se jako doplné€k stravy. Jedna se o témét 100%
proteinovy koncentrat. Je lehce stravitelny a neobsahuje zadné alergeny [17].

2.3  Chemické sloZeni konopi

Jelikoz je konopi neustéle studovano a zkoumano, dodnes se nevi pfesny pocet latek, které se
V ném nachazeji. V soucasnosti se pocet nalezenych a popsanych chemickych slou¢enin udava
v fadu stovek. Vi se vSak, ze mezi zdkladni latky, které konopi obsahuje, se fadi sacharidy,
mastné kyseliny, aminokyseliny, proteiny, terpeny, flavonoidy, vitaminy a dalsi, které
dohromady zastupuji primarni a sekundarni metabolity rostliny [11].

2.3.1 Sacharidy

Sacharidy jsou obsazeny v celé rostliné konopi. Jsou stavebni slozkou konopnych vlédken a
soucasti bunécné stény. Mezi monosacharidy, které se v konopi nachdzi, fadime pievazné
glukosu, fruktdzu, galaktézu a v malém mnozstvi arabinozu. Z fad disacharidii obsahuje konopi
sachar6zu a maltézu. Povrch rostliny je tvofen polysacharidem celul6zou nebo pektinem a
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muze obsahovat stopy sorbitolu nebo glycerolu. Dal§imi zastupci polysacharidii v konopi jsou
rafindza a hemiceluloza [11].

2.3.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny se nachdzeji v konopnych seminkach, ze kterych je lisovan konopny ole;j.
Obsahuje ®-3 a ®-6 nenasycené mastné kyseliny, které musi lidsky organismus pfijimat
potravou. Mastné kyseliny vykazuji mimo jiné protizanétlivé a regeneracni vlastnosti. Konopné
semeno obsahuje znatné mnozstvi mastnych nenasycenych kyselin, znichZz nejvice
zastoupenymi kyselinami jsou kyselina linolové a kyselina linolenova. Tyto kyseliny fadime
mezi vyznamné esencialni kyseliny. Je nutné je piijimat stravou, protoze lidsky organizmus je
neni schopen vytvofit. Dal$imi nenasycenymi mastnymi kyselinami, nachazejicimi se
V konopném seminku jsou kyselina stearidonova, gondoova, olejova, nervonova a vakcenova.
Zastupci nasycenych mastnych kyselin jsou v nejvét§im zastoupeni kyselina palmitova a
stearova, déle pak kyselina lignocerova, behenova, arachidova, margarinova a myristova [11,
18].

2.3.3 Proteiny

Bilkoviny fadime mezi vysokomolekularni pfirodni latky. Jednd se o biopolymery slozené
z aminokyselin, které¢ jsou spojeny peptidovou vazbou. Tato vazba je tvofena mezi o-
karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a a-aminoskupinou druhé aminokyseliny [19].
Konopi obsahuje v seminkach kvalitni proteiny, a to pfedev§im albumin a edestin. Oba tyto
proteiny jsou bohaté na esencidlni aminokyseliny, dokonce jejich celkovy podil je vyznamné
vy$$i nez naptiklad v izolatu s6jového proteinu. Proto jsou snadnéji vstiebatelné a slouzi jako
vhodny doplnék stravy. Bylo studovéano a prokazéano, Ze konopny protein miZe piisobit proti
unave a snizit oxidacni stres [11, 20]. Diky své struktufe maji proteiny schopnost navazat se na
pokozku. Udrzuji v ni vodu a zvlacnuji ji. Téchto vlastnosti proteinil se vyuziva predevSim
v kosmetice. Na vlasovou pokozku a vlasy maji kladny efekt upravené proteiny. Upraveny
hydrolyzovany protein totiz dokéze vstoupit do kutikuly a uchytit se v ni. Tim vyplni malé
trhlinky, kter¢ mohly vzniknout chemickym nebo neSetrnym mechanickym zachdzenim.
Proteiny tak zabrafiuji poskozovani vlasu [20].

2.3.4 Flavonoidy

Flavonoidy patii mezi vysoce U¢inné latky, které jsou jasné¢ viditelné na UV svétle diky
schopnosti zvané fluorescence. Jejich funkci je chranit citlivé ¢asti rostliny, predev§im kvéty a
plody, pfed slune¢nim zafenim. VétSina z nich ma nepiijemnou hotkou pachut. U nékterych
druhti byla zaznamenana vysoké antibakteridlni a protiplisiiova aktivita. Flavonoidy dokazi
zpeviovat cévy, diky ¢emuz se uplatiiuji pfi chronickém krvaceni nosu, kie€ovych Zzildch nebo
hemeroidech. Mezi flavonoidy vyskytujicich se v konopi patfi kanflavin A a B, které maji
schopnost tlumit zanét, srovnatelné jako aspirin. Dale pak kvercetin, luteolin, kaempferol,
apigenin, vitexin a dalsi [21, 22].

13



2.3.5 Terpeny

Za terpeny jsou povazovany nenasycené uhlovodiky pievazné rostlinného ptivodu. Jsou slozeny
minimaln¢ ze dvou izoprenovych jednotek. Vykazuji t€kavy charakter a jsou siln€¢ aromatické.
U rostlin disponuji ochrannou funkci, naptiklad proti bakteriim, plisnim nebo hmyzu. Terpeny
jsou zodpoveédné za specifickou viini rostlin konopi. Mezi nejcastéji vyskytujici se terpeny
vV konopi patii myrceny, konkrétné B-myrcen. Patii mezi monoterpeny a jeho aroma je
zjisténo, Ze myrcen dokaze blokovat aktivitu nékterych karcinogenii jako je napiiklad alfatoxin
B. Usnadiiuje a také urychluje prinik latek do mozku a krevniho obéhu. Mezi dalsi terpeny
nachazejici se v konopi patii limonen, o a B-pinen, B-karyofylen, linalool, terpinolen, kamfen,
felandren, karen, humulen, pulegon, sabinen a geraniol [22].

2.3.6 Dusikaté slouceniny

Mezi kvartérni baze, které byly v konopi identifikovany patii cholin, neurin a muskarin. Mimo
jiné je ptitomnych 12 jednoduchych aminti, naptiklad methylamin, ethylamin, pyrrolidin nebo
piperidin, 8 amidil a jenom 2 alkaloidy. Mezi dusikaté slouceniny nachazejici se v konopi patii
také proteiny (albumin a edestin), aminokyseliny a enzymy [11, 23].

2.4  Bioaktivni latky

Bylo prokéazano, ze kanabinoidy, které se vyskytuji pouze v rostlindch konopi, jsou povazovany
ucinklim. AvSak kanabinoidy nejsou jedinou skupinou latek, které maji dilezitou roli
vV kosmetice a farmacii. Mastné kyseliny, sacharidy a proteiny, popsany v kapitolach 2.3.2,
2.3.1 a 2.3.3 hraji dulezitou roli pfedevSim ve vyzivé. K nim dale nalezi jesté vitaminy a
vyznamnymi sloZzkami jsou také antioxidanty [5].

Konopny olej ve stopovém mnoZzstvi disponuje methylsalicylatem. Jeho farmakologické uc¢inky
lze prirovnat i¢inkiim 1éku zvaném aspirin, bézn¢ pouzivanym proti horecce.

Zastupci chemickych prvki vyskytujici se v konopi jsou hoi¢ik, vapnik, draslik a sira [24].

2.4.1 Kanabinoidy

Radime je mezi fenolické terpeny, které spadaji pod skupinu latek zvané isoprenoidy. MnoZstvi
kanabinoidi je ovlivnéno odridami konopi, kazdy druh obsahuje jiné mnozstvi. Tyto latky
nalezneme v nejvétsi koncentraci prave v konopnych kvétech. Kanabinoidy vznikaji z kyseliny
kanabigerolové-CBGA, a to jeji dekarboxylaci. Z hlavni kanabinoidni latky povazujeme THC,
CBD, CBG, CBC a CBN [23].

2411 THC

A’-tetrahydrokanabinol neboli THC je diky svym zniamym psychotropnim w¢inkéim
nejzndméjsi kanabinoid. Je obsazen ve vSech druzich konopi, avSak v lisicich se mnoZstvich.
Kromé halucinogennich G¢ink piisobi také jako analgetikum a uvoliluje svaly. Zabranuje také
nevolnosti [23, 25].

2412 CBD

CBD, také kanabidiol, patii mezi nepsychotropni latky. Vyskytuje se ve vSech odradach konopi.
Vyssi obsah CBD piisobi proti THC. Snizuje jeho efekt a tim zvySuje bezpecnost konopi.
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V dnesni dob¢ Ize CBD potidit ve formé oleje nebo kapek, které vykazuji antipsychotické a
protitizkostné ucinky [23].

24.1.3 CBG

ucinek. Bylo zjisténo, ze CBG je ve velkych davkach cytotoxicky pro buiky rakoviny. Mize
pusobit jako antibiotikum a analgetikum [23].

24.14 CBC

CBC neboli kanabichromen je dalsi nepsychotropni latkou, ktera ma analgetické,

rrrrr

THC [23].

24.15 CBN

Kanabinol se v konopi nachazi jen ve stopovém mnozstvi. Jeho obsah se muze lisit dle stafi
rostliny. Vykazuje sedativni, antibiotické a protizanétlivé ucinky [23].

M3-Tetrahydrocannabinel {THC) Cannabidiol (CBD)

HO
Cannabigerol (CBG)

Cannabichromene (CBC)
Obrazek 3. Nejvyznamnéjsi kanabinoidy [26]

2.4.2 Vitaminy

Vitamin E neboli tokoferol patfi mezi vyznamné vitaminy nachézejici se v konopi. Je soucasti
cytoplasmatické membrany a dalsich biomembran. Radi se mezi vitaminy rozpustné v tucich.
M4 schopnost zachycovat volné radikaly diky svému zndmému antioxidacnimu ucinku.
Vykazuje ptiznivy vliv na vitalitu bunék a je schopen zpusobit vyssi fluiditu membrén. Je
vyuzivan v kosmetice, ma totiz schopnost udrzet slozeni ptirozeného kozniho filmu [27]. Jeho
nedostatek se mtiZze projevit zkracenim doby Zivota erytrocytl, poruchou funkce vaje¢niki a
varlat, dokonce muze dojit az k neplodnosti [28].

Co se tyce vitamint rozpustnych ve vod¢, nejvétsi zastoupeni v konopi ma vitamin C-kyselina
askorbova, ktery miizeme najit v konopnych semenech. Pfispiva ke sniZzeni tinavy a vyznamneé
podporuje imunitu. Dal§imi zastupci jsou vitamin B1, B2 a B6 [27].
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2.4.3 Fenolické latky

Fenolické latky jsou rozsahlou a neobycejné riiznorodou skupinou sekundarnich metabolitti.
Rostlinné fenolické latky vznikaji jen malym poctem nékolika zakladnich biogenetickych drah,
které vedou k omezenému poctu dvou ¢i tii kliCovych meziprodukta. Z téch pak dale vznikaji
jednoduchymi enzymatickymi transformacemi stovky az tisice tzv. perifernich derivata.
Nejbéznéjsi typy rostlinnych fenolickych latek 1ze klasifikovat naptiklad podle poctu uhlika a
jejich vzajemnych vazeb: jednoduché fenoly, benzofenony s dibenzopyrany, fenolické kyseliny
a aldehydy, antrachinony a stilbeny [29].

