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ABSTRAKT

Technické konopi jako vSestranné vyuzitelnd rostlina nasla uplatnéni v mnoha odvétvich
prumyslu. V kosmetice je vyuzivano zejména pro bioaktivni latky i bilkoviny. Pfedmétem této
bakalarské prace byla ptiprava a charakterizace frakce s obsahem hydrolyzovanych konopnych
proteinli a jeji vyuziti v oblasti vlasové kosmetiky. V teoretické Casti je zpracovana
charakteristika rostliny i jeji chemické slozeni. Pozornost je vénovana zejména konopnym
proteintim, moznostem jejich hydrolyzy a nasledné vyuziti hydrolyzati ve vlasové kosmetice.
V ramci experimentalni ¢asti byla optimalizovédna ptiprava hydrolyzatt konopnych proteinti
z konopnych vyliski odriidy Santhica 70 za pomoci primyslovych enzyma TS-E 1930 a TS-
E 1993 a nasledné stanoveni obsahu a profilu proteini u pfipravenych hydrolyzati. Dale byl
stanoven i obsah sacharidi, chlorofylt, fenolickych latek a flavonoidi u analyzovanych
hydrolyzat. Z vybraného hydrolyzatu byl pfipraven vlasovy kondicionér, u kterého prob¢ehlo
testovani deseti respondenty. Diky pfipravenému kondicionéru bylo prokazano, ze vlasova
kosmetika s ptidavkem hydrolyzovanych konopnych proteinti zvysuje lesk a poddajnost vlasi
a také napomaha zaceleni roztfepenych konecki.

ABSTRACT

Technical hemp as a versatile plant has found applications in many sectors of the industry. In
cosmetics, it is mainly used for bioactive substances as well as proteins. The subject of this
bachelor thesis was the preparation and characterization of a fraction containing hydrolysed
hemp proteins and its use in hair cosmetics. In the theoretical part, the characteristics of the
plant as well as its chemical composition are processed. Attention is paid especially to hemp
proteins, their hydrolysis possibilities, and the subsequent use of hydrolysates in hair cosmetics.
Within the experimental part, the preparation of hemp protein hydrolysates from hempseed cake
of the Santhica 70 variety was optimized using the industrial enzymes TS-E 1930 and TS-E
1993 and the subsequent determination of the protein content and profile of prepared
hydrolysates. The carbohydrate, chlorophyll, phenolic and flavonoid content of the analysed
hydrolysates was also determined. A hair conditioner was prepared from the selected
hydrolysate and tested by ten respondents. Thanks to the prepared conditioner, hair cosmetics
with the addition of hydrolysed hemp proteins has been shown to enhance shine and pliability
of the hair, as well as help the healing of frayed ends.
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Technické konopi, hydrolyzované konopné proteiny, vlasova kosmetika, enzymova hydrolyza
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1. UvVOD

Konopi se fadi mezi tradi¢ni rostliny pro jeho nenarocné péstovani a hojné vyuzivani témét ve
vSech smérech lidského piisobeni. Kvalitni vlakno je pouzivano v papirnickém, textilnim
I nabytkarském primyslu. Kanabinoidy a dalsi biologicky aktivni latky vyskytujici se v konopi,
nasli uplatnéni v medicin¢ a kosmetice diky svym antioxida¢nim, protizanétlivym a dalSim
pfiznivym ucinkiim na lidsky organismus. Technické konopi naSlo také uplatnéni
V potravinaistvi z diivodu obsahu optimalniho poméru mastnych kyselin linolové a linolenové
a vysokému mnozstvi proteinti. V konopnych bilkovinach se vyskytuji vSechny esencialni
aminokyseliny a zaroven jsou dobfe stavitelné. Hydrolyza konopnych proteint byla a je tedy
zkoumana zejména pro vyuziti technického konopi jako ,,superpotraviny*.

Hydrolyzované proteiny maji ale vyznamny vliv nejen v oblasti potravinaistvi, ale také
v kosmetice. Byly vyuzivany jiz starovékymi civilizacemi a moderni spole¢nost je ucelné
vyuziva od 50. let minulého stoleti. Bilkoviny totiz obecné zvysuji lesk, mekkost a poddajnost
vlast. Hydrolyzované proteiny napomahaji zejména proti poskozeni vlasovych vlaken, a navic
pro pouziti proteinti v kosmetice, ktera je na vodni bazi, jsou proteiny pievedené do roztoku
praktictejsi a 1épe se s nimi manipuluje.

| kdyz hydrolyzované konopné proteiny lze lehce ziskat z konopnych vyliskd, které jsou
vedlej§im produktem pfi lisovani oleje z konopnych seminek, tak ve vlasové kosmetice zatim
nenasely to pravé misto. Dermokosmetika se soustfedi spiSe na vyuziti kanabinoidu a jinych
bioaktivnich latek a bézné pripravky obsahuji zejména keratin nebo jiné hydrolyzované
proteiny. Avsak oblibenost konopnych proteinti v posledni dob¢ stoupa a s tim i jejich moznosti
vyuziti ve vlasové kosmetice.

Predlozena bakalaiska prace se zabyva piipravou a charakterizaci frakci s obsahem
hydrolyzovanych konopnych proteinti a stanovenim jejich obsahu a profilu. Prace je zaméfena
na mozné vyuziti pfipravenych konopnych proteinii ve vlasové kosmetice, a t0 v podobé
vlasového kondicionéru. Ptipraveny kondicionér byl testovan a v praci je uvedeno jeho celkové
hodnoceni.



2.  TEORETICKA CAST

2.1. Konopi seté

Mluvime zde o termofilni ploding, ktera je péstovana pro své kvalitni vlakno i jako potravina
sunikatnim vyzivovym slozenim. Konopna vlakna naSla uplatnéni i Vv modnim
a automobilovém primyslu. Diky 1é¢ivym G¢inklim na lidsky organismus pronika konopi i do
odvétvi mediciny, farmacie a kosmetiky [1].

2.1.1. Historie

Nejstarsi dikazy o 1é¢ebném vyuzivani konopi pochazi z Ciny piiblizné ze 3. stoleti pred
Kristem, kdy cisat Fu-Shi oznacil rostlinu za popularni 1é¢ivo. Mytologicky cisaif Shen-Nung,
ktery je povazovan za zakladatele farmakologie, oznacil konopi jako 1ék na zenské slabosti,
revmatismus, malérii 1 jako surovinu pro vyrobu elixiru nesmrtelnosti. Znalosti 1é€ebnych
éinki byly poté preneseny i do Evropy diky kmenu Skythii. Samani z Ciny, Indie i Afriky
vyuzivali psychoaktivnich uc¢inkti konopi pti obfadech cestovani do riznych sfér a skutecnosti.
Se zanikem fimské fiSe a upadku bylinné mediciny se od 1é€ebného vyuZzivani upustilo. BEhem
18. stoleti v Evropé bylo konopi péstovano zejména na vyrobu vldken vyuZzivanych v textilnim
primyslu. Od 19. stoleni se tehdejsi psychologové zacali zajimat o subjektivni pocity, které
konopi vyvoladva. Tyto studie staly u zrodu moderni psychofarmakologie. Po rychlém
védeckém 1 priimyslovém rozvoji na pocatku 20. stoleti doslo k objeveni a izolaci €isté ucinné
latky tetrahydrokanabinolu (THC). Néslednymi vyzkumy byl zjistén vyskyt latek podobné
chemické struktury, které byly zatfazeny do jednotné skupiny a pojmenovany jako kanabinoidy

[11.12].[3]

2.1.2. Charakteristika rostliny

Ptiroda poskytuje vyznamny botanicky druh v podobé¢ jednoleté, krytosemenné cévnaté rostliny
fadici se do celedi konopovité (Cannabacea). Piuvodné dvoudoma rostlina vytvaii oddélené
sam¢i a samici kvéty. Vyslechténé jednodomé rostliny nékterych druhii jsou péstovany zejména
pro zemédélské tucely. Stonek je tvofen lodyhou, ze kterého vyristaji hrubé zubaté
nékolikacetné listy. Samici kvéty jsou mohutnéjsi nez saméi kvéty a Casto byvaji tmavéji
zbarvené. Po oplozeni samicich kvéth uvolnénim pylovych zrn ze samcich kvéti dochazi
k jejich usychani. Konopi Ize najit ve vSech podnebnych pasmech, nebot’ je velmi dobie
pfizptsobitelné riznorodym pfirodnim podminkam [1],[4].

Obecn¢ rozliSujeme konopi seté, konopi indické a konopi rumistni. Konopi indické a rumistni
byvaji zafazovany jako poddruhy konopi setého. Slechténim konopi setého vznikly dalsi typy,
a to konopi severni, konopi stfedoruské, konopi jizni a konopi sttedoevropské [5].

Jednotlivé druhy jsou rozd€lovany do tii chemotypovych tfid podle poméru THC a CBD
obsazeného v rostling. Rostliny s pievahou THC se fadi do Chemotypu I. Chemotyp II zahrnuje
konopi s obsahem THC 1 CBD a Chemotyp III obsahuje z velké vétSiny CBD a THC do obsahu
0,3 % [4], [12][12].

2.1.3. Konopi seté (Cannabis sativa)

Nejrozsifenéjsi druh je péstovany zejména pro konopné vlakno a semena, ktera jsou zdrojem

esencidlnich aminokyselin a vitamin. Obsahuje v menSim mnozZstvi psychotropni A9-
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tetrahydrokanabinol a nepsychoaktivni kanabidiol. Pravé pro nizky obsah psychoaktivniho
THC bylo z konopi setého vyslechténo konopi technické, které ma maximalni obsah
tetrahydrokanabinolu 0,3 % [1], [11].

2.1.4. Konopi indické (Cannabis indica)

Pivodni konopi indické pochazi z vychodni a jihovychodni Asie. Péstuje se pro pryskyfice,
které vylucuji samici kvétenstvi a zlaznaté listy. Obsah THC se pohybuje v rozmezi 15-20 %.
Na tizemi Ceské republiky je péstovani konopi indického zakazano pravé z divodu vysokého
obsahu psychoaktivniho THC [1], [12].

2.1.5. Konopi rumistni (Cannabis ruderalis)

Roste jako plevel ve stepnich oblastech Asie. V porovnani s konopim setym a indickym se
vyznacuje nejniz§im obsahem THC. Z kanabinoidii pfevlada CBD. VyuzZiva se zejména pro
Slechténi tzv. hybrida s konopim indickym [12].

“Sativa”

“Indica”

“Ruderalis”

>

Obrazek 1: Druhy konopi [13]

2.1.6. Technické konopi

Oznaceni technické konopi se pouziva pro rostliny konopi seté¢ho s obsahem THC maximalné
do 0,3 %. Nachazi vyuziti v potravinafstvi, spotiebnim priamyslu, medicin€, farmacii
I kosmetice. Zuzitkovani nachazi nejvice konopné vlakno a semeno [4].

Vldkno z konopného stonku ¢lovek zpracovava jiz tisice let pro vyrobu textilii, papiru, ptize
a platna. Primarni i sekundérni vlakno nachéazi vyuziti v mnoha oblastech primyslu. V. moderni
dobé naslo pravé konopné vlakno uplatnéni v automobilovém, nabytkarském, a dokonce
I médnim prumyslu pro vyrobu kompoziti. Synteticka vlakna jsou tedy postupné nahrazovana
témi konopnymi [4], [31][31].

O konopna semena v potravinarstvi se zvedl vétsi zajem v 90. letech z diivodu jejich vyzivového
sloZeni, a to zejména diky optimalnimu poméru omega-3 a omega-6 mastnych kyselin.
Lisovanim semen za studena se dale ziskavd konopny olej. Ten je vyuZzivan nejvice
V potravinaiském primyslu jako jeden z nejkvalitnéjSich oleji a v kosmetice [31].