Nejvétsi koncentrace konopnych fenoli je hlavné v seminku, ale také v listech nebo kvétech.
Fenoly nachazejici se v kvétech nazyvame fenoly a flavonoidy, které jsou podrobnéji popsany
v kapitole 2.3.4. V seminku miZeme najit napiiklad kyselinu hydroxyskoficovou nebo
lignamidy. Ze zastupcti flavonoidii obsahuje konopna rostlina apigeniny a kanflaviny [11].

2.5  Vyuziti konopi

Existuje cela fada alternativnich zptsobt, jak vyuZit technické konopi v rtiznych primyslech.
Traduje se, ze prvni surovinou pro vyrobu tkaniny nebyla bavlna, ale pravé konopi. Prvni
zminky o péstovani a zpracovani pochézeji z Ciny. V textilnim primyslu se vyuZzivaji zejména
stonky, které obsahuji vldkna potiebnd k Siti platna, potahovych latek, ale také k vyrobé
koberct, provazi, tésniciho materidlu nebo v automobilovém primyslu vyplné dvefi.
Z konopného vlakna lze vyrobit 1 obuv. Konopi seté je v soucasnosti vyznamnym zdrojem
celuldzy. Diky tomu mizeme z konopi vyrobit mnoho zajimavych papirenskych vyrobki. Pii
vyrob¢ jsou pouzivany dlouhd a kratka vlakna. Z dlouhych vlaken vznika vysoce kvalitni papir
napiiklad na vyrobu knih nebo Casopist. Kratka vlakna jsou vyuzivana k vyrobé toaletniho
nebo baliciho papiru [30].

Konopi je bylina 1é¢iva 1 uzitkova. O jejim nezmérném lécebném potencidlu se dozvidame jiz
z nejstarSich dochovanych 1ékopist. I z mnoha dalSich pisemnych dokladi a archeologickych
nalezl je zfejmé, Ze lidé ji objevovali, znali a prakticky vyuZzivali po tisice let. Lécebna sila
konopi se pfitom neukryva pouze v nejcastéji uzivanych susenych listech a kvétech samicich
rostlin a jejich pryskyfici. Konopi totiZ 1€¢i jiZ jako mladé rostlina, naptiklad v podobé Cerstvé
Stavy. Leéci také konopna vlakna, jeZ byla diive ptikladand na poranéni a popaleniny. Lécebné
ucinky ma i konopné semeno a v ném obsazeny olej [31].

26 Kiize

Jedna se o nejvetsi organ pokryvajici zevni ¢ast lidského téla. Jeji celkovy povrch nabyva az 2
m2. Sklada se ze ti ¢asti: pokozka, $kara a podkozni tkané. K hlavnim funkcim kize se patii
termoregulace, ochrana, smyslové citéni a ti€ast na latkové vymeéné. S dal$imi organy vytvari
bariérovy kozni systém. Co se tycCe tloustky kiize, zalezi, na jakém misté na téle se nachazi.
Z hlediska pokozky se dé€li na dva zadkladni typy, a to na tlusty typ s hladkou kizi bez vlast a
silnou rohovitou vrstvou, napiiklad dlan¢ a chodidla, a tenky typ s ochlupenou kizi, ktera
pokryva 90 % povrchu téla. Pies kiizi dochazi ke vstiebavani latek rozpustnych v plynech a
tucich. Navic také vylucuje maz, vodu a soli [32].
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Konopny olej udrzuje vlhkost pleti v rovnovaze, a tak brani jejimu pfedasnému starnuti.
Pomaha k tomu, aby pokozka byla jemna, hladka, mék¢i a hydratovana. Maze zmirnit také
nékteré kozni stavy — zejména ekzém, akné a psoridzu i zanét ktize dermatitidu.

Mydla obsahujici konopny olej piiznive piisobi na hojeni jizev, strii a akné. Regeneruji pokozku
a zabranuji jejimu vysouseni [33].

2.7 Vlasy

Vlasy se fadi mezi kozni utvary tvotfené keratinem. Misto, ze které¢ho kazdy vlas vyrasta, se
nazyva vlasovy folikul neboli vacek. Jedna se o druh pokozky, ktera je vychlipena do skary.
Tyto vacky se tvofi jiz pfi vyvoji plodu, po narozeni se zadné dalsi folikuly netvofi. Na hlavé
se jich vytvofi okolo jednoho milionu, na téle az pétkrat vice.

Podle tvaru prufezu jsou vlasy rozdéleny na tii druhy, a to na rovné, vlnité a kudrnaté. Kazdy
den vyroste vlas o cca 0,5 milimetrQ, zalezi v§ak na jeho umisténi a na pohlavi ¢lovéka [34].

Protein, zakladni stavebni slozka vlasu, je ve vodé€ nerozpustny, a proto do néj jen tak néco
nevstoupi, nestane se jeho soudasti. Supinky tvofici povrch vlasu jsou také tvofené proteiny,
které drzi pohromad¢ diky riznym aminokyselindm. Polypeptidové fetézce ve vlasu jsou pficné
spojené Ctyfmi typy vazeb: vodikovou, iontovou, disulfidickou a peptidovou. Pokud se rozpoji
vSechny vazby, poskozeni vlasu je nevratné. Jak uz bylo feceno, upraveny hydrolyzovany
protein dokaze vstoupit do kutikuly a uchytit se v ni. Tim vyplni malé trhlinky, které mohly
vzniknout neSetrnym mechanickym, ale i chemickym zachazenim. Proteiny, které jsou
obsazeny v konopi, pfispivaji k tvorbé keratinu, jehoz silna vrstva pomaha predchazet lamavosti
vlasu [35].

2.7.1 Stavba vlasu

Sklada se z vlasového kotene, ktery je uloz jiz ve zminéném vlasovém vacku. Ten je v dolni
¢asti rozsifen ve vlasovou cibulku. Uvnitf cibulky se nachdzi vazivova papila s kapildrami, jeZ
zajistuji vyzivu vlasové cibulky. V misté skary do folikuly vyust'uji potni apokrinni a mazové
zlazy. Pod mazovou Zlazou se na vacek upind sval zvany vzptimovac vlasu. Stvol vlasu se
postupné ztenc€uje. Kira vlasii je tvofend keratinocyty, coZ jsou zrohovatélé protaZzené bunky
pokryté kutikulou. Zistavaji pevné spojené, narozdil od pokozky. V kiife vlasu se také nachazi
melanin, coz je barvivo, které urcuje barvu vlasii. S v€kem se barvivo z vlast vytraci. Proces
Sedivéni ale neni pfi€inou ztraty pigmentu. Je to zptisobeno ptitomnosti vzduchovych bublinek
mezi bunikami vlasu [36].
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ANATOMIE VLASU
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Obrdazek 4. Anatomie vlasu [37]

2.8  Charakteristika pouZitych mikroorganismii
2.8.1 Candida glabrata CCM 8270
Jedna se o druh haploidnich kvasinek rodu Candida, dfive zname jako Torulopsis glabrata.
Tato kvasinka jako jedina z rodu netvoti pseudohyfy pfi teploté vyssi nez 37 °C [38]. Candida
glabrata je soucasti pfirozené mikroflory. Ma také vysokou odolnost vici nékterym
antimykotickym 1éktim, coz mize ztizit 1é¢bu. Kvasinky rodu Candida zpasobuji infekci
zvanou kandidoza. Jedna se o infekci uvnitt téla, ktera miize mit dopad na vnitini orgdny nebo
jiné Casti téla [39].

Tabulka 1. Klasifikace C. glabrata [40]

Klasifikace
Doména Fungi
Kmen Ascomycota
Ttida Saccharomycetes
Rad Saccharomycetales
Celed Saccharomycetaceae
Rod Candida
Druh Candida glabrata

2.8.2  Micrococcus luteus CCM 1569

Radi se mezi grampozitivni bakterie rodu Micrococcus, jez vykazuji kulovity tvar. Buiiky jsou
usporadany v tetradadch. Kultivuji se pii teploté¢ 25-37°C. Jsou nepohyblivé a zivi se
chemoorganotrofné [41].
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Tabulka 2. Klasifikace M. luteus [42]

Klasifikace
Doména Bacteria
Kmen Actinobacteria
Ttida Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Celed Micrococcaceae
Rod Micrococcus
Druh Micrococcus luteus

2.8.3 Escherichia coli CCM 7395

E. coli je gramnegativni bakterie rodu Escherichia. Jedna se o ty¢inkovitou bakterii, ktera
netvorti spory. Bézné se vyskytuje ve stfevnim traktu vyssich obratlovca a lidi. Kultivuje se pfi
minimalni teploté¢ 37 °C. Bakterie je znacn¢ odolna a ve vlhkém prosttedi dlouho pietrvava
vitalni. VétSina kment E. coli je za béznych podminek nepatogenni. OvSem za urcitych
okolnosti, jako je nemoc nebo oslabeni organismu, se chovaji jako patogeny, které mohou
zpusobit akutni i chronické zanétlivé procesy [43].

Tabulka 3. Klasifikace E. coli [44]

Klasifikace
Doména Bacteria
Kmen Proteobacteria
Trida Gammaproteobacteria
Rad Enterobacteriales
Celed Enterobacteriaceae
Rod Escherichia
Druh Escherichia coli

2.9  Pouzité metody

2.9.1 UV-VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie je fyzikalné-chemickd metoda, ktera se fadi mezi molekulovou
absorp¢ni spektrometrii. Rozsah vinovych délek, pii kterych UV/VIS spektrofotometrie pracuje
je v rozmezi 200-800 nm. UV/VIS spektrofotometrie pracuje na principu méfeni energie
pohlcené vzorkem (latkou) pfi prichodu zafeni. Méfenim jsou ziskana absorp¢ni spektra, ktera
jsou graficky vyjaddifena jako zdvislost absorbance na vlnové délce. Absorpci
elektromagnetického zafeni molekulou dojde ke zméné elektronového stavu dané latky
(molekuly) — dojde k elektronovym ptechodiim. Jinymi variantami spekter jsou zavislosti
transmitance nebo extink¢niho koeficientu na vlnové délce. Nejcasteji se vyuziva meéfeni
absorbance, pfi¢emZ zdvislost absorbance na koncentraci a tloustce kyvety je popsana
matematicko-fyzikalni rovnici plynouci z Bouguerova— Lambertova—Beerova zakona. Platnost
zakona je omezena na zfedéné roztoky, protoze tvrzeni, Ze extinkéni koeficient je nezavisly na
koncentraci latky pti dané vinové délce, se vztahuje pouze na ziedéné roztoky do koncentrace
1072 mol/dm?. U roztokt s koncentraci nad 1072 mol/ dm? je extinkéni koeficient zavisly na
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indexu lomu roztoku, a tudiz neni koeficientem. Extinkéni koeficient je pro rtzné latky
charakteristicky.

A=¢-c-l
kde A = absorbance, € = molarni absorp¢ni (extink¢ni) koeficient, ¢ = latkova koncentrace a |
= délka kyvety [45].

2.9.2 Chromatografie

Chromatografie zahrnuje Sirokou S$kalu fyzikdlnich metod pro analyzu nebo separaci
komplexnich smési. Tato metoda vyuziva vysoké rozliSeni komponent, coz vede k usnadnéni
separaci velmi slozitych smési. Principem chromatografie je déleni slozek smési mezi dvéma
fazemi, tzv. mobilni a stacionarni, nékdy také oznacovany jako pohybliva a nepohybliva faze.
Mobilni faze mize byt plynnd nebo kapalna, zatimco staciondrni faze mize nabyvat pouze
kapalné nebo pevné skupenstvi. Kapalnou stacionarni fazi tvofi vrstva kapaliny nanesend na
tuhych casticich nebo na wvnitini stén¢ kapilarni kolony, zatimco pevnou stacionarni fazi
predstavuji malé porézni ¢astice o pruméru jednotek az stovek mikrometrti. Podle skupenstvi
mobilni a staciondrni faze se déli rizné chromatografické techniky.

Pti prichodu separa¢nim systémem piejde kazda slozka vzorku mnohokrat z mobilni faze do
stacionarni a zpé&t. V kazdém okamziku musi byt systém velmi blizko rovnovaze, kdy pocet
Castic noveé vazanych na stacionarni fazi je roven poctu, které v daném okamziku piejdou ze
staciondrni do mobilni faze. Tuto rovnovahu popisuje distribucni konstanta KD, kterd je
definovana pro rovnovahu analytu mezi mobilni a stacionarni fazi. Casovy zaznam signalu
detektoru, kterym protéka mobilni faze za kolonou se oznacuje jako chromatogram. Protoze se
zony jednotlivych slozek béhem své cesty kolonou rozSifuji, zdznam mé tvar
chromatografickych piki [45, 46].

2.9.3 Agarovy difuizni test

Tato metoda se fadi mezi difuzni semikvantitativni metody, které slouzi k stanoveni citlivosti
mikroorganismti k antimikrobidlnim latkdm. Jednd se o orienta¢ni metodu poskytujici
informace o citlivosti pfislusné kultury na danou antimikrobidlni latku. V kulturou
zaoCkovaném agarovém systému dochézi k difiizi antimikrobidlni latky a tim k potlaceni riistu
mikroorganismu kolem mista aplikace antimikrobialni latky, ¢imZ jsou vytvotfeny prohlubné.
Vznika tak inhibi¢ni zdna, ktera se hodnoti po 24hodinové inkubaci a citlivost mikroorganismu
k dané antimikrobidlni latce je vyhodnocena podle velikosti vzniklé inhibi¢ni zony. Kmeny
rezistentni k antimikrobidlni latce Zadnou inhibi¢ni zonu nevytvari, pficemz rezistence miZze
byt ziskana nebo pfirozend, jejiz ptikladem miiZe byt nepropustnost vnéjsi membrany
gramnegativni bakterie pro danou antimikrobialni latku [47].

2.9.4 Testy cytotoxicity

1é¢iv nebo potravinovych doplikd. Jednd se o schopnost dané slouceniny, kterd zplisobuje
bunécnou smrt, a to pomoci zmén v bunééném chovani nebo v bunécnych procesech. In vitro
testy cytotoxicity jsou zalozeny na sladovani viability bun€k, které jsou vystaveny dané
testované latce. Existuje nékolik rznych parametrii, podle kterych se posuzuje stav buiiky.

20



Patfi mezi né proliferace bunék, sledovani mitochondridlni aktivity, integrita bunécné
membrany a dal$i. Tyto metody jsou zatazovany mezi metody jednoduché, diky tomu, Ze
umoznuji otestovat vétsi mnozstvi vzorkil za pomérné kratky cas. Vysledky téchto testd jsou
dalezitym prvkem pro vyvoj novych 1éciv a doplikti. Testy mohou probihat za pomoci redukce
tetrazoliovych soli, redukce resazurinu, méfeni mnozstvi laktatdehydrogenasy, méfeni
mnozstvi ATP nebo barveni trypanovou modfi.

Bunécné kultury, které se vyuzivaji k testovani cytotoxicity materiali, se ziskavaji izolaci z téla
laboratorniho zvifete nebo ¢loveéka. Pro in vitro testovani toxicity se vyuziva né€kolik tisic
bunéénych kultur, které jsou izolovany z riznych zdroji. Kazda bunécna kultura se vyznacuje
specifickym stupném slozitosti a piibuznosti se souvisejici in vivo situaci [48].

2.9.4.1 HaCaT linie

HaCaT bunky piedstavuji imortalizovanou linii lidskych keratinocyti, jejiz vyuziti pfedstavuje
mnoho vyhod. Snadnéji se kultivuji a buiiky pomaleji stairnou. HaCaT buiiky se Siroce vyuzivaji
pro testovani kozni senzitivity a cytotoxicity [48].

2.9.4.2 HelLa linie

HeLa se tfadi mezi nesmrtelné bunécné linie lidskych epitelidlnich nadorovych bunék, které
byly izolovany v roce 1995. Pochézeji z nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacks-proto nazev
HeLa. Jedna se o nejstarSi vyuzivanou lidskou bunéénou linii v mnoha oborech svétového
vyzkumu zahrnujici biologické, chemické a medicinské discipliny. Byly to prvni lidské buiiky,
které byly namnozeny v laboratoii a oznafeny za ,,nesmrtelné®, protoze nevykazuji zadné
znamky poskozeni i po mnoha bunécnych délenich diky ptfitomnosti enzymil telomeraz, které
se podili na zpétném prodluzovani konct telomer po buné¢ném déleni [49].
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3  CILE PRACE
Cilem této bakalarské prace, ktera se zabyva vyuzitim vybranych frakci technického konopi
V kosmetice a farmacii, je vypracovani a shrnuti téchto bodu:

e piehlednd reserSe o zpracovani technického konopi, frakcich a jejich aktivnich latek

e optimalizace metod stanoveni aktivnich slozek konopi a jejich biologického Gc¢inku

e piiprava extraktl z konopi, testovani jejich antimikrobidlnich a dalSich G¢ink pro

vyuziti ve farmacii a kosmetice
e ovéteni bezpecnosti materialti pomoci testl cytotoxicity
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Pouziti chemikalie, pFistroje a mikroorganismy

4.1.1 Pouzité chemikalie

Aceton, p.a., LachNer (CR)

Agar Powder, Himedia (IND)

Ethanol, p.a., LachNer (CR)

Fenol, p.a., LachNer (CR)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (SRN)
Glukoéza monohydrat, p.a., LachNer (CR)
Fenolftalein, LACHEMA, CR

Hexan, g. r., LachNer (CR)

Hydroxid draselny, p.a., LachNer (CR)
Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)

Chlorid sodny, p.a., Lachema (CR)
Chloroform, PENTA (CR)

Jodid draselny, p.a., PENTA (CR)
Jodobromid (98 %), ALFA AESAR, (GB)
Kvasni¢ny extrakt, Himedia (IND)

Kyselina fosfore¢n4, Lachema (CR)
Kyselina chlorovodikova (35 %), LachNer (CR)
Kyselina octova, Lachema (CR)

Kyselina sirova (96 %), LachNer (CR)

LB medium, SIGMA-ALDRICH (SRN)

NB medium, Himedia (IND)

Pancreatin NB, SERVA (SRN)

Pepsin, SIGMA-ALDRICH (SRN)

Pepton, Himedia (IND)

Skrob rozpustny (podle Lauliera) p. a., Lachner, (CR)
Thiosiran sodny bezvody, p.a., Lachner (CR)
Trypton, Himedia (IND)

Uhligitan sodny, p.a., LachNer (CR)

4.1.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen (SRN)
Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)
Ptedvazky Scout Pro, OHAUS (USA)
Spektrofotometr VIS, Helios 6, Unicam (GB)
Susarna, Memmert GmbH + Co. KG (SRN)
Ultrazvukova lazen PS 02000 (CR)

Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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4.1.3 Pouzité mikroorganismy
Candida glabrata ~ CCM 8270
Escherichia coli CCM 7395
Micrococcus luteus CCM 1569

4.2  Analyzované konopné frakce
V této bakalatské préci byly analyzovany frakce technického konopi, a to vedlejsi produkty
jeho zpracovani: sedimentacni konopny kal a konopné pelety.

4.2.1 Konopny kal

Konopny kal vznikéd z konopného oleje. Nejprve dochazi k vylisovani oleje ze semen, kdy se
ziskava surovy olej, které se poté necha sedimentovat. Poté, co odteCe panensky olej, je ziskan
sedimentaéni kal. Krom¢ konopného oleje obsahuje také necistoty ze seminek a proteiny. Diky
nim je kal husts$i. Pro nasledné analyzy byly vyuzivany kaly odriidy Santhica, ze zpracovani
z roku 2019 a 2020.

4.2.2 Konopna mouka

Jedna se o vylisky, které vznikly lisovanim konopnych seminek. Pelety, které se zpracovavaly,
byly také z odrtidy Santhica, z roku 2019. Pro nasledné analyzy byly tyto vylisky rozemlety na
vibra¢nim mlynu a nasledné pomoci sit rozdéleny na frakce podle velikosti ¢astic. Vzniklé
frakce byly nasledné pojmenovéany jako konopna mouka. Pozadované Castice mely velikost
800, 710, 400, 200, 100 a mensi nez 100 um. Pfi sitovani bylo zpozorovano, ze frakce o
velikosti 200 pm obsahovala jako jedina svétle zelené a tmavé zelené &astice. Castice byly od
sebe oddéleny a nadale bylo pracovano s kazdou frakci zvlast. Frakce byly pojmenovany jako
200 pum svétla a 200 um tmava. Pro nasledné analyzy bylo pracovano pouze s konopnou
moukou o velikosti 710, 400, svétld a tmava 200 pm.

Obrazek 5. Jednotlivé velikosti castic konopné mouky

4.3  Konopny kal

4.3.1 Stanoveni ¢isla zmydelnéni

Cislo zmydelnéni neboli saponifikacni ¢islo uddva hmotnost hydroxidu sodného (v mg)
potiebnou k neutralizaci volnych i vazanych mastnych kyselin v 1 g tuku. Do kéadinek byly
odvazeny 2 g konopnych kalti Santhica 2019 a 2020 s pfesnosti na miligramy. Navazky byly
kvantitativné pfevedeny 25 ml hydroxidu draselného o koncentraci 0,5 mol/l do destila¢ni
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banky, byly ptidany kousky pemzy a bylo zahajeno zmydeliovani pod zpétnym chladi¢em.
Soucasné byl provadeén 1 slepy pokus. Po 30 minutach byl proces zastaven, do horkého roztoku
byly pfidany 3 kapky fenolftaleinu a ihned bylo titrovano odmérnym roztokem kyseliny
chlorovodikové, dokud se roztok neodbarvil. Soucasné byla provedena standardizace kyseliny
chlorovodikové pomoci hydroxidu draselného.

4.3.2 Stanoveni ¢isla kyselosti

Udava mnozstvi volnych mastnych kyselin v tuku, které je vyjadieno jako hmotnost hydroxidu
draselného v mg potfebna k neutralizaci 1 g tuku. Do kéadinek byly odvazeny 4 gramy
konopnych kalt typu Santhica 2019 a 2020 s piesnosti na miligramy. Navazky byly
kvantitativné ptfevedeny 100 ml ethanolu do titracnich banck. Smés byla zahfivdna na
elektrickém vafici a byla pfivedena k varu. Poté byly titracni banky promichany, ptidaly se 3
kapky fenolftaleinu a za horka bylo titrovano odmérnym roztokem hydroxidu draselného do
rizovofialového zbarveni, které bylo stalé alespoit 30 sekund. Soucasné byl proveden slepy
pokus se 100 ml ethanolu. Také byla provedena standardizace hydroxidu draselného pomoci
kyseliny Stavelové.