10



2.2. Frakce konopi

Nejvice vyuzivanymi ¢astmi konopi jsou semena, stonek a listy. Konopna semena se z vétsi
¢asti zpracovavaji lisovanim za studena a produkt v podobé oleje je hojné vyuzivan
V potravinarském prumyslu, ale i v kosmetice. Na trhu se kromé konopnych semen a oleje
vyskytuji 1 konopné slupky, konopny kola¢, konopnad mouka nebo konopny proteinovy
koncentrat. Zatimco kratka vldkna stonku rostliny jsou vyuzita pro vyrobu kvalitniho papiru
a textilii, dlouha vlakna naSla uplatnéni se stavebnim primyslu nebo energetice. Listy jsou
pouzity do kosmetickych nebo zdravotnickych piipravku [5], [31].

2.2.1. Konopné semeno

Konopné seminko je obaleno tvrdou jedlou slupkou a ma mekké jadro. Obvykle konopna
semena obsahuji 25-35 % tuku, 20-25 % proteint a 20-30 % sacharidi, ale pfesné slozeni je
velmi zavislé na podminkach péstovani. Semena jsou také bohata na vitaminy a mineralni latky.
Kromé¢ vybornych vyzivovych hodnot ma také pozitivni vliv na zdravi lidského organismu tim,
Ze snizuje cholesterol nebo vysoky krevni tlak. Je také vhodné pro celiaky, nebot’ se v ném
nenachazi lepek [5], [6].

2.2.2. Kvéty a listy

Z konopnych kvéti jsou extrahovany silice, které se hojné¢ vyuZzivaji v kosmetice pii vyrobé
krémd, Samponti a mydel. Tyto silice se vyznacuji i antimikrobidlnim ucinkem. SuSené listy
i kvéty jsou vhodné k vyluhiim, protoze diky obsahu nepsychoaktivnich kanabinoid podporuji
imunitni systém a maji uvoliiujici ucinek [7].

2.2.3. Konopny olej

Konopny olej se ziskava lisovanim konopnych semen za studena. Vyznacuje se vysokou
nutricni  hodnotou z ddvodu pfitomnosti sekundarnich metaboliti a vysSSim obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin. Obsahuje vyvazeny pomér 3:1 esencialnich mastnych
kyselin omega-3 a omega-6, ktery je optimalni z hlediska lidské vyzivy. Sekundarni metabolity,
jako jsou fenolické latky nebo tokoferoly, které se vyznacuji svou antioxidacni aktivitou
nejenze maji ptinos pro lidské zdravi, ale také pomadhaji pfedchazet oxida¢nimu stresu
polynenasycenych mastnych kyselin a tim zlepsuji trvanlivost konopného oleje [8].

2.2.4. Konopny kola¢ a konopna mouka

Vedlejsim produktem pfi lisovani konopnych seminek a oddélenim vzniklého konopného oleje
od pevné ¢asti vznika tzv. konopny kolac nebo konopna moucka. Tento produkt je vyznamnym
zdrojem bilkovin a dale se mize zpracovat mletim a prosivanim na konopnou mouku. Béhem
produkce konopného oleje vznika z 1 kg konopného semene 350 g konopného oleje a 650 g
konopného kolace. Konopny kolac¢ obsahuje az 35 % proteinti a nasel vyuziti pro pfipravu
proteinovych izolatd s obsahem 80 % bilkovin [9], [10].

2.3. Chemické sloZeni
Jiz bylo popsano vice nez 750 chemickych sloucenin obsazenych v konopi. Jednotlivé druhy
konopi nemusi obsahovat stejné chemické slouceniny. Konopi obsahuje proteiny, mastné
kyseliny, vitaminy a mineralni latky, sacharidy, aminokyseliny, terpeny a terpenoidy, steroidy,
alkaloidy a dalsi. Unikatni chemickéd skupina latek vyskytujicich se v konopi se nazyva
kanabinoidy [4], [11].
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2.3.1. Kanabinoidy

Jedné se o skupinu terpenofenolovych latek s 21 nebo 22 uhliky a fadi se mezi sekundarni
metabolity. Neutralni kanabinoidy jsou vytvafeny neenzymovou dekarboxylaci kyselych
prekurzord pii skladovani rostliny, vystaveni slunecnimu svétlu a vyssi teploté. Kyselé
prekurzory obsahuji karboxylovou skupinu a jedna se tedy o karboxylové kyseliny
kanabinoidd. Jednotlivé kanabinoidy se od sebe 1i8i postrannimi fetézci, prenylovymi zbytky
I resorcinolovym jadrem. Chemicky je mizeme rozdélit do celkem 11 podttid: typ A9-THC,
typ A8-THC, typ CBG, typ CBC, typ CBD, typ CBND, typ CBE, typ CBL, typ CBN, typ CBT
a smiseny typ [1], [4].

Do této doby bylo stanoveno 125 kanabinoidl, tudiz se jedna o nejpocetnéjsi skupinu
chemickych latek vyskytujicich se v konopi. Nejvice vyskytujici se kanabinoidy jsou A9-
tetrahydrokanabinol (THC), kanabidiol (CBD), kanabichromen (CBC), kanabigerol (CBG)
a kanabinol (CBN) [4], [14].

Kanabinoidy se mohou dale d¢lit podle mista vzniku. Endokanabinoidy jsou enzymaticky
syntetizovany v lidském téle podle potieby v bunéénych membranach. Fytokanabinoidy

pochazeji z rostlinnych trichomt a syntetické kanabinoidy jsou vytvareny chemickymi procesy
Vv laboratofich [15].

2.3.2. Mastné kyseliny

Nejvice se nachdzeji v semenech rostliny, pficemz pievladaji polynenasycené mastné kyseliny.
Pro ¢lovéka dilezité esencidlni kyseliny linolova a linolenovéa maji idedlni pomér vyskytu 3:1.
V konopném oleji jsou v malém mnozstvi zastoupeny i nasycené mastné kyseliny palmitova
a stearova. V konopi se nachdzeji i nasycené mastné kyseliny. Nejznamé&j$imi zastupci jsou
kyselina palmitova, stearova, arachnidova nebo myristova [4], [11], [26].

2.3.3. Terpeny a terpenoidy

Terpeny, uhlovodiky slozené z izoprenovych jednotek, jsou produkovany zlazami jako
kanabinoidy a jsou soucasti konopnych silic. Jejich modifikaci vznikaji terpenoidy, které jsou
zodpoveédné za zapach pro konopi typicky. Nejvice zastoupeny jsou monoterpeny zahrnujici
limonen, a- a B-pinen, terpinolen, myrcen a cis-ocimen. Dalsi vyskytujici se skupinou jsou
seskviterpeny [4].

Terpeny mohou vykazovat synergicky ucinek s kanabinoidy na nekteré biologické aktivity jako
jsou uzkosti nebo poruchy spanku. Déle mohou pozitivné ¢i negativné ovlivilovat

-----

2.3.4. Flavonoidy

Flavonoidy jako sekundarni metabolity patii mezi fenolové latky spolecné s fenolovymi
kyselinami, stilbeny a lignany. V konopi bylo stanoveno pies 20 flavonoidl. Z velké ¢asti jsou
zastoupeny flavony (apigenin a luteolin) a flavonoly (kaempferol a quercetin). Cannflavin A
a cannflavin B, metylované isoprenoidové flavony, jsou jedine¢né pro konopi. Vyznacuji se

-----

2.3.5. Proteiny

Proteiny, stavebni bloky nezbytné pro zivot, jsou linearni biopolymery skladajici se
z monomernich jednotek, L-aminokyselin, kovalentné spojenych peptidovou vazbou. Tato
vazba vznikd mezi a-karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a a-aminoskupinou druhé
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aminokyseliny. Na stavbé proteinti se podili 20 pfirozené se vyskytujicich proteinogennich
aminokyselin. V semenech rostlin se nejvice vyskytuji zasobni proteiny, které poskytuji
aminokyseliny pfi kli¢eni semene. Tyto zdsobni proteiny lze na zaklad€ jejich rozpustnosti
rozdelit do Ctyt t¥id: albuminy, které jsou rozpustné ve vod¢; globuliny rozpustné v roztocich
soli; prolaminy rozpoustéjici se v roztocich alkoholi a gluteliny, které jsou rozpustné
v alkalickych nebo kyselych roztocich. Globuliny se na zaklad¢ sedimentacnich koeficient
déli na tzv. 7S proteiny, které se oznacuji jako viciliny a tzv. 11S proteiny nazyvané leguminy.
[18], [19].

Konopna semena obsahuji 20-25 % proteind. Tyto proteiny se vyskytuji predevS§im ve formé
albuming, ale také globulinti. Z globulin je nejvice zastoupeny edestin. Edestin ma terciarni
strukturu a sklada se z Sesti identickych monomert, které jsou tvofeny kyselou a bazickou
podjednotkou. Tyto podjednotky monomeru jsou spojeny disulfidickym mustkem. Radi se do
skupiny 11S globularnich proteinti. Edestin ma pfibliznou molekulovou hmotnost 300 kDa. Na
polyakrylamidovém gelu se za redukujicich podminek separuje na kyselé podjednotky
0 hmotnosti 34 kDa a bazické podjednotky o molekulové hmotnosti 18 kDa a 20 kDa. Pfi
neredukujicich podminkach separace nejsou narusovany vazby mezi kyselymi a zasaditymi
podjednotkami a je tedy mozné zaznamenat podjednotky o molekulové hmotnosti 52 kDa.
Edestin se vyskytuje ve tfech izoformach oznacovanych jako edestin 1, edestin 2 a edestin 3
[19], [20], [21].

V bilkovindch konopnych semen se z vyzivového hlediska vyskytuji vSechny esencialni
aminokyseliny v dostate¢ném mnozstvi. Globulin ma vys§i obsah aromatickych a sirnych
aminokyselin oproti albuminu. Vyssi obsah hydrofobnich a aromatickych aminokyselin muze
vést ke zvySeni interakci protein-protein v polypeptidovém fetézci a tim zpisobit snizeni
rozpustnosti proteinu. Konopné proteiny dale vykazuji i vysokou stravitelnost. Hydrolyzovani
proteind, a to bud’ chemickou nebo enzymatickou cestou, zvySuje jejich biologické ucinky.
Schopnost emulgace, gelace nebo pénivost zavisi na rozpustnosti proteint, respektive interakci
molekul vody s jejich polarnimi skupinami. Globularni proteiny jsou $patné rozpustné pii pH
5, ale jejich rozpustnost je mozno zvysit zménou pH na hodnotu 9. Albuminy vykazuji nizkou
rozpustnost pii pH o hodnoté 3 a se zvySujicim pH jejich rozpustnost roste. Kiivka rozpustnosti
konopnych proteinti Se vyznacuje tvarem pismene U [25].
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Obrdzek 2: Zavislost rozpustnosti globulinu a albuminu na hodnoté pH [25]
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2.3.6. Sacharidy

Sacharidy vyskytujici se v rostlin€ konopi na ruznych mistech lze rozdélit do 5 skupin:
monosacharidy, disacharidy, polysacharidy, aminosacharidy, cukerné alkoholy a cyklitoly.
Monosacharida je celkem 13 a fadime mezi né napiiklad fruktozu, galaktozu, arabindzu,
glukozu a dalsi. Zastupci disacharidii jsou sachardza a maltéza. Mezi polysacharidy, které tvori
povrch rostliny patii celuloza nebo pektin. Dalsi polysacharidy vyskytujici se v konopi jsou
hemiceluloza, rafinbza a xylan. Objeveny byly dva aminosacharidy, a to galaktosamin
a glukosamin. Do skupiny cukernych alkoholii a cyklitolti patii 12 slou¢enin. Jako piiklad 1ze
uvést sorbitol, mannitol nebo glycerol [26].

2.3.7. Vitaminy a mineralni latky

Mezi nejvyznamnéjsi vitaminy pfitomné v konopnych semenech patii vitamin E (tokoferol)
a vitaminy skupiny B. Tokoferoly jsou dilezité antioxidanty a maji schopnost tvofit volné
radikaly. Olej ziskany z konopnych semen obsahuje také vitamin C a vitamin A. V konopnych
semenech je mozné také nalézt hlavni mineralni latky jako vapnik, hot¢ik, draslik, sira, fosfor.
Majoritni mineralni latky jsou obsazeny v jadie i slupce semena, ale slupka samotna je oproti
celému semenu na tyto latky podstatné chudsi [4], [27].

2.4. Hydrolyza konopnych proteini

Hydrolyza konopnych proteini mutze probihat chemickou nebo enzymatickou cestou.
Chemicka hydrolyza mize zpisobit ztratu nékterych aminokyselin. Pro kyselou hydrolyzu se
hojné vyuziva kyselina chlorovodikovéa nebo kyselina sirova. Zasaditd hydrolyza se vyuziva
vzacnéji. Nyni prevladd vyuziti enzymatické hydrolyzy pro ziskavani hydrolyzovanych
proteinli. Velmi casto jsou vyuZivany k enzymatické hydrolyze protedzy, coZz je skupina
enzymt, které jsou komercné€ dostupné v potravinafském i farmaceutickém primyslu. Vyuziti
proteaz je uznavano zejména pii studiich funkénich potravin, nebot’ jsou schopny z ptivodnich
proteinli uvoliiovat fragmenty peptidll s riiznou biologickou aktivitou. Mezi tyto biologické
aktivity se fadi antioxida¢ni aktivita, inhibice enzymu podilejiciho se na vysokém krevnim tlaku
zavislé na specificnosti a selektivité pouzitych enzymi a na podminkach vlastni enzymatické
hydrolyzy. Pfi studii pfipravy hydrolyzath komerénimi enzymy alkaldzou a bromelainem bylo
bilkovindm konopi. Hydrolyza témito enzymy vedla k vyrazn€ vys$Simu podilu proteinli o nizsi
molekularni hmotnosti. Alkalaza, nespecificka proteaza patfici mezi serinové proteazy, obecné
produkuje vice mensich peptidii malé velikosti a vy$siho stupné hydrolyzy ve srovnani s jinymi
enzymy. Bromelain je oproti alkalaze vice selektivni a ma tedy za nasledek vétsi peptidy
s mensim stupném hydrolyzy [28].

Pro ziskavani bioaktivnich peptidd jsou také hojné vyuzivany enzymy pepsin, pankreatin,
trypsin a papain. Je mozné vyuziti dvojici enzymut zaroven, napiiklad pepsin a pankreatin.
Trypsin i pies svou vysokou selektivitu a specifitu vykazuje vysoké procentudlni vytézky
hydrolyzy. U ostatnich enzymt vysledné hydrolyzaty jsou rozmanité z hlediska slozeni
a procentualniho vynosu peptidi. Pankreatin vykazuje vysokou hydrolytickou ucinnost
z divodu endo- a exopeptidazové aktivity tohoto enzymu. Je tedy t€¢inngjsi oproti enzymutim,
které maji pouze endopeptidazovou aktivitu. Pouzité enzymy a €as hydrolyzy se prokazaly byt
klicovym bodem souvisejicim s kone¢nou aktivitou hydrolyzata [22], [29].
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Mezi dalsi vlastnosti, které 1ze ovlivnit enzymatickou hydrolyzou patii rozpustnost proteind.
ve vyrobcich a zaroven muze ovliviiovat i dalsi funkéni vlastnosti. Pro hydrolyzu proteint
z konopného kolace Pap a kol. vyuzili i komeréni enzymy Flavorpro 750 MDP a Promod 439 L
[30]. Enzym Flavorpro 750 MDP je vysoce u¢inna exopeptidaza pouzivajici se k hydrolyze
rostlinnych, zivo¢isnych a mléénych proteinii. Enzym Promod 439 L je protedza mikrobidlniho
puvodu, ktera se vyuziva prevazné ke zlepseni funk¢nosti a chuti bilkovin. Hydrolyza enzymem
Flavorpro probihala 2,5 hodiny pti 50 °C a nepfetrzitém michéni 150 rpm. Hydrolyza enzymem
Promod probihala 1 hodinu pfi 54 °C za nepftetrzit¢tho michani pti 150 rpm. V pivodnim
konopném kolaci vyuzitého pro tuto studii bylo 35,7 g/100 g bilkovin. V kapalnych fazich
kontrolnich vzorkd bylo pfevedeno 10-11 % plvodnich bilkovin, zatimco pii hydrolyze
enzymem Flavorpro bylo do kapalné faze ptevedeno 19 % pivodnich proteint a pii hydrolyze
enzymem Promod dokonce 36 % bilkovin [30].

Malomo a kol. uspé&sné prokazali zvyseni rozpustnosti konopnych bilkovin pfi enzymatické
hydrolyze trypsinem, celulazou, xylazou a fytazou [23]. Enzymaticka hydrolyza fytazami
a karbohydrazami pfi technologii zpracovani konopnych semen byla popsana za ucelem
degradace neproteinovych slozek a naslednd membranova ultrafiltrace k piec¢isténi hydrolyzati
od vedlejSich produktt. V této studii byl ziskdn z plGvodniho konopného kolace, ktery
obsahoval priblizné 37 % bilkovin, proteinovy koncentrat pfipraveny membranovou
ultrafiltraci o obsahu bilkovin 74 % a proteinovy izolat pripraveny pomoci izoelektrické
precipitace o obsahu bilkovin 84 %. Pro pfipravu koncentratu byly pouzity enzymy celulaza,
hemiceluldza, xylandza a fytaza, pficemz hydrolyza probihala 4 hodiny pii 37 °C. Pro pfipravu
proteinového izolatu bylo k rozpusténi proteini pH upraveno na hodnotu 8 a michani probihalo
pii 37 °C po dobu 2 hodin [23].

2.5. Vyuziti proteini a jejich hydrolyzatia ve vlasové kosmetice

Prvni Gcelové vyuziti proteint v kosmetice se datuje v 50. letech minulého stoleti, ale jiz
staroveké civilizace pouZzivaly bilkovinné materialy ke kosmetickym uc¢eliim. Na zacatku 60. let
minulého stoleti byly provedeny védecké vyzkumy zabyvajici se vazebnymi vlastnostmi
proteint a peptidii na pokozku a vlasy a jejich potencialni pro vyuziti v pfipravcich na Gpravu
vlast. Bilkoviny jako takové byly povazovany za uzite¢né zvySovanim lesku, mékkosti
a poddajnosti vlast, zatimco hydrolyzované proteiny byly navrzené pro pouziti pfi trvalé
ondulaci, aby se zabranilo poskozeni vlasovych vlaken. VétSina proteinovych derivatl
pouzivanych pro kosmetické ucely se ziskava z vlaknitych a globuldrnich bilkovin. Je mozné
vyuzit jak zivociSné proteiny (kolagen, keratin), tak rostlinné proteiny (pSeni¢né, sdjové). Pro
pouziti proteinll v kosmetice, kterd je na vodni bazi, je nutné tyto proteiny pievést do rozpustné
formy, ktera je pro formulacni Gi€ely praktictéjsi a snadnéji se s ni manipuluje. Tato rozpustna
forma se ziskava hydrolyzou pifislusného proteinu a je mozné pozorovat rozdily mezi aktivitou
nativniho proteinu a jeho hydrolyzatu. Mensi molekuly ptfitomné ve vlasovém ptipravku jsou
schopny dostat se do kortexu vlasu, zatimco vétsi molekuly plsobi na kutikulu vlasu.
Polypeptidy s molekulovou hmotnosti mensi nez 10 kDa jsou schopny se rozptylit do vlasového
vlakna a molekuly shmotnosti vétsi nez 500 kDa vstupuji lépe do kutikuly, zejména
u odbarvenych vlasu. [33], [34].
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2.6. Vyuziti konopi ve vlasové kosmetice

Konopi se stalo skvélym zdrojem pro tzv. zelenou kosmetiku, nebot’ obsahuje velké mnozstvi
mastnych kyselin i mineralti. Diky svym zvlaciiujicim a hydrata¢nim uc¢inkim nasel konopny
olej uplatnéni nejen v pletové kosmetice, ale také ve vlasové kosmetice. Obecné konopné
produkty hloubkové ¢isti pokozku a pomahaji rozpoustét prebytecny maz. Konopny olej ma
také hydratacni vlastnosti, rychle se vstiebava do vlasovych kotinkt a posiluje pokozku hlavy.
Napomaha 1 ke snizeni tvorby lupii. Vyuziva se pro vyrobu Sampont, kondicionéri nebo
vlasovych masek [31], [32].

2.7. Vlasy
Vlasy jsou zrohovatélé kozni utvary patiici mezi kozni derivaty, které vyrustaji z vlasovych
vacku uloZenych ve §kate. Radi se mezi sekundarni ochlupenti, které je typické pro postnatalni

ey e

z vychlipen epidermis [35].

2.7.1. Stavba vlasu

Vlasovy kmen (scapus pili) je oznaceni pro ¢ast vlasu vy¢nivajici z ktize. Vlasovy koten (radix
pili) je uloZen do vychlipeniny epidermis, do tzv. vlasové pochvy (foliculus pili). Kofen se
rozsifuje ve vlasovou cibulku (bulbus pili). Papily, nebo také vlasové bradavky (papilla pili)
jsou cévnaté vybézky, které jsou na spodnim konci vlasového vacku a zajistuji svym cévnim
zasobenim vyzivu vlasi [35].

Korova vrstva (substantia corticalis) je sestavena ze zrohovatélych bunék vietenovitého tvaru.
Tyto bunky za¢inaji mnozenim ve vlasové cibulce a postupuji s riistem do vlasového kmene.
Kutikula (cuticula pili) se nachazi na povrchu korové vrstvy. Jedna se o tenkou bunétnou
lamelu, ktera vznika z bunék vlasové cibulky. Sttedem prochazi dien vlasu (medulla pili).
Buiky difené jsou méné keratinisované nez bunky korové vrstvy [35].

Mazové zlazy (glandulae sebaceae) jsou holokrinni Zlazy vyustujici na povrch folikulu.
Produktem téchto zlaz je kozni maz neboli sebum. Maz se sklada zejména z tukovych latek, ale
také bilkovin a soli [35].

V oblastech folikulu se také upina vzpiimovac vlasu (musculus arrector pili). Bunky hladkého
svalstva jdou od pochvy vlasu az k povrchu dermis. Tento sval diky kontrakci napiimuje vlas.
Pigment umistény ve vlasové kiife podminuje barvu vlasu. Melanocyty jsou rozmistény kolem
papily a buitkam, které postupuji do vlasového kmene dodavaji melanin. Barevny odstin vlasu
uréen mnozstvim tohoto pigmentu [35].
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Obrdzek 3: Struktura vlasu (upraveno) [36]

2.7.2. Chemické sloZeni vlasu

Kazda slozka vlasu se sklada z nékolika rGznych chemickych slouc¢enin. Lidsky vlas je tvofen
2 65-95 % bilkovinami; zbyvajicimi slozkami jsou lipidy, voda, pigment a stopové prvky.
Pomeér bilkovin je zavisly na vlhkosti vlasu. Bilkovina keratin, ktera je hlavni slozkou vlasu, je
tvofena keratinocyty. Polypeptidové fetézce proteinti jsou spojeny peptidovymi, iontovymi,
disulfidickymi a vodikovymi vazbami. Disulfidické mustky, které tvoii aminokyselina cystein,
davaji vlastim jejich pevnost [37].

Lipidy je mozno rozdélit podle nékolika kritérii. Prvni rozdéleni je na lipidy vnitini nebo
povrchové, dale mame lipidy volné nebo vazané. Nakonec miizeme rozdélit lipidy 1 podle typu
nebo jejich chemické funkéni skupiny. Volné lipidy se nachazeji na kutikule nebo kiife a nejsou
kovalentné vazany na vlasové proteiny. Na rozdil od volnych jsou véazané lipidy na proteiny
kovalentné navazany [37].