4.3.3 Stanoveni jodového Cisla

Jodové ¢islo stanovené podle HanuSe udava hmotnost jodu v gramech, ktera se aduje na 100
graml tuku za vhodnych podminek. Do kadinek byly odvazeny 0,4 g konopnych kald
S pfesnosti na miligramy. Pomoci 10 ml chloroformu byly navazky ptevedeny do zabrusovych
Erlenmeyerovych ban€k a smés byla mirné zahiivana, aby doslo k rozpusténi. K roztokim bylo
napipetovano 15 ml jodmonobromidového roztoku a banky byly uzavieny zabrouSenymi
zatkami, které byly ovlhceny v roztoku jodidu draselného. Baniky byly promichany a nechany
stat 1 hodinu ve tmé za obcasného michani. Po hoding byly zatky oplachnuty destilovanou
vodou do ban¢k a bylo pfidano 25 ml jodidu draselné¢ho. Cca po dvou minutach bylo ptidano
100 ml vody a bylo titrovano OR thiosiranu sodného do Zlutého zbarveni. Poté bylo ptidano 5
ml Skrobového roztoku a bylo titrovano do odbarveni. Stejnym postupem byl pfipraven slepy
pokus. Byla provedena standardizace thiosiranu dichromanem draselnym.

4.3.4 Stanoveni oleje v kalu

Do kadinek bylo navaZeno 100 grami kalli odriidy Santhica 2019 a 2020. Poté bylo ke kazdému
kalu pfidano 120 ml hexanu. Vznikla smés byla zfiltrovand pomoci filtrace za sniZzen¢ho tlaku
automatickou vyvévou. Filtrat byl poté odpafen na vakuové odparce a bylo zjiSt€éno mnoZstvi
oleje v konopnych kalech.

4.3.5 Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Obsah mastnych kyselin byl stanoven pomoci GC po transesterifikaci mastnych kyselin ve
vzorcich. Mastné kyseliny byly stanovovany v konopném oleji Santhica 2019 a konopnych
kalech Santhica 2019 a 2020. Do vialek s 300 mg vzork bylo ptidano 1,8 ml transesterifika¢ni
smesi, vialka byla uzaviena a inkubovana dvé hodiny v termobloku pii 85 °C, kdy doslo
k transesterifikaci mastnych kyselin. Po ochlazeni bylo do 4 ml vialky pfidano 0,5 ml roztoku
NaOH o koncentraci 0,05 mol/l. Dale byl pfidan obsah uzaviené vialky a 1 ml hexanu pro
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HPLC. Smés byla promichavana po dobu 10 minut na vortexu. Po ustaleni fazi byl odpipetovan
Z horni vrstvy 0,1 ml do GC vialky a bylo ptfidano 0,9 ml hexanu pro HPLC. Vzorky byly
ponechény v mrazadku a nésledn¢ analyzovany. Byl pouzit plynovy chromatograf Trace GC.
Analyza probihala pii 250 °C a trvala cca 30 minut. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny
v programu Chromeleon 7.2 a pievedeny do MS excel.

4.3.6 Priprava mydla

Mydlo se vyrabi procesem zvanym zmydelnéni, kdy na triacylglyceroly tuku nebo oleje piisobi
alkalie. Jelikoz v ramci této bakalarské prace bylo vyrobeno tuhé mydlo, jako alkalie byl pouzit
hydroxid sodny. Celkem byla vyrobend ctyii mydla z konopného kalu Santhica 2019 a
kokosového oleje v pomérech 80:20, 70:30, 60:40 a 50:50. Celkové mnozstvi mydla bylo vzdy
50 g. Hmotnosti hydroxidu sodného byly vypocitany pomoci ¢isla zmydelnéni, které byly
zjisténo z predchozich stanoveni. Mydla byla vytvotena podle nésledujici tabulky.

Tabulka 4. Vypoctené hmotnosti pro pripravu mydel

Pomér Hmotnost Hmotnost Hmotnost Hmotnost
kalu: kokos. oleje kalu (g) kokosového oleje (g) | NaOH (g) vody (g)
8(()?;0 40 10 8,5932 19
70:30 35 15 8,6628 19
60:40 30 20 8,7324 19
50:50 25 25 8,8020 19

Nejprve bylo navazeno mnozstvi hydroxidu sodného. Do kadinek byla odvazena destilovana
voda a do ni pfidan hydroxid, ktery byl zcela rozpustén. Prace byla kvili toxickym param
hydroxidu provadéna v digestofi. Do kadinky byla navaZena ptisluSnd mnoZzstvi kalu a
rozpusténého kokosové oleje, navic bylo ptidano 2,5 g konopného oleje do kazdé kadinky.
Vychladnuty hydroxid byl postupné pielévan do smési za stalého michani. Jakmile hmota
zaCala houstnout, byla pifevedena do forem na mydlo, kde byla ponechéna 24 hodin. Po 24
hodinach bylo mydlo vytazeno z formy a ponechéno pfti laboratorni teploté pro dozrani asi tii
tydny.

Obrazek 6. Vyrobena mydla (zleva-50:50, 60:40, 70:30, 80:20)
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4.4  Konopna mouka

4.4.1 Priprava hydrolyzati z konopné mouky

Z vybranych frakci konopné mouky byly pfipraveny 2 druhy hydrolyzatit v destilované vode
a vV 1% kyseling sirové. Na predvazkach bylo odvéazeno 20 g z kazdé frakce. Navazky byly
kvantitativné prevedeny do pyrexovych nadob, které obsahovaly 200 ml 1% H2SOs a
destilované¢ vody. Nadoby byly vlozeny do autoklavu. Po autoklavovani byla ¢ast obou
hydrolyzata kazdé¢ velikosti ¢astic odebrana a prelita vzdy do dvou zkumavek, do kterych byly
napipetovany enzymy. Do jedné zkumavky bylo piidano 200 pl pepsinu a do druhé 200 pl
pankreatinu. Nasledné byly vzorky upravené na pozadované pH a ponechany na tiepacce 24
hodin pii 75 °C.

Pro nasledné analyzy bylo tedy pracovano se Sesti druhy vzorka pro kazdou velikost ¢astic
konopné mouky: hydrolyzaty ve vodé, ve vodé obsahujici pepsin, ve vodé s ptidavkem
pankreatinu, v HSO4, v H2SO4 s pridavkem pepsinu a v H2SO4 s piidavkem pankreatinu.
V dalSich c¢astech této bakaldiské prace je pracovano se zkratkami nazvh hydrolyzati

uvedenych v tabulce 5.
Tabulka 5. Prehled konopnych hydrolyzati

ZKratka Hydrolyzat
H20-pep Vodny hydrolyzat s ptidavkem pepsinu
H.0-pan Vodny hydrolyzat s pfidavkem pankreatinu

H2SO4-pep Kysely hydrolyzat s ptidavkem pepsinu
H2S04-pan Kysely hydrolyzat s ptidavkem pankreatinu
H.O Vodny hydrolyzat

H2SO4 Kysely hydrolyzat

4.4.2 Stanoveni celkovych sacharidi dle Dubiose

Celkové sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky podle Duboise. Kalibra¢ni kiivka byla
sestrojena ze zékladniho vodného roztoku glukézy o koncentraci 1 mg/ml. Bylo métfeno
koncentra¢ni rozpéti 0,02-0,1 mg/ml. Do zkumavky byl ptidan 1 ml konopného hydrolyzatu,
poté 1 ml 5% roztoku fenolu a postupné 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Pfidavani fenolu
a kyseliny sirové bylo provadéno v digestofi. Smés byla diikladné protiepana a ponechana stat
30 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti 30 minut byla pti vinové délce 490 nm zmétena
absorbance oproti slepému vzorku. Pfipadné fedéni smési bylo provedeno destilovanou vodou.

4.4.3 Stanoveni proteinii metodou Bradfordové

Proteiny byly stanoveny spektrofotometrickou metodou pomoci ¢inidla Bradfordové
obsahujiciho barvivo Coomassie Blue G250. Po vazb¢ barviva na proteiny dochazi k barevné
zméné odpovidajici mnozstvi proteint. Byl pfipraven standardni roztok proteinu o koncentraci
25 pg/ml ziedéni kalibra¢niho standardu BSA 10x, pomoci néj byla sestavena kalibra¢ni kiivka.
Do zkumavky byl napipetovan 1 ml hydrolyzatu. Poté byly ptidany 2 ml ¢inidla Bradfordové,
smés byla dikladné promichana a inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byla
zmefena absorbance pii vinové délce 795 nm oproti blanku.
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4.4.4 Stanoveni celkovych polyfenoli

Ke stanoveni celkovych polyfenoli se vyuziva spektrofotometrickdi metoda s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem, kdy jeho redukci vznikd modfe zbarveny produkt. Do zkumavky byl
piidan vzdy 1 ml Folin-Ciocaltevova ¢inidla zfedéného v poméru 1:9 destilovanou vodou, 1 ml
destilované vody a 100 ul hydrolyzatu konopi. Smés byla ditkladné promichéna a po 5 minutach
byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku Na>COg, ktery byl pfipraven rozpusSténim 29,5 g Na2COg3
Vv 95 ml destilované vodé. Smés byla opét promichana a ponechana 15 minut stat. Poté byla
zméfena absorbance roztoku pifi vinové délce 750 nm, kdy intenzita modrého zbarveni
odpovida koncentraci celkovych polyfenolt ve vzorku. Slepy pokus byl proveden stejnym
zpusobem, avSak misto vzorku byla pfidana destilovand voda. Vysledna koncentrace byla
stanovena z kalibracni kiivky standardu kyseliny gallové, a to v koncentra¢nim rozmezi 0-0,5
mg/ml. Vysledné mnozstvi bylo piepocitano na 1 g vzorku.

4.45 Stanoveni chlorofyli
Chlorofyly se tadi mezi lipofilni barviva. Mnozstvi chlorofylu a i b se stanovuje
spektrofotometrickou metodou pii vinové délce 645 nm a 663 nm, kdy se vyuzity nize uvedené
rovnice. Hydrolyzaty byly nality do kyvety a byla zmétfena absorbance pii jiz zminénych
vlnovych délkéach oproti slepému vzorku.

Cq = 12,70 Aggs — 2,69+ Agys [mg - 171]

Cp = 22,90 Agas — 4,68 Aggs [mg-171]

4.4.6 Stanoveni antimikrobialni aktivity

4.4.6.1 PouZité mikroorganismy a kultivacni média

Pouzit¢ mikroorganismy jsou popsany v kapitole 2.8. Pro kultivaci mikroorganismti bylo
v Erlenmeyerové baiice pfipraveno 150 ml tekutého média, pro kazdy mikroorganismus jiné.
Z kazdého média bylo odlito 50 ml a do nich byla zao¢kovéana dlouhodobé¢ uchovavana kultura.
Kultivace probihala 24 hodin na temperované tiepacce pii 37 °C. Takto pfipravena inokula byla
nasledné pouzita k agarovému difuzniho testu.

Do 100 ml médii bylo pfidano 5 g agaru, média byla sterilovana pii 120 °C po dobu 45 minut.
Ptiprava a prace s kulturami byla provadéna ve sterilnim boxu.