Mnozstvi stopovych prvki je nepatrné a Casto pochazi z ciziho zdroje. Mezi prvky, které se
mohou ve vlasech vyskytovat, mtizeme zafadit Cu, Zn, Al, Mn, Fe, K, Ca a dalsi. Barvené vlasy
obsahuji vétsi koncentrace kovi, a to z divodu obsahu téchto kovi ve vlasovych preparatech
[37].

2.8. Pouzité metody

2.8.1. UV-VIS spektrofotometrie

Jedna se o fyzikalné-chemickou metodu, jejiz podstatou je absorpce ultrafialového
a viditelného zafeni v oblasti vinovych délek 200-800 nm. Absorpci elektromagnetického
zateni dojde k excitaci valenénich elektronti. Principem této metody je méfeni zafivého toku
neboli méfeni energie pohlcené vzorkem pfi jejim prichodu timto vzorkem. Zafivy tok prosly
vzorkem je mensi o odrazené, rozptylené a pohlcené zareni. Odraz a rozptyl zareni se obvykle
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zanedbava. Zavislost absorbance na koncentraci a tloust’ce kyvety je popsana Lambert-
Beerovym zdkonem

A=¢g-c-1, @

kde A je absorbance [-], &1 je molarni extinkéni koeficient [dm®*molt-cm™], ¢ je latkova
koncentrace [mol-dm~3] a 1 je tloustka absorbujici vrstvy [cm]. Tento zakon je splnén jen pro
ziedéné roztoky do koncentrace p¥iblizné 1072 mol-dm~ [38].

2.8.2. Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE)

Pro separaci proteinti na zaklad¢ jejich velikosti, tedy molekulové hmotnosti, se vyuziva
denatura¢ni vertikalni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Po zahtati vzorka proteint
V denaturujicim a redukujicim pufru dochazi k jejich denaturaci a odstranéni disulfidickych
mustkd. Redukujici podminky jsou zpusobeny piitomnosti 2-merkaptoethanolu. Ptitomné
molekuly dodecylsulfatu sodného obali denaturované proteiny a udéli jim celkovy zaporny
naboj. Dodecylsulfat sodny se nekovalentné vaze na proteiny v poméru 1,4 g SDSna 1l g
bilkoviny. Po naneseni vzorku na gel a umisténi gelu do elektrického pole putuji proteiny diky
zapornému naboji ke kladné elektrodé€, anod¢. Béhem migrace se proteiny separuji na zakladé
molekulového sita v polyakrylamidovém gelu, tedy vétsi proteiny putuji v gelu pomaleji nez ty
o mens$i molekulové hmotnosti. Vizualizaci separovanych proteintl a srovnanim vzdalenosti od
startu migrace se smési standardd o znamé molekulové hmotnosti je mozné urcit relativni
molekulovou hmotnost jednotlivych proteinii ve vzorku. K vizualizaci se nejcastéji vyuziva
barveni pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue nebo je také mozné vyuZit barveni stiibrem,
kdy Ag* elektrostaticky interaguje se zaporné nabitymi skupinami proteint v gelu i sulfatovou
skupinou SDS a dochazi k redukci Ag* na Ag®. Monomer, ktery je vyuzit na piipravu gelu je
smési akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu (BIS), ktery zajiSt'uje zesitovani struktury
polymeru. Koncentrace monomeru se voli podle pozadované velikosti separovanych proteint.
Nizké koncentrace monomeru se vyuZzivaji k separaci proteinti o vysoké molekulové hmotnosti,
a naopak vysoké koncentrace se vyuzivaji k separaci proteinit o malé¢ molekulové hmotnosti
[39].
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3. CILE PRACE

Hlavni cile bakalaiské prace zabyvajici se vyuzitim extrakti z technického konopi pro vlasovou
kosmetiku jsou:
e literarni reserSe tykajici se zakladni charakteristiky technického konopi, jeho frakci a
zpracovani a dale jejich slozeni
e priprava a charakterizace frakce s obsahem hydrolyzovanych konopnych proteinii
e optimalizace stanoveni obsahu a profilu proteint a dalSich biologicky aktivnich latek

e pfiprava kosmetickych preparati pro vlasovou kosmetiku s obsahem konopného
proteinu

e stanoveni biologického ucinku vlasovych piipravki s ptidavkem konopi
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Pouzité chemikalie a pFistroje

4.1.1. Chemikalie

ABTS, Sigma Aldrich (SRN)

Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)

Ethanol pro UV-VIS, Lachema (CR)

Fenol, p.a., LachNer (CR)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (SRN)

Glukéza monohydrat, p.a., LachNer (CR)

Hovézi sérovy albumin, Sigma Aldrich (SRN)

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

Chlorid hlinity, p.a., LachNer (CR)

Katechin, Sigma Aldrich (SRN)

Kyselina gallova, Sigma Aldrich (SRN)

Kyselina sirova (96%), LachNer (CR)

Siran méd’naty pentahydrat

Trolox, Sigma Aldrich (SRN)

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

Vinan sodno-draselny tetrahydrat, Penta Chemicals (CR)
Akrylamid, Sigma Aldrich (SRN)

Methanol, Honeywell (USA)
N,N’-methylenbisakrylamid, Merck (SRN)
Dodecylsulfat sodny, Sigma Aldrich (SRN)

Persiran amonny, LachNer (CR)

Glycin, Lachema (CR)

Bromfenolova modf, Lachema (CR)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin, Merck (SRN)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sigma Aldrich (SRN)
BLUeye Prestained Protein Ladder, Sigma Aldrich (SRN)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye, Thermo Fisher Scientific (USA)
Kyselina octova (99%), LachNer (CR)

Haarguar, alexmo cosmetics (SRN)

Ecokons 910, alexmo cosmetics (SRN)

4.1.2. Pristroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Z 36 HK, Hermle (SRN)
Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf (SRN)
Piedvazky Scout, Ohaus (USA)
Spektrofotometr UV-1600PC, VWR® (USA)
Susarna, Memmert GmbH + Co. KG (SRN)
Magneticka michacka, Lavat (CR)

Vortex mini, Ohaus (USA)
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Vodni lazeti, EL-20, Merci a.s. (CR)
Vertikalni elektroforeticky systém Mini-PROTEAN® Tetra Systém, Bio-Rad (USA)

4.2. Priprava hydrolyzati konopnych proteinii

Enzymy pouzité pro tuto praci jsou prumyslové enzymy od International Flavors & Fragnances.
Enzym TS-E 1930 byl oznacen jako enzym A. Jeho optimélni hodnota pH je v rozmezi 9-10,
ovSem je mozné ho pouzit i v prostiedi o pH 7. Pfi teplotach vysSich nez 70 °C zacéne
degradovat. Enzym TS-E 1993 byl oznacen jako enzym B. Jedna se o termostabilni proteazu
s rozmezim optimalniho pH mezi hodnotami 6 az 9. Teplotni stabilita je uvadéna do 80 °C.
Konopné vylisky byly odriidy Santhica 70.
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Obrdazek 4: Pouzité enzymy

4.2.1. Stanoveni koncentrace proteinii u pouZzitych enzymu

Stanoveni koncentrace proteinii u komerénich enzymu byla stanovovéana za Gc¢elem odliseni
hydrolyzovanych konopnych proteini a enzymi ve zkoumanych smeésich. Pro stanoveni
koncentrace byl enzym A zifedén 200x destilovanou vodou a enzym B byl zfedén 100x.

4.2.2. Zavislost hydrolyzy konopnych proteinii na ¢ase a prostredi

Z konopnych vyliskli byly pfipraveny tfi hydrolyzaty v destilované vodé¢ a jeden hydrolyzat
vV 1% kyseliné sirové. Do osmi Erlenmeyerovych ban¢k bylo navazeno po 40 g konopnych
vyliskt a ptidano 250 ml rozpoustédla. Sest Erlenmeyerovych banék bylo vloZeno do autoklavu
a dvé byly ponechény ptes noc pii laboratorni teploté, kvili rozvolnéni struktury proteinti
a jejich castecnému prechodu do vodné faze. Autokldvovani probihalo po dobu 90 minut pfi
130 °C Pted pfidanim enzymi bylo zménéno pH Vv jednotlivych bankach. Pro enzym A bylo
pH zménéno roztokem hydroxidu sodného na pfibliznou hodnotu 9. Pro enzym B bylo potieba
upravit pH pouze v ptipad¢ 1% kyseliny sirové hydroxidem sodnym na pozadovanou hodnotu
6. Hodnota pH byla zaznamenévana pomoci pH metru. Piesné pH u jednotlivych vzorki je
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uvedeno v Tabulka 1. Nasledn¢ bylo do kazdé banky pfidano 1,25 ml enzymu a ihned po ptidani
byl odebran vzorek o objemu 0,6 ml, ktery ptedstavoval ¢as 0. Banky poté byly ponechany na
ttepacce pii 45 °C nebo pfi laboratorni teploté. DalSich Sest odbérti bylo provedeno po piil
hodinach a dal byly odbéry provadény po hodiné. Béhem dne byly odebirany vzorky celkem
9 hodin a nasledujici den byly odebrany vzorky po 22,5; 24 a 27,5 hodinach. Celkem bylo
provedeno patnact odbérii. Odebrané vzorky byly povareny po dobu 5 minut v termobloku pfi
95 °C a po ochlazeni na laboratorni teploty ponechany v chladnicce.

Tabulka 1: Prehled pripravenych hydrolyzatii

vzorek | enzym | rozpoustédlo | uprava pred piidanim pH | teplota hydrolyzy

enzymu [°C]

1A A voda autoklavovani 8,94 45

1B B voda autoklavovani 5,93 45

2A A voda autoklavovani 8,98 21

2B B voda autoklavovani 6,00 21

3A A 1% H2S04 autoklavovani 8,99 45

3B B 1% H2S0O4 autoklavovani 6,08 45

4A A voda pfi laboratorni teploté 9,34 45

4B B voda pfi laboratorni teploté 6,30 45

4.2.3. Vliv pH a teploty na hydrolyzu konopnych proteint v prostiedi kyseliny sirové
Pro oba enzymy bylo zkouméano vhodné pH zuvedeného optimalniho rozmezi. Jako
rozpoustédlo byla vyuzita 1% kyselina sirova. Do Erlenmeyerovych ban¢k bylo navazeno 8 g
konopnych vyliskli a pfidano 50 ml rozpoustédla. Nasledn¢ byly vlozeny do autoklavu.
Autoklavovani probihalo 90 minut pii 130 °C. PoZzadovana hodnota pH byla ziskdna ptfidanim
roztoku hydroxidu sodného. Pted pfidanim enzymu byl odebran 1 ml vzorku a poté do kazdé
baiiky bylo pfidano 0,5 ml pfislusného enzymu. Banky byly ponechany na temperovanych
tiepackach po dobu 24 hodin. Hydrolyza enzymem A v rozmezi hodnot pH 7-10 a hydrolyza
enzymem B Vv rozmezi hodnot pH 6-9 probihala pii 45 °C. Soucasné probihala hydrolyza
enzymem A (hodnota pH 9) a enzymem B (hodnota pH 6) pii 20 °C. Pfesné hodnoty pH
a ptislusna teplota hydrolyzy u jednotlivych enzymu je uvedena v Tabulka 2. Po skonéeni
hydrolyzy byla na centrifuze odd¢lena pevna a kapalna ¢ast. Pevny zbytek konopnych vyliska
byl poté vysusen.

Tabulka 2: Hodnoty pH a teplota hydrolyzy u jednotlivych hydrolyzatii

Enzym A Enzym B
¢. vzorku | pH | teplota hydrolyzy [°C] | €. vzorku | pH | teplota hydrolyzy [°C]
1 6,96 45 6 6,30 45
2 8,02 45 7 7,24 45
3 9,07 45 8 8,20 45
4 9,94 45 9 9,09 45
5 9,14 20 10 5,99 20

4.2.4. Vliv prostiedi a mnoZstvi enzymu na hydrolyzu konopnych proteint
Vliv autoklavovani byl ovéten hydrolyzou konopnych vyliska v prostiedi vody a 1% kyseliny
sirové. Zarovenn byly pfipraveny hydrolyzaty S vétSim mnozstvim enzymi. Do
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Erlenmeyerovych banék bylo navazeno 8 g konopnych vyliskll a ptidano 50 ml rozpoustédla.
Dvé¢ banky byly vlozeny na 90 minut do autoklavu a sterilovany pii 130 °C a zbylé byly
ponechany pies noc pii laboratorni teploté. Pro enzym A bylo upraveno pH hydroxidem
sodnym pied piidanim enzymu na piibliznou hodnotu 9, v ptipadé enzymu B na hodnotu 6. Do
dvou banék s konopnymi vylisky a vodou, které byly ponechény ptes noc pfi laboratorni
teploté, bylo ptidano 1,5 ml pfislusného enzymu a do zbylych ban¢k bylo pfidano 0,5 ml
pfislusného enzymu. Pfehled zkratek pouzivanych pfi stanoveni bioaktivnich latek a proteint,
pouzité rozpoustédlo, hodnota pH a mnozstvi enzymu je pro enzym A zaznamenano v Tabulka
3 apro enzym B v Tabulka 4. Hydrolyza probihala na téepacce po dobu 24 hodin pii 20 °C. Po
ukonceni hydrolyzy byly na centrifuze odd€leny pevna a kapalna faze. Kapalna faze byla prelita
do 50 ml plastovych uzaviratelnych zkumavek, které byly poté pfemistény do chladnicky.
Pevné zbytky vyliskii byly vysuSeny pii 70 °C a uskladnény v chladnicce pro stanoveni
celkového dusiku a hrubé bilkoviny dle Kjeldahla.

Tabulka 3: Prehled hydrolyzatii s enzymem A

zkratka rozpoustédlo | autoklavovani | pH mnozstvi
enzymu [ml]
A H>0 autoklav voda ano 9,10 0,5
A HzSO4 1% H>SO4 ne 9,14 0,5
A HORT voda ne 9,22 0,5
A El voda ne 9,10 1,5

Tabulka 4. Prehled hydrolyzatit s enzymem B

zkratka rozpoustédlo | autoklavovani | pH mnozstvi
enzymu [ml]
B H.O autoklav voda ano 5,96 0,5
B H2SO4 1% H2SO4 ne 6,02 0,5
B H.ORT voda ne 6,15 0,5
BE? voda ne 5,94 15

4.2.5. Priprava hydrolyzatu pro vyrobu vlasového kondicionéru

Do reagencni ldhve se Sroubovacim uzavérem o celkovém objemu 2 1 bylo navazeno 160 g
konopnych vyliskili a byl pfidan 1 1 destilované vody. Nadoba se smési byla vloZzena na 90 minut
do autoklavu. Pred pfidanim 10 ml enzymu A bylo pH smési upraveno roztokem hydroxidu
sodného na hodnotu 8,92. Hydrolyza probihala 24 za michani na magnetické michacce pfi
laboratorni teploté. Z diivodu nedostate¢ného michani magnetickym michadlem byla doba
prodlouzena z 24 hodin na 48 hodin a michani bylo nadale provadéno pomoci laboratorni
michacky. Po ukonceni hydrolyzy byl hydrolyzat rozdélen do centrifuga¢nich nadob
a centrifugovano po dobu 1 hodiny. Kapalna cast byla pielita do lahve typu Pyrex o objemu 1
| a dana ke sterilizaci. Z puvodniho objemu rozpoustédla vzniklo 700 ml hydrolyzatu.
Hydrolyzat byl pfeveden do 50 ml plastovych uzaviratelnych zkumavek, které byly nasledné
uchovavany v mraznicce. Pevna Cast byla vysusena pii 70 °C a uschovana ke stanoveni obsahu
zbytkového dusiku a hrubé bilkoviny dle Kjeldahla.
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4.3. Rozpustnost konopnych proteini

Pro ovéteni rozpustnosti konopnych proteinti byly pfipraveny tii smési konopnych vyliska a
ptislusného rozpoustédla. Do kazdé Erlenmeyerovy banky bylo navazeno po 4 g konopnych
vyliskil. Jako rozpoustédla byla pouzita 1% kyselina sirova a destilovana voda. V jedné smési
s destilovanou vodou bylo upraveno pH za pomoci hydroxidu sodného na piibliznou hodnotu
9. Po promichani smési byly odebrany vzorky o objemu 1 ml do Eppendorfovych zkumavek,
které byly nasledné piesunuty do mraznicky. Baiiky byly poté ponechany na tfepacce po dobu
24 hodin za laboratorni teploty. Po uplynuti 24 hodiny byl odebran 1 ml z kazdé barky
a spole¢n¢ s prvnimi odbéry zcentrifugovany K odd€leni pevné slozky, ktera byla odebrana
spolu s roztokem. Oddélena kapalna faze byla vyuzita pro spektrofotometrické stanoveni
celkovych proteinu dle Hartree-Lowryho.

4.4, Absorp¢ni spektra

Absorpéni spektra hydrolyzatu byla zméiena spektrofotometricky za pomoci programu
M.Wave Pro 1.0. Hydrolyzity senzymem A byly ziedény destilovanou vodou 2000x
a hydrolyzaty s enzymem B byly zfedény 200x. PfisluSny vzorek byl nalit do kyvety a ta poté
vloZena do spektrofotometru. Spektra byla méfena pii hodnotach vinové délky 200-400 nm.

4.5. Stanoveni celkového dusiku a hrubé bilkoviny dle Kjeldahla

Na stanoveni obsahu bilkovin v plivodnim vzorku a v pevném zbytku po hydrolyze byla pouzita
Kjeldahlova metoda. Principem této metody je mineralizace vzorku varem vV pfitomnosti
koncentrované kyseliny sirové za ptidavku katalyzatoru. Dusikaté latky pfitomné ve vzorku
jsou prevedeny na siran amonny, z n¢hoZ se v alkalickém prostfedi uvolni amoniak, ktery se
predestiluje vodni parou a stanovi se titracné. Obsah dusiku ve vzorku se vypocitd pomoci
rovnice (2) a vyuzitim pfislusného piepocitavaciho faktoru j zjistén obsah hrubé bilkoviny [40].
Do mineraliza¢nich trubic byl vloZen pfedem navéazeny 1 g, popiipad¢ 0,5 g vzorku a 2 g
Weinbergova katalyzatoru. V digestofi bylo do trubic jednotlivé pfidano po 10 ml
koncentrované kyseliny sirové a trubice byly nasledné vloZzeny do pfistroje Gerhardt
Kjeldatherm. Pfistroj byl zapnut na program ,whey flour a nechala se prob&hnout
mineralizace, ktera trvala pfiblizné 3 hodiny.

Po skonc¢eni mineralizace a vychladnuti trubic bylo do kazdé trubice pfidano malé mnoZstvi
destilované vody a vzniklé usazeniny byly rozmichany. Do trubice bylo nésledné ptidano
nekolik kapek fenolftaleinu a trubice byla vloZzena do destilacniho pfistroje Gerhardt. Do
stejného piistroje byla vloZena i titra¢ni banika s 25 ml 0,05M kyseliny sirové, ktera slouzila
jako ptedloha pro zpétnou titraci. Zapnutim pfistroje se automaticky nadévkovalo 80 ml
33% hydroxidu sodného a vznikly amoniak byl destilaci s vodni parou pfivadén do piedlohy.
Doba jedné destilace ¢inila pfiblizn€ 4 minuty. Pfedloha byla po skonceni destilace titrovana
0,1M odmérmym roztokem hydroxidu sodného na Tashirtiv indikétor do zelené¢ho zbarveni.
Odmérny roztok byl standardizovan na kyselinu Stavelovou. Ze spotfeby odmérného roztoku
bylo vypocitano mnozstvi dusiku ve vzorku.

CNaOH ° VNa
W = 2 ‘ (cstO4 : VHQSO4 — —hNaOH 2 N OH) ‘ M 100 [0/]
= ° 0
N Myavazka (2)
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4.6. Stanoveni proteinti metodou Hartree-Lowryho

Proteiny, pfevedené hydrolyzou do roztoku byly stanoveny spektrofotometricky metodou
Hartree-Lowryho. Jedna se o stanoveni na zakladé¢ barevné zmény po pridani Folin-
Ciocalteuova ¢inidla obsahujiciho fosfomolybdenanové a fosfowolframové kyseliny, které jsou
proteiny redukovany za vzniku modrého barviva. V kombinaci s timto ¢inidlem se také vyuziva
dvou ¢inidel pro biuretovou metodu. Cinidlo A je sloZeno z tetrahydratu vinanu sodno-
draselného, uhli¢itanu sodného, hydroxidu sodného a destilované vody. Cinidlo B se sklada
Z tetrahydratu vinanu sodno-draselného, pentahydratu siranu méd’natého a destilované vody.
Cinidlo C je vodny roztok Folin-Ciocalteuova ¢inidla v poméru 1:15.

Pro sestaveni kalibrac¢ni kiivky byl pfipraven standardni roztok BSA o koncentraci 3 mg/ml,
ktery byl nasledné 10x ziedén destilovanou vodou. Do zkumavky byl napipetovan 1 ml
kalibra¢niho roztoku, poptipadé vzorku hydrolyzatu a bylo pfidano 0,9 ml ¢inidla A. Po
inkubaci pfi 50 °C, ktera trvala 10 minut, byla zkumavka ochlazena na laboratorni teplotu a
pipetovano 0,1 ml ¢inidla B. Nasledovala inkubace 10 minut pfi laboratorni teploté a ptridani
3 ml ¢inidla C. Po pfidani posledniho ¢inidla nasledovala opét inkubace po dobu 10 minut pfi
50 °C. Thned po pridani kazdého ¢inidla byl roztok ve zkumavce fadné€ promichan na vortexu.
Roztok byl po posledni inkubaci ochlazen na laboratorni teplotu a byla zméfena absorbance
proti slepému vzorku pii 740 nm. Kalibra¢ni kiivka byla miena v rozmezi koncentraci 0,03-
0,27 mg/ml.

4.7. SDS-PAGE

Jako proteinovy standard byl pro toto stanoveni pouzit BLUeye Prestained Protein Ladder. Na
gel bylo naneseno 10 pl vzorku a 5 pl standardu. Pro separaci byl pouzit 12% separa¢ni gel.
Elektroforéza probihala pii napéti 100 V po dobu 1,5 hodiny. Po ukonceni elektroforézy byly
gely obarveny.

4.7.1. Priprava zasobnich roztoki

Gelovy pufr, pH 8,8

Bylo navazeno 9,1 g Tris a rozpusténo v 50 ml destilované vody. Koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou bylo pH roztoku upraveno na 8,8 a poté byl roztok doplnén do 100 ml
destilovanou vodou.

Akrylamid a BIS
Bylo odvézeno 30 g akrylamidu a 0,8 g BIS. Po rozpusténi v destilované vodé byl objem
doplnén na 100 ml.

Elektrodovy pufr

Bylo navazeno 30,3 g Tris, 144 g glycinu a 10 g SDS a navazky byly nasledné rozpustény
Vv destilované vodé a objem doplnén na 1000 ml. Roztok byl prefiltrovan a zfedén 10x
destilovanou vodou.

Fixacni ¢inidlo
Ze zasobni lahve trichloroctové kyseliny bylo odvazeno 200 g a tato navazka byla nasledné
rozpusténa v destilované vod¢ a doplnéna na objem 1 1.
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Smésny roztok
Do uzaviratelné nddoby bylo smichdno 250 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 650 ml
destilované vody.