Tabulka 6. SloZent jednotlivych médii

Mikroorganismus | Médium Slozka Mnozstvi (g)
Pepton 3
Candida glabrata YPD Glukéza 3
Kvasni¢ny extrakt 15
Trypton 15
Escherichia coli LB Kvasni¢ny extrakt 0,75
NaCl 1,5
Pepton 1,5
Micrococcus luteus NB Hovézi extrakt 15
NaCl 0,75
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4.4.6.2 Agarovy difuzni test

Po vysterilizovani médii, ktera byla popsana v kapitole 4.4.6.1, byla média za horka nalita do
plastovych Petriho misek. Po ztuhnuti byly misky zaockovany 60 pl ptislusného inokula
obsahujici dany mikroorganismus. Do agaru byly vlozeny sterilni papirky, na které bylo
pipetovano 20 ul kazdého analyzovaného vzorku se slepym vzorkem. Takto zaockované
Petriho misky byly kultivovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.

4.4.7 Priprava Samponu

Kosmeticky Sampon obsahujici vodny hydrolyzat konopné mouky o velikosti ¢astic 200 um
svétla byl pfipraven podle Tabulky 7 na celkovou hmotnost 200 g. Do kadinky obsahujici 26%
laurylethersulfat sodny a CADP Betaine byl pfidan hydrolyzat a glycerin. Poté byl pfidavan
chlorid sodny az do pozadované hustoty Samponu. Nakonec byla pfidana viné Tea tree oil a

konzervant.
Tabulka 7. Slozeni konopného Samponu
Surovina Mnozstvi (g) | Procentualni zastoupeni (%)
CADP Betaine 30 15,0
26% SLES 65 32,5
Konopny hydrolyzat 91,2 45,6
Glycerin 10 5,0
NaCl 1 0,5
Viné 1 0,5
Konzervant 1,8 0,9

Obrdazek 1. Pripraveny Sampon s konopnym hydrolyzdatem
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5  VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Konopny kal

5.1.1 Stanoveni ¢isla zmydelnéni

V kapitole 4.3.1 je popsana metoda, kterou bylo stanoveno ¢islo zmydelnéni v konopném kalu
rodu Santhica z roku 2019 a 2020. Z kazdého kalu bylo ¢islo zmydelnéni stanoveno tiikrat a
poté byla vypocitana primérna hodnota vSech tii stanoveni. Vysledna saponifikacni ¢isla jsou
uvedena v nasledujici tabulce 8.

Tabulka 8. Stanovena cisla zmydelnéni

Typ konopného kalu | Cislo zmydelnéni (mg/g)
Santhica 2019 169,08
Santhica 2020 165,97

Protoze konopny kal obsahuje mimo mastnych kyselin také proteiny, hodnoty saponifikac¢nich
Cisel kalu se lehce 1isi od hodnoty ¢isla zmydelnéni pro konopny olej. Ta je rovna 138 mg/g
[50]. Jedna se sice o desitky miligramd, ale pti vyrobé mydla, u kterého chceme docilit uréitych
vlastnosti, musi byt toto ¢islo velmi piesné. Z tabulky 8 vyplyva, ze pii vyrobé mydla z kalu
Santhica 2020 by bylo pouZito méné hydroxidu sodného neZz pti pouZiti kalu 2019.

5.1.2 Stanoveni ¢isla kyselosti

Cislo kyselosti bylo stanoveno metodou popsanou v kapitole 4.3.2. Jeho hodnota zavisi na stafi
tukli a oleji, kdy dochazi ke Stépicim procesim v triacylglycerolech, uvolfiovani mastnych
kyselin a tim padem ke zvySeni Cisla kyselosti. V nésledujici tabulce jsou zobrazeny vysledna
stanovena Cisla kyselosti konopnych kalt Santhica 2019 a 2020, ktera vznikla pramérnou
hodnotou tfi stanoveni.

Tabulka 9. Stanovend jodova cisla

Typ konopného kalu | Cislo kyselosti (mg KOH/g)
Santhica 2019 42,6
Santhica 2020 47,3

Pro srovnani vysledkl bylo vyuZito standardni ¢islo kyselosti konopného oleje, které se udava
v rozptylu 1,5-2,2 mg KOH/g [51]. Z tabulky vyplyva, ze ¢isla kyselosti konopnych kalt jsou
mnohem vys8§i nez srovnavaci Cislo. V tomto piipadé je to zplisobeno prave starim kald, kdy
postupem cCasu dochazelo Stépicim procestim, zptisobujici uvolfiovani volnych mastnych
kyselin a tim padem ke zvySeni ¢isel kyselosti.

5.1.3 Stanoveni jodového Cisla
Jodové ¢islo je hodnota obsahu nenasycenych mastnych kyselin, respektive obsahu dvojnych
vazeb v analyzovaném vzorku. V kapitole 4.3.3 je popsan postup, kterym byla stanovena

vvvvvvv

olej proti zluknuti. V tabulce 10 miiZeme pozorovat stanovena vysledna cisla.
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Tabulka 10. Stanovend jodova cisla

Typ konopného kalu | Jodové &islo (g 12/100 g)
Santhica 2019 68,01
Santhica 2020 70,93

Tyto hodnoty byly porovnany se standardizovanymi jodovymi Cisly pro konopny olej. Jodové
Cislo konopného oleje se pohybuje v rozmezi 154-165 g jodu na 100 g tuku [52]. Stanovena
Cisla byla nizsi, neZ je uvedeno v publikaci. Je to zptisobeno tim, Ze konopny kal nepiedstavuje
100% konopny olej. Konopny olej na rozdil od sedimentacnich kali neobsahuje zbytky frakei,
napftiklad zbytky seminek.

5.1.4 Stanoveni oleje v kalu

Podle postupu uvedeném v kapitole 4.3.4 bylo stanoveno mnozstvi oleje v konopnych kalech
Santhica 2019 a 2020. Bylo zjisténo, ze 100 gramt konopného kalu Santhica 2019 obsahovalo
51,75 gramu Cistého oleje a 100 gramt konopného kalu Santhica 2020 obsahovalo 45,45 gramt
oleje. Da se tedy fici, ze konopné kaly Santhica 2019 a 2020 byly zhruba z poloviny tvofeny
konopnym olejem.

5.1.5 Stanoveni profilu mastnych kyselin pomoci GC

Profil mastnych kyselin byl stanoven plynovou chromatografii postupem popsanym v kapitole
4.3.5. Tyto vysledky jsou znazornény na obrazku 8. Mastné kyseliny byly stanovovany
v konopnych kalech Santhica 2019 a 2020, a pro porovnani vysledki byl stanoven také
konopny olej. Obsah polynenasycenych mastnych kyselin u konopného oleje byl trochu vétsi
neZ u obou konopnych kalii. To je ziejmé zplisobeno tim, Ze kaly byly déle skladované a mohlo
tak dojit k Castecné oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Pro srovnani byly pouzity
vysledky z diplomové prace [53] zroku 2021, kde byly analyzovany stejné kaly. Darina
pracovala se stejnymi kaly. Pfedchozi ukazuji, Ze procentudlni zastoupeni PUFA bylo okolo 75
%, vysledky ziskané v této praci udavaji u kalu 2019 56,8 % a u kalu 2020 58,2 %. Nicmén¢ je
tento obsah PUFA v kalech stale vysoky a tyto kaly mohou byt dale vyuzity v kosmetice nebo
potravinaistvi.

Naopak obsahy mononenasycenych mastnych kyselin obou kalti byly vétsi nez u konopného
oleje.
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Obrazek 8. Profil mastnych kyselin

5.1.6 Analyza konopnych mydel

Podle postupu popsanym v kapitole 4.3.6 byla vyrobena ¢tyfi konopna mydla. Kazdé mydlo
obsahovalo konopny kal odriidy Santhica 2019 a konopny olej. Mydla se od sebe lisila v poméru
téchto latek. Nasledné byly provedeny analyzy vlastnosti vSech mydel.

Co se tyCe barvy a vzhledu, nejtmavsi zelenohnédou barvu mélo mydlo, které bylo tvoieno
kalem a kokosovym olejem v poméru 80:20. Mydla s poméry latek 70:30 a 60:40 mély velmi
podobnou tmavé zelenou barvu. Nejsvétlejsi zelenou barvu mélo mydlo v poméru latek 50:50,
protoze obsahovalo nejméné konopného kalu ze vSech. Vzhled mydel je vyobrazen na obrazku
9.

Viné mydel byla hodnocena na zaklad¢ intenzity specifické viiné konopi. U vS§ech mydel byla
nejintenzivngjsi viiné u mydla s pomérem latek 80:20, slabé&ji vonéla mydla s pomérem latek
70:30 a 60:40. U mydla s pomérem latek 50:50 nebyla viin€ konopi citit.

Dal8im hodnoticim prvkem byla pevnost a tvrdost mydel. VSechna mydla byla velmi pevna,
avsak mydlo s pomérem latek 50:50 bylo nejpevnéjsi. Jak uz bylo feceno v kapitole 4.2,
konopny kal se slozen zoleje a proteinu. JelikoZ neobsahuje pouze konopny olej, bylo
stanoveno saponifikacni ¢islo z konopného kalu. Ke zjisténi ¢isla zmydelnéni kokosového olej
byl pouzit online kalkulator [54]. Poté byl vytvoren recept K vyrobé mydel. Online kalkulac¢ka
pracuje s mastnymi kyselinami na zakladé jejich zastoupeni v riznych olejich. Podle toho
kalkulator urcuje rozmezi hodnot pro rizné parametry, jako je tvrdost nebo pénivost mydel.
Rozmezi pevnosti mydel udava kalkulator v rozptylu 29-54. Po zadani hodnot do kalkulacky
pro konopny a kokosovy olej v poméru 50:50 byla tvrdost stanovena na 44. Dale bylo ovéteno,
7e ¢im vice mydlo obsahuje konopného oleje, tim je méné pevné. Tato Cisla jsou ale pouze
orienta¢ni, protoze mydla V této praci byla vyrobena z konopného kalu, a ne z oleje. Co se ale
tyCe sefazeni mydel od malo pevného po nejpevnéjsi, poradi vyrobenych mydel z kalu a
potencialnich mydel z oleje je shodné.
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Déle byl hodnocen ez mydel. Na Obrazku 9 vidime, Ze mydla s pomérem kalu a kokosového
olej 80:20, 70:30 a 60:40 po odfezani ¢asti mydla ziistala pevna, kdezto mydlo s pomérem latek
50:50 se poiezu lamalo. Na fezu bylo mydlo matné, kdezto zbyl4d mydla se na fezu leskla.

Obrazek 9. Analyza mydel (zleva 80:20, 70:30, 60:40, 50:56)

Cistici vlastnosti mydel byly zkouméany na schopnosti umyti mastné kadinky. V této kategorii
uspéla vSechna mydla.

Poslednim hodnoticim atributem byla pénivost mydel, respektive jejich schopnost tvoteni
bublinek. VSechna mydla byla oplachnuta vodou a byly vytvoteny bublinky. Ty byly pifeneseny
na podlozni sklicko a zkoumany od mikroskopem s moznosti vyfoceni bublinek pii zvétSeni
40x. Timto bylo prokazano, ze vSechna mydla jsou schopny bublinky tvofit. Vznikaly velmi
velké 1 malé fadu setin az desetin milimetrd bublinky. Mezi jednotlivymi mydly nebyl tedy
zadny rozdil. Fotky jsou vlozeny v Ptiloha 3.