Barvici roztok
Bylo navazeno 0,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a nasledné rozpusténo v 1 1 smésného
roztoku.

Odbarvovaci roztok
Do uzaviratelné lahve bylo smichano 250 ml ethanolu, 100 ml kyseliny octové a 650 ml
destilované vody.

4.7.2. Priprava gelu a vzorki

Separa¢ni gel byl pifipraven smichanim 4,9 ml destilované vody, 6 ml roztoku akrylamidu
a BIS, 3,8 ml gelového pufru (pH 8,8) a 0,15 ml 10% SDS. Nasledné byla kadinka s roztokem
ponechana po dobu 5 minut na ultrazvuku, kviili odstranéni bublinek vzduchu. Jako posledni
byly ke smési ptidany roztoky 10% APS v objemu 0,15 ml a TEMED v objemu 8 ul. Roztok
byl rychle promichan a nalit mezi pfedpfipravené skla ve stojanku. Po naliti gelu byl mezi skla
vloZen hieben a gel byl ponechan polymerizovat 30 minut. Po ztuhnuti gelu byl hieben vyjmut.
Vzorky pro elektroforézu byly pfipravovany do Eppendorfovych zkumavek. Enzym A byl
ziedén 200x a enzym B byl zfedén 100x. Vzorky hydrolyzati ziedény nebyly. K 10 pl vzorku
bylo ptidano 20 pl nanaseciho pufru. Obsah zkumavky byl promichan a nasledné byly
zkumavky ptfesunuty na termobloku. Vzorky byly povatreny pii 100 °C po dobu 5 minut.

4.7.3. Barveni gelu

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do fixa¢niho roztoku, ve kterém byl ponechan po
dobu 30 minut na tfepacce. Fixa¢ni roztok byl poté slit a gely byly pfelity barvicim roztokem.
Barveni probihalo pfes noc na tiepacce. Po sliti barviciho gelu byl ptidan odbarvovaci roztok.
Odbarvovaci roztok byl pravidelné vyménovan po dvou hodindch a odbarvovani probihalo
celkem 8 hodin. Po odbarveni geli je bylo mozné vyhodnotit.

4.8. Stanoveni celkovych rozpustnych sacharidi dle Duboise

Stanoveni sacharidl bylo provedeno spektrofotometricky. Metoda je zalozena na dehydrataci
sacharidli ve vzorku pomoci koncentrované kyseliny sirové a nasledné kondenzaci vzniklych
derivati s reakénim ¢inidlem (napf. fenol, anthron, orcinol) za vzniku barevnych
kondenzacnich produktd. Kalibra¢ni kifivka byla sestrojena ze zasobniho roztoku glukozy
0 koncentraci 1 mg/ml. Kalibra¢ni roztoky byly v rozmezi koncentraci 0,005-0,75 mg/ml.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml kalibra¢niho roztoku, popfipadé vzorku hydrolyzatu, 1 ml
5% roztoku fenolu, a nakonec bylo pfidavan po kapkach 5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Ptfidavani roztoki bylo provadéno v digestofi. Po pfidani kyseliny sirové byla smés
zvortexovana a ponechdna stdt po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Absorbance byla
nasledné zmétena pii 490 nm proti slepému vzorku.

4.9. Stanoveni celkovych fenolickych latek
Pro stanoveni fenolickych latek se vyuziva spektrofotometrické metody zalozené na redukci

Folin-Ciocalteuova ¢inidla a vzniku modrého produktu. Jako zastupce polyfenolt pro sestaveni
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kalibra¢ni kiivky byla pouzita kyselina gallova o koncentraci 1 mg/ml. Kalibra¢ni roztoky byly
ziedény ze standardniho roztoku na koncentra¢ni rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.

Do zkumavky bylo pipetovano 100 ul kalibra¢niho roztoku, popiipadé vzorku hydrolyzatu,
1 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla ztedéného destilovanou vodou v poméru 1:9 a 1 ml destilované
vody. Smés byla promichana na vortexu a ponechana 5 minut stat pfi laboratorni teploté. Dale
byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Smés byla znovu promichana
a ponechana 15 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubacni doby byla zméfena
absorbance proti slepému vzorku pti 750 nm.

4.10. Stanoveni celkovych flavonoidi

Na stanoveni flavonoidi byla vyuzita spektrofotometricka metoda zaloZena na reakci s hlinitou
soli a hydroxidem. Pro sestaveni kalibra¢ni zavislosti byl pfipraven roztok katechinu
o0 koncentraci 0,5 mg/ml a z n€ho kalibra¢ni roztoky o koncentraci 0,05-0,3 mg/ml. K 0,5 ml
kalibra¢niho roztoku, poptipadé vzorku hydrolyzatu ve zkumavce bylo ptidano 1,5 ml
destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného. Smés byla promichdna na vortexu a
ponechéana stat 5 minut. Poté bylo ptidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, smés byla
promichéna a ponechdna 5 minut stat. Nakonec bylo pfidano 1,5 ml 1M hydroxidu sodné¢ho
a 1 ml destilované vody. Po promichéni a ubéhnuti 15 minut byla zmétena absorbance proti
slepému vzorku pii 510 nm.

4.11. Stanoveni chlorofyli

Mnozstvi chlorofyli bylo stanoveno spektrofotometricky, a to zméfenim absorbance pii
vlnovych délkach 645 nm a 663 nm. Vhodné nafedéné vzorky hydrolyzatl byly méteny proti
destilované vodé€. Koncentrace chlorofylu A, chlorofylu B a celkovych chlorofylii se vypocte
v mg/ml podle nasledujicich vzorci [41]

CA = 12,70 . A663 - 2,69 . A645 [mg/ml] (3)
Cg = 22,90 . A645 - 4,68 . A663 [mg/ml] (4)
Cp tCg= 8,02 : A663 + 20,20 : A645 [mg/ml] (5)

4.12. Priprava vlasového kondicionéru

Kondicionér s hydrolyzatem konopného proteinu, jehoz pfiprava byla popséana v kapitole 4.2.5
byl piipraven podle Tabulka 5 o celkové hmotnosti 160 g. Jako kondicionaéni slozka byl vyuzit
Haarguar. Do kadinky s kondicionaéni sloZkou, kterd byla nejprve rozpusténa v destilované
vod¢ byl pridan hydrolyzat a po dostate¢ném promichani byl pfidan konzervant Ecokons 910.

Tabulka 5. SloZeni kondicionéru s hydrolyzovanymi konopnymi proteiny

surovina mnoZstvi [g] | procentualni zastoupeni [%0]
kondicionaé¢ni slozka 0,8 0,50
hydrolyzat 78,8 49,25
konzervant 1,6 1,00
destilovana voda 78,8 49,25
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Obrdzek 5: Pripraveny kondicionér s hydrolyzovanymi konopnymi proteiny
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5.  VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Stanoveni proteini metodou Hartree-Lowryho

Mnozstvi proteinli V nasledujicich méfeni bylo zjisténo spektrofotometricky, tak jak bylo
popsano v kapitole 4.6. Z naméfenych absorbanci byla vzdy vypoétena primérna hodnota a z ni
bylo podle rovnice kalibra¢ni pfimky uvedené v Ptiloha 1 ziskano mnozstvi proteint ve vzorku.

5.1.1. Stanoveni koncentrace proteinii u pouzitych enzymi

Pro odliSeni mnozstvi proteind z konopnych vyliski a enzymt V ptipravenych hydrolyzatech
byla stanovena koncentrace obou enzymi. Enzym A s koncentraci 94,2 mg/ml obsahoval témét
tiikrat vice proteinti nez enzym B s koncentraci 34,7 mg/ml. Ziskané koncentrace byly pouzity
pro vypocet koncentrace proteind V jednotlivych hydrolyzatech a tyto hodnoty byly odecteny
od naméfenych koncentraci celkovych proteinii k ziskdni koncentrace hydrolyzovanych
konopnych proteinti.
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Obrazek 6: Koncentrace proteinii v pouzitych enzymech

5.1.2. Zavislost hydrolyzy konopnych proteini na ¢ase a prostiedi

Byla sledovana rychlost §tépeni konopnych proteind v raznych podminkach obéma enzymy
v ¢ase. Z odebranych vzorku byly zjistény koncentrace proteini Hartree-Lowryho metodou.
Nejvyssi nartst koncentrace byl v ptipadé vSech vzorkt zaznamenan v prvni hodiné hydrolyzy.
Po péti hodinach byl, s vyjimkou vzorku 4, naméteny nejvyssi obsah proteinti. Pti sledovani
jednotlivych pribehit koncentraci na Obrazek 7 vidét, Ze nejmensi koncentraci v zavislosti na
Case mél vzorek 4, tedy hydrolyzat v destilované vode s enzymem A pfii laboratorni teploté
hydrolyzy. Avsak po 27,5 hodinach dosahla koncentrace ve vzorku 4 hodnoty 24,79 mg/ml
a tato hodnota se 1isi od vzorku 1, kde byla naméfena koncentrace 24,83 mg/ml, jen velmi malo.
Vzorek 4 nebyl na rozdil od vzorku 1 pied pfidanim enzymu autoklavovan, proto ma tedy na
zacatku hydrolyzy 1 mensi obsah proteinl. Zatimco u ostatnich vzorkli koncentrace Vv Case
stoupaji (s vyjimkou vzorku 3, tedy hydrolyzatu v prostiedi kyseliny sirové, v case 24 hodin
avzorku 1, hydrolyzatu autoklavovaného pred ptfidanim enzymu, v rozmezi 6-24 hodin), tak
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u vzorku 4 se nachazeji dva velké poklesy koncentraci, a to v ¢asech 4 hodiny, 22,5 a 24 hodin.
Mezi ¢asem hydrolyzy 24 hodin a 27,5 hodiny byl naméfen mirny narast, kdy ve vzorku 2
vzrostla koncentrace z 26,2 mg/ml na 27,5 mg/ml a ve vzorku 3 koncentrace stoupla
z 23,7 mg/ml na 26,4 mg/ml. Zaroven v tomto ¢asovém rozmezi doslo po poklesu koncentrace
ve vzorku 4 ke zna¢nému zvyseni koncentrace z 17,8 mg/ml na 24,8 mg/ml. Proto mtzeme
predpokladat, ze enzym byl v této dobé¢ stale aktivni. Pfi kontrolnim odbéru v ¢ase 216 hodin
od zacatku hydrolyzy je patrné, ze koncentrace proteint se jiz neménila, az na vzorek 1, kde
mizeme pozorovat mirné zvysSeni. Z divodu minimalniho zvySeni koncentrace v ¢asovém
rozmezi 27,5-216 hodin byla hydrolyza enzymem B ukoncena po 27,5 hodinach. Nejvyssi
narust koncentrace v prub&hu ¢asu mél vzorek 3, tedy hydrolyzat v prostiedi kyseliny sirové.
V Obrazek 8 miizeme pozorovat mén¢ kolisavy priibéh a mensi strmost vzrastu koncentrace
nez v ptipadé enzymu A. Nejstrmé&jsi vzrist koncentrace vykazuje vzorek 4 v ¢asovém rozmezi
0-5 hodin, kdy koncentrace vzrostla z 2,7 mg/ml na 15,3 mg/ml. Vzorek 4 mél, stejné jako
u enzymu A, nejmensi obsah proteind, ale s tim rozdilem, Ze kiivka nevykazuje zadny pokles.
Jediny vétsi pokles se vyskytuje u vzorku 2, a to v ¢ase 5 hodin, kdy se koncentrace dostala na
hodnotu 15,5 mg/ml, tedy na téméf stejnou hodnotu koncentrace jako ma v tomto ¢ase vzorek 4.
V tomto Case odbéru doslo k poklesu koncentraci i u vzorkii 1 a 3, ale pouze mirnému. Je
zajimavé, ze zatimco u ostatnich vzorkd v tomto ¢ase doslo k poklesu koncentrace, tak prave
uvzorku 4 je tento C¢as vrcholem prudkého stoupani koncentrace. Mezi 6 a 27,5 hodinami
hydrolyzy byl je§t¢ pozorovatelny nartst koncentrace proteind, ale jiz ne tak
markantni — naptiklad ve vzorku 3 stoupla koncentrace z 20,7 mg/ml na 23,6 mg/ml. Ve
vzorku 4 byl na konci experimentu zaznamenam nejniz$i obsah proteind, a to 16,3 mg/ml.
Hydrolyza enzymem B obecné vykazuje mensi koncentrace proteintl, nez je to u hydrolyzy
enzymem A.

Hodnoty koncentraci proteini méli pti obou hydrolyzach kolisavy priibéh. Tento fakt mize byt
zpusoben odchylkami pii odebirani vzorkd a analyz, ale zaroven i prubéhem reakce, kdy enzym
pusobil primarné na rozpusténé peptidy, a tedy snizoval koncentraci detekovanych proteint
Vv roztoku.
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Obrazek 7: Zavislost hydrolyzy enzymem A na case a prostiedi (uvedené podminky jsou v poradi typ
rozpoustédla, podminky pred pridanim enzymu a teplota hydrolyzy)
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Obrazek 8: Zavislost hydrolyzy enzymem B na Case a prostredi (uvedené podminky jsou v poradi typ
rozpoustédla, podminky pred pridanim enzymu a teplota hydrolyzy)
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5.1.3. Vliv pH a teploty na hydrolyzu konopnych proteini v prostiedi kyseliny sirové
Vyrobce primyslovych enzymt doporucuje hydrolyzovat proteiny v rozmezi pH 7-10 v ptipadé
enzymu A a 6-9 v ptipadé¢ B. Proto jsme otestovali, jak se v téchto rozmezich pH zméni
koncentrace proteinti po 24 h, abychom nasli idealni pracovni pH pro hydrolyzu. Jako prostiedi
byla zvolena 1% kyselina sirova, ktera snadnéji pievadi proteiny do roztoku. K pievodu
proteind do roztoku pied pfidanim enzymu namohlo také autoklavovani. Teprve pied piidanim
enzymu bylo pH smési zménéno podle rozmezi hodnot pro jednotlivé enzymy uvedené
vyrobcem.

Pfi sledovani zmén koncentrace v ¢ase je mozné pozorovat, ze pii teploté 45 °C u hydrolyzati
s enzymem A i s enzymem B dochazi pfi prvnich dvou hodnotach pH ke zvySeni koncentrace
proteint po 24 hodinach. U dal$ich dvou hodnot pH vsak dochazi po 24 hodinach k poklesu
koncentrace proteinti. Hartree-Lowryho metoda kvantifikace proteinti je zalozena na detekci
peptidovych vazeb. Enzymy piisobi nejenom na nerozpustné proteiny v matrici, které tak
postupné ¢ini rozpustnymi a pievadi je do roztoku, tzn. koncentrace proteinti v roztoku by se
méla zvySovat. Proteazy ale taky pisobi na uz rozpusténé proteiny, které $té€pi na jesté mensi
peptidy — pfi¢emz mnozstvi peptidovych vazeb se pfi tomhle $té€peni snizuje, a to by mohlo
zpusobovat pozorovany Ubytek koncentrace proteini. Pokles pfi téchto hodnotach pH je tedy
mozné vysvétlit pravé aktivitou enzymt, kterd zapficini, Ze proteiny jsou rozStépeny na tak
malé peptidy, Ze je pouzita metoda nedokaze vyhodnotit. Pti srovnani hydrolyzatu s enzymem
A pfi pH 9 a hodnotach teploty 45 °C a 20 °C je ziejmé, ze aktivita enzymu bude vétsi pii
45 °C, nebot’ je sice ptivodni koncentrace nizsi nez u hydrolyzy pti 20 °C, ale dochazi k jejimu
poklesu, a tedy vétsi hydrolyze protein. Hydrolyza enzymem B dosahuje pii obou teplotach
srovnatelnych hodnot koncentraci.
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Obrazek 9: Koncentrace proteinit pri studiu zavislosti pH a teploty na hydrolyzu v prostredi HoSO4
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5.1.4. Vliv prostiedi a mnoZstvi enzymu na hydrolyzu konopnych proteini

Pfi tomto experimentu byl ovérovan vliv autokldvovani smési pied piidanim enzymu a také zda
zvySeni mnozstvi enzym bude mit vliv na mnozstvi hydrolyzovanych proteinti. Ptiprava
hydrolyzati je popsana v kapitole 4.2.4. Smés v prostiedi 1% kyseliny sirové nebyla pted
pridanim enzymu kldvovana, nebot’ autoklavovani smési s prostfedim kyseliny sirové probihalo
v kapitole 4.2.3 a vysledky z této hydrolyzy jsou popsany v piedchozi kapitole. Koncentrace
proteinti byla zméfena po 24 hodinach hydrolyzy spektrofotometricky Hartree-Lowryho
metodou.

Nejvyssi koncentrace pfi porovnani obou enzymi byla zjisténa u hydrolyzatu A H>O autoklav
s hodnotou 26,3 mg/ml. Hydrolyzat A H20O RT, u kterého byla koncentrace stanovena na
16,6 mg/ml, obsahoval nejméné proteind V porovnani s ostatnimi hydrolyzaty s enzymem A
enzymem B za stejnych podminek dosahla koncentrace proteinii 21,9 mg/ml, coz je nejvyssi
koncentrace proteinti ziskana timto enzymem. ZvySeni mnozstvi ptidavaného enzymu nemélo
na vyslednou koncentraci proteinii zasadni vliv. U hydrolyzatu s vét§Sim mnoZstvim enzymu A
byla stanovena koncentrace proteini na 17,5 mg/mg, kdy tato hodnota se od stanovené
koncentrace hydrolyzatu A H2O RT 1isi velmi malo. U hydrolyzatu s enzymem B je tento rozdil
Iépe zaznamenatelny, protoze hydrolyzat B ET mé koncentraci proteind 17,9 mg/ml a
hydrolyzat B H2O RT mé koncentraci 21,9 mg/ml. Koncentrace proteini V konopnych vyliscich
byla pfepoctena ze ziskaného mnozstvi hrubé bilkoviny (31,85 %) zjisténé Kjeldahlovou
metodou na hodnotu 50,96 mg/ml.

Protoze Hartree-Lowryho metodou kvantifikace proteinii v roztoku neni mozné zaznamenat
presny nartist koncentrace z divodu ubyvani peptidovych vazeb pii Stépeni na mensi peptidy,
byl tedy zjistén obsah proteind ve zbytkovém pevném podilu Kjeldahlovou metodou. Vysledky
Ztohoto stanoveni jsou popsany v kapitole 5.3. Koncentrace proteinti ziskané
spektrofotometrickym meétenim bylo tedy nutné porovnat pravé s vysledky stanoveni hrubé
bilkoviny pomoci Kjeldahlovy metody. V pevném zbytku hydrolyzatu A H.O RT bylo
stanoveno mén¢ hrubého proteinu nez v B H20 RT, a z téchto vysledku tedy vyplyva, ze muselo
byt vice proteinti prevedeno do roztoku. Proteiny v hydrolyzatu A H2O RT byly tedy enzymem
hydrolyzovany na peptidy, které jiz pouZzita spektrofotometrickd metoda neni schopna zachytit.
Stejny zavér je mozné vyvodit v ptipad¢ hydrolyzatu A H2SOs, nebot’ ze stanoveni hrubého
proteinu vyplyva, Ze tento vzorek by mél obsahovat nejvice proteindl, protoZe v pevném zbytku
zustalo nejmensi procento hrubého proteinu z celého stanoveni, ale koncentrace proteinti
stanovenych spektrofotometricky je v potadi az druha nejvyssi. V piipadé hydrolyzati se
zvySenym mnozstvim pfidaného enzymu, A E1 a B Ef, je obsah hrubého proteinu nizsi nez
v hydrolyzatech A H>O RT a B H20 RT, a tedy koncentrace hydrolyzati A E1 a B E7 by mély
byt vyssi. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace vsak v téchto hydrolyzatech pouze
ukazuje maly narast koncentrace v hydrolyzatu s vétSim mnozstvim enzymu A. U enzymu B
naopak doslo k poklesu koncentrace v hydrolyzatu s vétsSim mnozstvim enzymu. Mizeme tedy
potvrdit tvrzeni, Ze v pfipadé¢ stanovovani koncentrace hydrolyzovanych proteina je
Kjeldahlova metoda stanoveni hrubého proteinu vice smérodatna. Porovnanim koncentrace
proteint ziskané enzymatickou hydrolyzou v prostiedi H2SO4 s vysledky ze studia rozpustnosti
konopnych proteinii uvedenych v kapitole 5.1.5, je mozné fict, ze vyuziti enzymid v obou
hydrolyzach s timto prostiedim vedlo témét ke dvojnasobnému zvySeni koncentrace proteint.
V piipadé hydrolyzy A H,O RT bylo ziskano témét trojndsobné mnozstvi proteinti.
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Obrazek 10: Porovnani vzhledu jednotlivych hydrolyzati
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Obrazek 11: Koncentrace proteinii po hydrolyze enzymy A a BV riizném prostiedi (hydrolyza 24 hodin
pri 20 °C)

5.1.5. Rozpustnost konopnych proteini

Z vysledkt popsanych v ptechozich kapitolach je patrné, ze prostredi, ve kterém se konopné
vylisky nachazi pred pfidanim enzymu ma vliv na koncentraci proteinti ziskanych hydrolyzou.
Koncentrace proteinii V momenté, kdy byly smichany vylisky a pfislusné rozpoustédlo
anasledn¢ koncentrace proteini po 24 hodindach na tiepatce byly stanoveny
spektrofotometricky Hartree-Lowryho metodou.

Ze spektrofotometrického métfeni odbéru v ¢ase 0 je patrné, ze mnozstvi proteinu pievedenych
do roztoku je srovnatelné pfi kyselém i zasaditém pH. Nejméné proteinii bylo zméfeno
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Vv destilované vodé s neutralnim pH. Jak bylo popsano v kapitole 2.3.5, jsou globularni proteiny
malo rozpustné pti pH 5 a jejich rozpustnost se zvySuje az S rostoucim pH. Zaroven je vidét, ze
mnozstvi proteinti pfevedenych do vodného roztoku v ¢ase 0 vykazuje kiivku ve tvaru U, jak
je to u konopnych proteinti typické.