Po analyze bylo mydlo s pomérem latek 80:20 rozd€leno a dano testovat do Ctyf rodin
dobrovolniki, respektive Sestnacti lidem. Respondentiim bylo feceno, ze maji poZivat po dobu
péti dnl pouze toto vyrobené mydlo. Méli pozorovat, jaké ma mydlo ucinky po umyvani.
Vyhodnoceni neprobehlo formou dotazniku, nybrz spole¢nou debatou. Po péti dnech pouzivani
mydla bylo zjiSténo, Ze dlané jsou plisobenim mydla hladsi. Také bylo zjiSténo, ze kiize na
rukou nevykazuje znamky suchosti. Dokonce u jednoho pfipadu mélo mydlo velmi pozitivni
vliv na 1é¢bu popraskané kiize na dlanich.

Vsechny sledované vlastnosti byly subjektivni. Mydlo ale bylo testovano na malém poctu
jedinct, takZe by bylo dobré provést rozsahlejsi vyzkum.

5.2 Konopnia mouka

5.2.1 Stanoveni celkovych sacharidi dle Dubiose

Obsah celkovych sacharidii byl stanoven metodou dle Duboise popsanou v kapitole 4.4.2.
Absorbance kazdého vzorku hydrolyzatu byla zmétena pii vinové délce 490 nm celkem ttikrat
a pro vypocet vysledné koncentrace byla tato hodnota zprimérovana. Pomoci roztoku glukosy
o koncentraci 1 mg/ml byla se stavena kalibra¢ni pfimka pro vypocet vyslednych obsahil
sacharidt v konopnych hydrolyzatech. Kalibracni kiivka je souéasti Piiloha 1. Vysledné
koncentrace jsou vyobrazeny v tabulce 11.
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Tabulka 11. Vysledny obsah sacharidii Vv konopnych hydrolyzatech

710 pm 400 um
Hydrolyzat ¢ (mg/ml) Hydrolyzat ¢ (mg/ml)
H20-pep 0,60 +0,01 H>O-pep 0,78 + 0,02
H.0-pan 0,21 +0,00 H.0-pan 0,18 + 0,01
H.SO4-pep 1,85+ 0,02 H.SO4-pep 0,44 +0,01
H,SOs-pan 0,27 +0,01 H.SO04-pan 0,19+ 0,01
H.0 0,12+0,10 H20 0,05 £ 0,02
H2SO4 0,56 0,01 H2SO,4 0,22 £0,01
200 sv um 200 tm pum

Hydrolyzat ¢ (mg/ml) Hydrolyzat ¢ (mg/ml)
H>0O-pep 0,91 +£0,03 H,O-pep 0,37 £ 0,01
H20-pan 0,55+0,01 H>O-pan 0,38+0,10
H.SOs-pep 0,66 + 0,02 H2SO4-pep 0,70 £ 0,03
H,SO:-pan 0,21 +0,01 H,S04-pan 0,30 + 0,02
H.O 0,49 +0,03 H20 0,99 + 0,01
H2S04 0,54 £ 0,02 H2S04 0,19 £0,01

5.2.1.1 Hydrolyzdty s konopnou moukou o velikosti 710 gm

Naobrazku 10 muizeme vidét, ze nejvyssi koncentrace sacharidi byla stanovena
Vv hydrolyzatech obsahujici enzym pepsin. Koncentrace ¢inila 1,85 mg/ml. Tato koncentrace
byla mnohem vyss§i neZ u ostatnich hydrolyzatd. Nicméné u zbylych hydrolyzati mizeme
pozorovat podobné koncentrace sacharidi. Nejnizsi obsah byl naméten u vodného hydrolyzatu.
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N 1 &
0
H20

H20-pep H20-pan H2504-pepH2504-pan H2504

Obrazek 10. Vysledny obsah sacharidii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 710 um

5.2.1.2 Hydrolyzdty s konopnou moukou o velikosti 400 gm
Ve srovnani s vysledky hydrolyzati o velikosti ¢astic 710 pm miizeme pozorovat, Ze mnozstvi
sacharidi v hydrolyzatech obsahujici pankreatin byla téméf shodnd. Ztoho muzeme
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predpovidat, ze pankreatin nema na mnozstvi proteint v hydrolyzatech zna¢ny vliv. Vodny
hydrolyzat opét vykazoval nejmensi koncentraci proteint. Nejvyssi koncentrace byla stanovena
na 0,78 mg/ml u vodného hydrolyzatu obsahujici pepsin.
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Obrazek 11. Vysledny obsah sacharidii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 400 um

5.2.1.3 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 200 um svétla

Na obrazku 12 mizeme vidét, Ze nejvyssi koncentrace sacharidii byla stanovena u vodného
hydrolyzatu obsahujici pepsin jako u hydrolyzata o velikosti ¢astic 400 um. Obsah byl stanoven
na 0,91 mg/ml. Celkové koncentrace hydrolyzati s konopnou moukou o velikosti ¢astic 200
pum svétld byly vetsi nez u hydrolyzath s velikosti 400 pm.
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Obrazek 12. Vysledny obsah sacharidii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 200 um svetla
5.2.1.4 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 200 gm tmavd
I kdyz se jedna o hydrolyzaty se stejné velkymi ¢asticemi konopné mouky, namétené vysledky
sacharidli tmavych ¢astic se zcela 1i8i od svétlych Castic. Nejvyssi obsah sacharidli byl naméten
u vodného hydrolyzatu.
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Obrazek 13. Vysledny obsah sacharidit v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 200 um tmava

Celkové proteiny byly stanoveny metodou Bradfordové, a to podle postupu v kapitole 4.4.3.
Kazdy vzorek hydrolyzati byl zméfen tfikrat vinové délce 595 nm. Zprimérovanim téchto
hodnot byla stanovena vyslednéd absorbance. Pomoci roztoku BSA byla vytvotena kalibracni
ptimka, podle jejiz rovnice byl nasledné stanoven obsah proteinil v hydrolyzatech. Kalibra¢ni
pfimka je znazornéna v Pfiloha 2. Vysledné hodnoty proteinti jsou znazornény v tabulce 12.

Tabulka 12. Vysledny obsah proteinii v konopnych hydrolyzatech

710 pm 400 pm
Hydrolyzat ¢ (mg/ml) Hydrolyzat ¢ (mg/ml)
H.O-pep 0,63 +0,02 H>0-pep 0,75 +0,02
H>O-pan 0,63+ 0,02 H>O-pan 0,70+ 0,06
H,SO4-pep 0,53 +£0,02 H.SOs-pep 0,57 +0,01
H,S0O4-pan 0,59 + 0,03 H,SOs-pan 0,59 + 0,03
H.O 0,80+0,01 H20 0,79 +0,02
H.SO,4 0,55+0,02 H2SO04 0,57 +0,01
200 sv um 200 tm um

Hydrolyzat ¢ (mg/ml) Hydrolyzat ¢ (mg/ml)
H>O-pep 0,69 +0,01 H>O-pep 0,71 £ 0,00
H,O-pan 1,03+ 0,03 H.O-pan 0,82 = 0,00
H»SO4-pep 0,61 £ 0,02 H2S04-pep 0,60 + 0,01
H»SO4-pan 0,54 + 0,03 H,>SO4-pan 0,75+ 0,05
H.O 0,82 +£0,02 H-0 0,84 + 0,02
H2S04 0,67 £ 0,01 H2SO4 0,70 £ 0,01

5.2.2.1 Hydrolyzdaty s konopnou moukou o velikosti 710 gm

Na obrazku 14 mizeme pozorovat, ze mnozstvi proteini v hydrolyzatech s konopnou moukou
o velkosti ¢astic 710 pm at uz vodnych nebo kyselych, s ptfidavkem enzymil pepsinu,
pankreatinu nebo bez nich, se n¢jak extrémné nelisilo. Nejvyssi obsahy bilkovin byly naméteny
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ve vodnych konopnych hydrolyzatech, coz odpovida oekavani. Kyselina sirova v konopnych
hydrolyzatech mize mit vliv na prostorové usporadani polypeptidickych fetézct bilkovin [55],
muze je i hydrolyzovat, a proto je mnozstvi proteinti v kyselych hydrolyzatech nizsi. Nejvyssi
obsah proteinti byl naméfen ve vodném hydrolyzatu bez piidavku enzymu. Koncentrace byla
stanovena na 0,80 mg/ml. Cilem bylo ziskat vy$8i mnozstvi proteinti za pomoci kyseliny sirové.
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Obrazek 14. Vysledny obsah proteinii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 710 um

5.2.2.2 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 400 gm

Jako u hydrolyzati konopné mouky o velikosti ¢astic 710 um, stanovovana mnozstvi bilkovin
byla u vsech hydrolyzati téméf shodna. Byla potvrzena teorie popsana v kapitole 5.2.2.1, kdy
kyselina sirovd ma negativni vliv na proteiny, tudiz nejvyssi obsahy byly naméfeny u vodnych
hydrolyzati. Na obrazcich 14 a 15 miiZeme pozorovat, Ze enzymy ve vodnych hydrolyzatech
mély pozitivnéjsi vliv na ¢astice o velikosti 400 um. Nejvyssi obsah bilkovin byl opét naméfen
ve vodném hydrolyzatu bez enzymu na 0,79 mg/ml.
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Obrazek 15. Vysledny obsah proteinii v hydrolyzadtech s konopnou moukou o velikosti 400 um
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5.2.2.3 Hydrolyzdty s konopnou moukou o velikosti 200 um svétla
Vodné hydrolyzaty konopné mouky opét vykazovaly vétsi mnozstvi proteinii nez kyselé,
kyseliny totiz mohou proteiny ¢astecné hydrolyzovat. Nejvyssi koncentrace bilkovin byla
tentokrat naméfena ve vodném hydrolyzatu obsahujici pankreatin, jak miizeme pozorovat na
obrazku 16. Koncentrace byla stanovena na 1,03 mg/ml.
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Obrazek 16. Vysledny obsah proteinii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 200 um svétla

5.2.2.4 Hydrolyzdaty s konopnou moukou o velikosti 200 um tmava

Vysledky stanovenych proteini v konopnych hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti
200 um tmava byly podobné jako u svétlé mouky. Jestlize porovname obrazky 16 a 17, vidime,
Ze stanovenou koncentraci se od sebe li$i pouze hydrolyzaty obsahujici pankreatin. U kyselého
hydrolyzatu bylo mnozstvi proteinii vyssi nez u svétlé mouky, u vodného naopak mensi.
Nejvyssi koncentrace proteinti byla stanovena u vodného hydrolyzatu. Koncentrace ¢inila 0,84
mg/ml. Druhy nejvétsi obsah proteini byl stanoven u vodného hydrolyzatu s pankreatinem,
jako u ¢astic o velikosti 710 a 400 um. Muzeme pozorovat, ze tyto koncentrace byly zcela

shodné.
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Obrazek 17. Vysledny obsah proteinii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 200 um tmava
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5.2.3 Stanoveni celkovych polyfenoli

Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli v konopnych hydrolyzatech bylo provedeno podle
popsaného postupu v kapitole 4.4.4. Kazdy vzorek byl zméten tiikrat a pro dalsi vypocty byla
pouzita zprimérovana hodnota vSech tii absorbanci. Vypocet koncentrace polyfenolt byl
proveden pomoci rovnice kalibrac¢ni kiivky kyseliny gallové. Do rovnice byl dosazen prumér
absorbanci a byla ziskana koncentrace celkovych polyfenol, kdy jeji mnozstvi bylo
piepocitano na 1 g suchého podilu. VSechny vysledky byly zpracovany pomoci MS Excel.

Tabulka 13. Vysledné koncentrace celkovych polyfenoli

710 pm 400 pm

Hydrolyzat | ¢ (mg/ml) ¢ (mg/g) Hydrolyzat | ¢ (mg/ml) ¢ (mg/g)
H20-pep | 0,29+0,00 | 2,94+0,02 H20-pep | 0,33+0,01 | 3,30+0,10
H20-pan 0,32 + 0,00 3,28 + 0,03 H20-pan 0,43+0,00 | 4,29+0,03
H2S04-pep | 0,50 + 0,00 4,96+0,03 | H2SO4-pep | 0,51+0,02 | 5,10+0,21
H2S04-pan| 0,46+0,00 | 4,59+0,02 | H2SO4-pan | 0,48 +0,00 | 4,78 +0,03
H20 0,30+£0,02 | 3,01+0,22 H20 0,31+£0,01 | 3,07+0,06
H2S04 | 0,49+0,01 | 4,90+0,12 H2SO4 | 0,54+0,05 | 542+0,48

200 sv um 200 tm pum

Hydrolyzat | c (mg/ml) ¢ (mg/g) Hydrolyzat | c (mg/ml) ¢ (mg/g)
H20-pep | 0,39+0,00 | 3,92+002 | H20-pep | 0,36+0,00 | 356+0,03
H20-pan | 0,44+0,04 | 444+036 | H20-pan | 0,40+0,01 | 396+ 0,06
H2S04-pep | 0,46+0,00 | 4,56+0,03 | H2SO4-pep | 0,46 +0,01 | 463 +0,06
H2S04-pan| 0,41+0,01 | 4,06+0,05 | H2SO4-pan | 0,48+0,00 | 4,78+ 0,03
H20 0,33+0,01 | 3,33+0,06 H20 0,33+0,00 | 3,34+0,02
H2504 0,49+0,06 | 4,91+0,58 H2504 0,52+0,03 | 516+0.34

5.2.3.1 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 710 gm

Vysledné hodnoty celkovych polyfenolti obsazenych v konopnych hydrolyzatech obsahujici
konopnou mouku o velikosti ¢astic 710 um jsou znazornény na Obrazku 18 a uvedeny v tabulce
13. Zpohledu druhi hydrolyzatu byly efektnéj$i hydrolyzaty obsahujici 1% kyselinu
sirovou. Mnozstvi stanovovanych polyfenolti ve vodnych hydrolyzatech bylo cca 1,6x mensi
nez v kyselych. Z obrazku vyplyva, ze mnozstvi polyfenolt v hydrolyzatech doplnénych o
enzymy se n&jak moc neli$i. Nejvyssi obsah polyfenolt byl naméfen v kyselém hydrolyzatu
obsahujicim enzym pepsin, koncentrace byla vypoctena na 4,96 mg/g. Nejnizs$i obsah
polyfenolu byl stanoven ve vodném hydrolyzatu bez enzymu a hydrolyzatu obsahujicim pepsin.
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Obrdzek 18. Obsah celkovych polyfenolii v hydrolyzdtech s konopnou moukou o velikosti 710 xm

5.2.3.2 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 400 gm

Na nasledujicim obrazku Ize pozorovat, Ze kysela hydrolyza byla, jako v pfipadé hydrolyzatu
mouky o velikosti 710 um, opét efektivnéjsi nez vodné hydrolyzaty. Jestlize srovname mnozstvi
polyfenolti v hydrolyzatech s casticemi 710 a 400 pum, zjistime, Ze stanovovana mnozstvi
polyfenolt byla témé&f shodna. Nejvyssi obsah polyfenoli byl opét naméfen v kyselém
hydrolyzatu, avSak neobsahujiciho Zadny enzym. Koncentrace byla vypocétena na 5,42 mg/g.
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Obrazek 19. Vysledny obsah celkovych polyfenolii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 400 um

5.2.3.3 Hydrolyzaty s konopnou moukou o velikosti 200 um svétla

U hydrolyzati s konopnou moukou o velikosti ¢astic 200 pm svétla uz mizeme pozorovat
mensi rozdily oproti piedeSlym ¢asticim. Kromé hydrolyzatu obsahujici pouze vodu, byl obsah
polyfenolti téméf shodny. Diky plsobeni enzymt pepsinu a pankreatinu ve vodnych
hydrolyzéatech se mnozstvi polyfenolii oproti piedeslym ¢asticim zvétsilo. Pravdépodobné je to
zpusobeno tim, Ze ¢astice maji mensi rozméry a tim padem na né enzymy lépe pisobi. Co se
tyc¢e nejvetsSiho obsahu polyfenold, opét je na prvnim misté kysely hydrolyzat bez pfidavku
enzymu jako u ¢astic o velikosti 400 um. Jeho obsah byl stanoven na 4,91 mg na gram vzorku.
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Obrazek 20. Vysledny obsah celkovych polyfenolii v hydrolyzdtech s konopnou moukou o velikosti 200 um svetla

5.2.3.4 Hydrolyzdaty s konopnou moukou o velikosti 200 um tmava

Jelikoz tyto hydrolyzaty se lisi od predeslych pouze odstinem barvy, dé se u nich predpokladat,
ze vysledky budou velmi podobné. Jak uz bylo zminéno v kapitole 5.2.3.3, ptisobenim enzymu
na mensi velikosti ¢astic bylo pozorovan nartist obsahu polyfenolt u vodnych enzymovych
hydrolyzath. Pravé diky tomu byla nejnizsi koncentrace polyfenolii namétena opét u vodného
hydrolyzatu, mnozstvi bylo stanoveno na 3,34 mg/g. Nejvyssi obsah byl naméfen u kyselého
hydrolyzatu jako u vSech predeslych velikosti ¢astic. Timto bylo dokézéano, Ze hydrolyzat s 1%
kyselinou sirovou byl nejleps$i volbou pro stanoveni polyfenol.
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Obrdazek 21. Vysledny obsah celkovych polyfenolii v hydrolyzatech s konopnou moukou o velikosti 200 um tmava
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5.2.4 Stanoveni chlorofyli

Ve vsech druzich konopnych hydrolyzatt byl stanoveny obsah chlorofyli A a B metodou, ktera
je popsana v kapitole 4.4.5. U kazdého vzorku byla tiikrat zméfena absorbance a jeji
zprumérovana hodnota byla dosazena do rovnic uvedenych v kapitole 4.4.5. Poté bylo
vypocitané mnozstvi chlorofylt, které bylo nasledné ptepocitano na gram vzorku. Tyto obsahy
chlorofyll jsou znazornény na obrazku 22 a 23. Celkova mnozstvi chlorofylit A a B byla velmi
nizka, protoze konopna mouka se vyrabi z neloupanych seminek, a ty obsahuji chlorofyly pouze
ve slupce. Kdybychom pracovali s konopnymi kvéty a listy, bylo by mnozstvi chlorofyla
mnohem vys$i, protoze se jedna o zelené Casti rostliny podilejici se na fotosyntéze. Nejvyssi
obsah obou typt chlorofylti byl naméfen u vodného hydrolyzatu s pfidavkem pankreatinu
s velikosti ¢astic 200 um svétla. U chlorofylu A byl obsah stanoven na 0,08 mg/g, u chlorofylu
B na 0,16 mg/g. Ackoliv tyto ¢astice mély svétle zelenou barvu, hydrolyzat s pankreatinem m¢l
zelené az hnédé zbarveni a tim padem byly tyto vysledky povazovany za spravné. Nejméné
efektivni vysledek byl zjistén u hydrolyzatu obsahujici kyselinu sirovou, a to v ptipadé obou
druhti chlorofyli.
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Obrazek 22. Obsah chlorofylu A v konopnych hydrolyzatech
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Obrdzek 23. Obsah chlorofylu B v konopnych hydrolyzdtech
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5.2.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Ke stanoveni antimikrobidlniho U¢inku konopnych hydrolyzati bylo vyuzito agarovych
diftznich testl podle postupu v kapitole 4.4.6. Ke stanoveni byly pouzity bakterie Escherichia
coli a Micrococcus luteus a kvasinka Candida glabrata. K analyze byly pouzity vSechny
hydrolyzaty vSech velikosti ¢astic konopné mouky, které byly upraveny na neutralni pH.

5.2.5.1 Escherichia coli

Antimikrobialni aktivita nebyla u hydrolyzatd konopi téméf vibec prokdzana vuci
gramnegativni bakterii Escherichii coli. N¢které hydrolyzaty velmi slab¢é antimikrobialné
ucinkovaly, avSak inhibi¢ni zony byly velmi malé k prokazani antimikrobidlniho u¢inku. Muze
to byt zptisobeno tim, Ze buné¢na sténa bakterie E. Coli obsahuje navic vnéj$i membranu, ktera
bunku chrani, a tim je pfirozené rezistentni. Na obrazku 24 mizeme pozorovat téméi neznatelné
inhibi¢ni zony viéi E. coli na LB médiu, nanesenymi vzorky byly hydrolyzaty o velikosti ¢astic
400 pm konopné mouky.

Obrazek 24. Antimikrobialni ucinek hydrolyzatii o velikosti ¢astic 400 um

5.2.5.2 Micrococcus luteus

Stejné jako u bakterie E. coli, nebyla téméf vykazana zadna antimikrobialni aktivita vaci
bakterii Micrococcus luteus, jak mizeme pozorovat na obrazku 25. U vzorku cislo 3, ktery
pfedstavuje vodny hydrolyzat o velikosti ¢astic 200 um svétlé konopné mouky s piidavkem
pankreatinu, mizeme pozorovat vznik inhibi¢ni zony, avSak neni pfili§ velka, aby se dala
zm¢éfit. Je to nejspiSe zplsobeno tim, Ze se jedna pouze konopné hydrolyzaty bez pridavkil
nékterych ucinnych latek.
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Obrazek 25. Antimikrobialni ﬁéinek hydrolyzati o velikosti castic 200 um svetla

5.2.5.3 Candida glabrata

Antimikrobidlni aktivita konopnych hydrolyzat o vSech velikosti ¢astic konopné mouky byla
také testovana vici kvasince Candida glabrata. Na obrazku 26 miiZzeme pozorovat, Ze konopné
hydrolyzaty antimikrobialni U¢inek témét nevykazovaly. Obrazek zobrazuje hydrolyzaty
konopné mouky s rozméry castic 400 um. Pravdépodobné je to zptisobeno tim, ze hydrolyzaty
neobsahuji Zadnou Uc¢innou latku, ktera by plsobila proti kvasinkdm. Antimikrobidlni aktivita
vici Candida glabrata byla stanovovana na YPD médiu.

Obrazek 26. Antimikrobialni ucinek hydrolyzatii o velikosti c¢astic 200 um svetla
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5.2.6 Testovani konopného Samponu

Sampon obsahujici konopny hydrolyzat byl ptipraven postupem popsanym Vv kapitole 4.4.7. Do
Samponu byl pfidan vodny hydrolyzat vyrobeny z tmavych ¢astic konopné mouky o velikosti
200 pwm neobsahujici zadny enzym. Tato velikost ¢astic byla zvolena z divodu vykazovani
Vysledny obsah proteinti v konopnych hydrolyzatech. Pfipraveny konopny Sampon byl senzoricky
zhodnoceny 6 osobami. Testovani trvalo po dobu deseti dni. Dané osoby byly obezndmeny, Ze
po tuto dobu maji pouzit pfipraveny Sampon minimalné tiikrat bez zadnych jinych piipravka
na vlasy.

Po deseti dnech respondenti hodnotili produkt v dotazniku, ktery je zobrazen v piiloze 4.
Respondenti hodnotili konopny $ampon velmi pozitivné ve viech ohledech. Sampon byl
testovan pouze na zenach, ve vékovém rozmezi 14-46 let. VSechny hodnotitelky Samponu
bézné pouzivaji Sampon na poskozené a suché vlasy, nebo Sampony pro vétsi objem vlast.
Vsechny respondentky byly s vyrobenym konopnym Samponem velmi spokojené. U vSech bylo
prokéazano, Ze vlasy byly po pouziti velmi hladké a hebké. U nikoho nebyla prokdzana zadna
alergicka reakce. VSechny hodnotitelky v dotazniku odpovédély, ze konopny Sampon pénil
akorat. U vSech dotazovanych Sampon splnil ocekavani, dokonce by byly ochotny vyrobeny
Sampon pouzivat naddle. Odhadovaci cena vyrobeného Samponu, za kterou by byly
respondentky ochotny Sampon koupit, byla v rozmezi 100-200 K¢.

Bylo tedy prokazano, Ze Sampon s vodnym hydrolyzatem svétlé konopné mouky o velikosti
¢astic 200 um mél velmi pozitivni G¢inek na vlasy a respondentky by byly ochotny pouzivat
Sampon nadale.

5.3  Testy cytotoxicity

Konopi je oznacovano jako GRAS rostlina neboli Generally Recognized as Safe. Diky tomuhle
oznaceni mize byt konopi vyuzivano v potravinaistvi. V dnesni dobé je velmi pravdépodobné,
ze se konopny protein nachazi bézné v potravinach [56].

Bezpecnost material pomoci testii cytotoxicity byla ovéfena na zakladé studie [57]. Bylo
zjiSténo, ze bilkoviny z potravy mohou mit pfiznivy vliv na lidské zdravi tim, Ze uvoliu;ji
bioaktivni peptidy, které jsou Sifrovany v jejich pfirozenych strukturach. Bylo zjisténo, ze
hydrolyzaty bilkovin nebo bioaktivni peptidy ziskané z potravinovych proteini vykazuji
imunitni, protinadorové, antihypertenzni, antioxida¢ni a antimikrobialni G¢inky. Dale bylo
prokazano, Ze konopny protein hydrolyzuje G€inky na proliferaci a vyvolava oxidacni stres v
normalnich a nddorovych bunéénych liniich.

V tomto ¢lanku byl testovany biologicky potencidl hydrolyzati konopnych bilkovin ziskanych
Z izolatu bilkovin konopnych kolact. Tyto izolaty byly pfipraveny enzymovou hydrolyzou za
pouziti tii riznych protedz mikrobidlniho piivodu: Alcalasa, Neutrasa a Protamex. V ramci této
studie bylo zjisténo, ze konopny protein a z ného izolované materidly nejsou cytoxickeé.
Vysledky mizeme vidét na obrazku 27 a 28. Material nem¢l vliv na HaCaT bunkové linie a
meél protirakovinové ucinky, kdyz zabijel HeLa buiiky.
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Obrdzek 27. Viivy riiznych koncentraci PHS na proliferaci HaCaT stanovené MTS testem [57]
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Obrazek 28. Vlivy riiznych koncentraci HPH na proliferaci HeLa bunék stanovenou MTS testem [57]

Pokud jde o bezpe¢nost testovanych konopnych frakei, byly pfipraveny z podobného materialu
a podobnym zplisobem jako vzorky komentované vySe. K hodnoceni jejich cytotoxicity byly
pouzity standardni testy a bunécné systémy, které jsou pouZzivany i v laboratotich FCH. V ramci
piedlozené prace byly provedeny pouze orientacni testy inkubace bun¢k HaCaT (keratinocyty)
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S pfipravenymi extrakty. Extrakty byly hodnoceny vizualné s vyuzitim MTT testu. Zadny
zZ extraktli neovliviioval viabilitu buné¢k HaCaT natolik, aby vyznamné poklesla viabilita bun¢k.
Vzhledem Kk charakteru rostliny konopi (GRAS) lze piedpokladat, ze veSkeré piipravené
materidly 1 vyrobky (mydla, Sampon) Ize povazovat za bezpe¢né. Nemaji dokonce ani negativni
ucinek na testované mikroorganismy. Mohou se pouzivat bez Skodlivych ucinkt v aplikacich
do kosmetiky a potravinafstvi.
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6  ZAVER

Tato bakalafska prace je zaméfena na teoretickou a experimentalni charakterizaci aktivnich
latek obsazenych v technickém konopi a jejich vyuziti kosmetice a farmacii. Teoreticka cast se
zabyva charakteristikou konopi a jeho aktivnich latek, popisem kiize a vlasii, a nakonec
popisem vsech pouzitych metod pfi vypracovani experimentalni ¢asti.

V této bakalarské praci se pracovalo s konopnymi kaly odriidy Santhica z roku 2019 a 2020 a
S hydrolyzaty konopné mouky o rtiznych velikosti Castic. Materidly byly hydrolyzovény a
charakterizovany. Zpracovani materialii bylo voleno tak, aby bylo jednoduché pti pievedeni do
prumyslové praxe. Kazda velikost Castic byla hydrolyzovana ve vod¢, ve vodé s pridavkem
pepsinu, ve vod¢ s ptidavkem pankreatinu, v 1% kyselin¢ sirové, v 1% kyseliné sirové
s ptidavkem pepsinu a v 1% kyselin¢ sirové s ptidavkem pankreatinu. V téchto konopnych
hydrolyzatech byly nasledné¢ stanoveny spektrofotometrickymi metodami aktivni latky, a to
celkové sacharidy, proteiny, polyfenoly a chlorofyly. Tim byly frakce charakterizovany a podle
naméienych hodnot biologicky aktivnich latek vyuzity v odpovidajicich modelovych
vyrobcich. Nejvétsi obsah sacharidi byl naméten u kyselého hydrolyzatu s ptidavkem pepsinu
o velikosti ¢astic konopné mouky 710 um. Nejvyssi koncentrace proteinti byla stanovena ve
vodném hydrolyzatu obsahujici pankreatin o velikosti ¢astic 200 pm svétlé konopné mouky.
Polyfenoly mély nejvétsi koncentraci v kyselém hydrolyzatu konopné mouky o velikosti ¢astic
400 um obsahujici enzym pepsin. Oba typy chlorofyltl S nejvétsim obsahem byly stanoveny ve
vodnych hydrolyzatech svétlé konopné mouky o velikosti ¢astic 200 um s pankreatinem.

U konopnych kall byla stanovena tukova ¢isla, a to ¢islo zmydelnéni, ¢islo kyselosti a jodové
¢islo. Protoze konopné kaly nejsou povazovany za Cisté oleje, tukova Cisla byla odlisna od
standardizovanych hodnot konopného oleje. Déle byl zjistén profil mastnych kyselin v kalech
a Vv konopném oleji a hodnoty byly porovnany. V kalech i oleji byl naméfen nejvétsi obsah
polynenasycenych mastnych kyselin. Cislo zmydelnéni bylo dale pouZito k p¥ipravé konopnych
mydel.

DalSim stanoveni v experimentalni ¢asti se zabyvalo stanovenim antimikrobidlnich u¢inka
vSech pripravenych hydrolyzati viéi bakteriim Escherichia coli a Micrococcus luteus a
kvasince Candida glabrata. Po analyzy bylo zjist€éno, nebyla prokazana témét zadna
antimikrobialni aktivita vi¢i danym mikroorganismim.

V ramci aplikacni ¢asti bylo cilem této bakalaiské prace bylo vyrobit dva kosmetické produkty,
mydlo a Sampon, které by obsahovaly vhodnou frakci ze zpracovani konopi a mély popsany
respondenty pozitivni G¢inky pfi jejich pouzivani

Vsechna vyrobena mydla obsahujici konopny kal Santhica 2019 a kokosovy olej v pomérech
80:20, 70:30, 60:40 a 50:50 spliovala vSechny pozadované vlastnosti. Mydlo s nejvétSim
obsahem konopného kalu bylo dano testovano do ¢tyf domacnosti. Bylo prokézano, Ze mydlo
mélo pozitivni vliv na pokozku rukou. Diky pouzivani neprokazovaly ruce znamky suchosti.
Dokonce byly zaznamenany 1é¢ivé ucinky na popraskané ruce, coz splituje podminky vyuziti
tohoto mydla ve farmacii.

Konopny Sampon obsahujici vodny hydrolyzat svétlé konopné mouky o rozmérech ¢astic 200
um byl testovan na Sesti osobach. U vSech lidi bylo prokazano, ze Sampon ma pozitivni vliv na
hebkost a hladkost vlast po uzivani po dob¢ deseti dnti. Respondentky v dotazniku uvedly, ze
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by byly ochotny tento Sampon pouzivat nadale, coz potvrzuje jeho pozitivni u¢inky z hlediska
aplikace do kosmetiky.

Diky ziskanym vysledkiim je mozné samotné konopi a rovnéz odpadni materidly ziskané pfi
zpracovani konopi do riznych frakci povazovat za vhodny piidavek do kosmetickych a
farmaceutickych ptipravkai.
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CBC
CBD
CBG
CBN
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C. glabrata
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M. luteus
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

absorbance

koncentrace

kanabichromen

kanabidiol

kanabigerol

kanabinol

Ceska sbirka mikroorganismu
Candida glabrata

Escherichia coli

plynova chromatografie
Luria-Bertani (médium)
Micrococcus luteus

Nutrient Broth (médium)

sodium laureth sulfate
A°-tetrahydrokanabinol

Zateni v ultrafialové oblasti spektra
Zareni ve viditelné oblasti spektra
Yeast Peptone Dextrose (médium)
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9 PRILOHY

Priloha 1. Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni sacharidi dle

Duboise

0,7
y =0,6504x-0,0138
0,6 R?=0,9766 X
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Priloha 2. Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni proteinii metodou dle

Bradfordové
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Priloha 3. Bublinky vsech vyrobenych mydel— mikroskopické snimky, zvétseni 40X
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R L.
Obrazek 8. Bublinky mydla s pomerem latek 50:50
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Priloha 4. Otazky v dotazniku: Hodnoceni samponu z hydrolyzatu konopi

Jste zena/muz?

Kolik je Vam let?

Pouzivate Sampon?

Jak cCasto si myjete vlasy?

Pro jaky typ vlast pouzivate Vas bézny Sampon?

Vyhovuje Vam vas sampon?

Kolik jste ochotni utratit za Sampon?

Jak jste byli spokojeni s vyrobenym Samponem z konopi?

Jaké se Vam zdaji vasSe vlasy po umyti vyrobenym Samponem?
Mate po pouziti vyrobené¢ho Samponu néjakou alergickou reakci?
Jak moc vyrobeny Sampon pénil?

Splnil vyrobeny Sampon Vase ocekavani?

Byli byste ochotni vyrobeny Sampon pouzivat nadale?

Kolik byste za vyrobeny Sampon byli ochotni zaplatit?
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