Po 24 hodinach se mnozstvi proteind nejvice zvysilo U vzorku s HoSQOgs, zatimco v zasaditém
prostiedi bylo zvySeni minimalni. Z méteni tedy vychazi, ze konopné proteiny jsou nejvice
rozpustné V kyselém prostiedi, ale az po urcité dob&. Méteni také potvrzuje diivod, proc se pro
kyselou hydrolyzu vyuziva hojné kyselina sirova a zaroven proc¢ se kysela hydrolyza pouziva
Castéji nez zésaditd hydrolyza.
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Obrdzek 12: Rozpustnost proteinii v zavislosti na pH

5.2. Absorp¢ni spektra

Vysledky z méfeni absorpcnich spekter nam diky rozloZeni pikdi mohou ukazat, jaké latky se
ve vzorku vyskytuji. V tomto méfeni byl pfedmétem zejména pik v oblasti 280 nm, nebot’ pti
této vinové délce absorbuji UV proteiny. Predpokladali jsme, Ze informace poskytnuté touto
metodou by ndm mohli pomoci pii studiu zavislosti prostfedi a mnozZstvi enzymu a koncentraci
hydrolyzovanych proteinti. Pro stanoveni byly pouzity vzorky ziskané ze studia vlivu prostiedi
a mnozstvi enzymu na hydrolyzu konopnych proteinii popsané v kapitole 4.2.4. Absorp¢ni
spektra byla zméfena dle postupu popsaném v Kapitole 4.4. Ze ziskanych dat je mozné
pozorovat, ze zadny hydrolyzat nema pik v délce 280 nm, ktery piislusi proteintim. Misto toho
dochazi od prudkého poklesu od vinové délky 200 nm k velmi mirnému vzestupu ve vinové
délce 240 nm a naslednému klesani k ose X V pfiblizné vinové délce 290 nm. Protoze
V hydrolyzatech se nevyskytovaly jen samotné proteiny, ale i sacharidy, chlorofyly
a polyfenolické latky, je pravdépodobné, ze doslo k vzajemnému ruseni a tato metoda se neda
povazovat za smérodatnou. Polyfenoly absorbuji UV v rozmezi oblasti od 200 nm do 280 nm.
Nékteré polyfenolické slouceniny vykazuji absorpéni piky i pii vice nez 300 nm [43].
Polyfenolické latky byly zjistény ve vzorcich spektrofotometrickym méfenim a vysledky
Z tohoto méfeni jsou popsany v kapitole 5.6.
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Obrazek 13: Namérena absorpcni spektra jednotlivych hydrolyzati

5.3. Stanoveni celkového dusiku a hrubé bilkoviny dle Kjeldahla

Stanoveni celkového obsahu dusiku a hrubé bilkoviny bylo provedeno pro pevné zbytky po
jednotlivych hydrolyzach, pro plivodni vzorek a kone¢ny hydrolyzat, ktery byl vyuzit pro
piipravu vlasového kondicionéru. Postup stanoveni byl proveden tak, jak bylo popsano
v kapitole 4.5. Z diavodu, Ze univerzalni piepocetni faktor 6,25 neodpovida slozeni
aminokyselin v konopném seminku, byl pro vypocteni hrubé bilkoviny pouzit piepocetni faktor
5,21 — stanoven piesné pro konopné seminko [42].

Mnozstvi hrubé bilkoviny v pGvodnim vzorku konopnych vyliski bylo 31,85 %.
Piedpokladany obsah bilkovin v konopnych vyliscich se pohyboval v rozmezi 30-35 %, nebot’
na trhu dostupné produkty uvadéji obsah bilkovin do 35 % [10]. Nejniz§i mnozstvi hrubé
bilkoviny obsahoval vzorek z hydrolyzy v prostfedi H2SOs enzymem A (13,09 %). Toto
mnozstvi bylo nejnizsi jak v porovnani mezi jednotlivymi hydrolyzami enzymem A, tak i
V porovnani hydrolyzy enzymem A a enzymem B. Mnozstvi hrubé bilkoviny u vzorku
Z hydrolyzy v prostiedi H2SO4 enzymem B (19,20 %) bylo ve srovnani s ostatnimi hydrolyzami
enzymem B také nejnizsi. Prostiedi H2SO4 zpiisobuje to, Ze se z matrice uvolni vice proteind.
U hydrolyzy enzymem A v prostiedi vody je také patrné, Ze vyuziti autoklavu pred samotnou
hydrolyzou nehraje tak zasadni roli pro zlepSeni hydrolyzy, nebot’ rozdil mezi t¢émito hodnotami
je minimalni. Z grafu je také patrné, Ze vzorky z hydrolyzy enzymem B maji vyssi obsah hrubé
bilkoviny, a to znamena, Ze vV ramci hydrolyzy bylo pievedeno do roztoku méné proteint.
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Tabulka 6. Mnozstvi dusiku v jednotlivych vzorcich

nazev vzorku obsah dusiku [%]
puvodni vzorek 6,00
A H>0 autoklav 3,38
A H2S0O4 2,51
A H,O RT 2,95
AE? 3,32
B H20 autoklav 4,93
B H2S0O4 3,68
B H.O RT 3,98
B E? 4,21
kone¢ny hydrolyzat 3,40
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Obrdazek 14: Mnozstvi hrubé bilkoviny v pevnych zbytcich po hydrolyze

54. SDS-PAGE

Na odbarveném gelu SDS-PAGE je mozné pozorovat, ze hydrolyzaty neobsahuji proteiny
s ptibliznou molekulovou hmotnosti od 245 kDa az do velikosti 11 kDa. U hydrolyzatu A Ef,
A H>SO4 a u hydrolyzatd s enzymem B doslo k zviditelnéni past V roviné molekulové
hmotnosti 11 kDa nebo mirné pod ni. To mtize vypovidat o tom, ze nejmensi proteiny, které se
Vv téchto hydrolyzatech vyskytovaly maji prave tuto nebo mensi molekulovou hmotnost, kterou
uz tato metoda neni schopna zaznamenat.
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Obrdazek 15: SDS-PAGE jednotlivych hydrolyzatii a pouzitych enzymii

5.5. Stanoveni rozpustnych sacharidii dle Duboise

Pfi autoklavovani, zejména pii niz§im pH, dochézi ke rozpadu polysacharidii, proto byla
Vv hydrolyzatech stanovena koncentrace rozpustnych sacharidi metodou dle Duboise popsanou
v kapitole 4.8. M¢feni absorbance jednotlivych vzorkt bylo provedeno tiikrat a nasledné bylo
provedeno opakovani méteni, pti némz byla u kazdého vzorku zméfena absorbance opét tikrat.
Z celkovych Sesti hodnot absorbance u kazdého vzorku byla vypocitdna primérna hodnota
absorbance a z této hodnoty poté byla spoctena koncentrace sacharidi ve vzorku podle rovnice
kalibracni ktivky uvedené v Priloha 2. Vysledné koncentrace sacharidii ve vzorcich jsou
zaznamenany v Obrazek 16. Nejvyssi hodnota byla u naméfena u vzorku hydrolyzatu
v prostiedi H2SO4 s enzymem A, a to 3,64 mg/ml. Hydrolyzaty s enzymem B maji vyrazné
niz8i obsah sacharidi nez hydrolyzaty s enzymem A. Je vSak mozné pozorovat, Ze nejvyssi
obsah sacharidii ma hydrolyzat v prosttedi HoSO4 a poté mnozstvi klesa v poradi H.O autoklav,
AETaHORT.

¢ [mg/ml]

AET AHZIO AH20 B ET B H20 B H20
RT HZSO4 autoklav RT HZSO4 autoklav

Obrazek 16: Vysledny obsah sacharidii
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5.6. Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni obsahu polyfenold bylo provedeno postupem popsanym v Kapitole 4.9. Absorbance
vzorkid byla zméfena dvakrat a nasledné bylo provedeno opakovani méfeni, kdy byla
absorbance zmétena opét dvakrat. Vysledna hodnota absorbance byla ziskdna jako primér Ctyt
hodnot absorbance z téchto dvou méfeni. Z vysledné hodnoty absorbance a rovnice kalibra¢ni
kiivky byla vypocitana koncentrace fenolickych latek v jednotlivych vzorcich. Rovnice
kalibra¢ni kiivky je uvedena v Ptiloha 3. Koncentrace byly pfepocitany na 1 g suchého podilu.
Obsah celkovych fenolickych latek je uveden v Obrazek 17. Nevyssi obsah polyfenolt
obsahoval hydrolyzat s enzymem A v prostiedi vody, ktery byl pted pfidanim enzymu vlozen
do autoklavu. Oba typy hydrolyzati maji podobny obsah polyfenoll s vyjimkou hydrolyzatu
B E1, ktery ma zaroven nejnizsi obsah polyfenolt ze vSech vzork.

AH2Z0 AH2Z0 B H20 B H20
RT H2$O4 autoklav RT HZSOr:I autoklav

¢ [mg/g]
(™ s S Lh > -

—

Obrazek 17: Celkovy obsah fenolickych latek

5.7. Stanoveni celkovych flavonoidi

Obsah flavonoidt byl stanoven Vv hydrolyzatech podle postupu uvedenym v kapitole 4.10.
Mg¢fteni absorbance bylo provedeno tiikrat. Nasledné bylo méfeni opakovano a absorbance
U kazdého vzorku byla zméfena opét tfikrat. Z Sesti naméfenych hodnot absorbanci byla
vypocitana pramérna hodnota, pomoci které byla spo¢itana koncentrace flavonoidi ve vzorku.
Rovnice kalibra¢ni kiivky pro vypocet koncentrace flavonoidi je uvedena v Piiloha 4.
Koncentrace flavonoidii byly piepocitiny na 1 g suchého podilu. Vyslednd koncentrace
flavonoidii ve vzorcich je uvedena v Obrdzek 18. NejvysS§i hodnota byla naméfena
u hydrolyzatu A H.O autoklav, a to 1,38 mg/g. Pfi porovnani obsahu flavonoidi s obsahem
polyfenolii Obrazek 17 je vidét, Zze obsah flavonoida koreluje s obsahem polyfenolti jenom
Vv piipadé enzymu A Tato Korelace jiz ale neni pozorovatelna u hydrolyzati s enzymem B. Ve
vzorku B H>0 autoklav by naméten obsah fenolickych latek 6,5 mg/g a z toho tvofili flavonoidy
jenom malou ¢ast — 0,4 mg/g. Ve vzorku B H2SO4 tomu bylo jinak a pomérna ¢ast flavonoida
tvoftila z celkovych flavonoida (5 mg/g) az 1,2 mg/g.
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Obrazek 18: Celkovy obsah flavonoidii

5.8. Stanoveni chlorofyli

Stanoveni chlorofyld probéhlo podle postupu uvedeného v kapitole 4.11. Absorbance u obou
vlnovych délek bylo zmétena dvakrat a méfeni bylo nésledné opakovano. Vysledna hodnota
absorbance byla ziskana vypoctenim priméru z hodnot prib&zné naméfenych absorbanci.
Ziskané primérné hodnoty absorbanci byly dosazeny do vzorcii pro vypocet koncentrace
chlorofylu A, chlorofylu B i celkového obsahu chlorofylu. Vypoétena koncentrace byla dale
pfepoctena na 1 g ptivodniho vzorku. Nejvyssi mnozstvi chlorofylu A 1 B bylo zjisténo
u hydrolyzatu s enzymem A v prostfedi H.SO4. Hydrolyzaty s enzymem A maji, S vyjimkou A
H2>0 RT, vyssi mnozstvi obou chlorofylli nez hydrolyzaty s enzymem B. Tuto skute¢nost bylo
mozné dopfedu odhadnout samotnym pozorovanim barvy hydrolyzati zobrazenych na Obrazek
10, nebot’ tyto hydrolyzaty s enzymem A méli tmavsi zelenou barvu oproti hydrolyzatim
s enzymem B.
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Obrazek 19: Obsah chlorofylii

5.9. Testovani pripraveného kondicionéru

Kondicionér byl ptipraven podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5. Ptipraveny kondicionér
byl senzoricky testovan 10 osobami po dobu dvou tydni. Tyto osoby byly obeznameny, ze po
dobu testovani kondicionéru nemaji pouzivat jiné ptipravky obsahujici kondiciona¢ni slozku
a ze kondicionér ma byt nanasSen do ru¢nikem vysusenych vlast jakozto bezoplachova péce. Po
ukonceni testovani respondenti vyplnily dotaznik, ktery je uveden v Pfiloha 5.

Z celkem 10 respondentii bylo 9 Zen a 1 muz. Dva z nich uvedli, Ze pravidelné nepouzivaji
kondicionér, at’ uz v podob¢ oplachové nebo bezoplachové péce. Testovany kondicionér bylo
hodnocen z vétsi casti pozitivné. Viditelné zlepSeni rozéesavani bylo po naneseni kondicionéru
pozorovano v 6 pfipadech. Z pozitivnich vlivii kondicionéru byl podle respondenti pozorovan
zvySeny lesk vlast a zvySeni jejich poddajnosti. Pouze v jednom piipad¢ nebyly zaznamenany
Zadné pozitivni U€inky. Dalsi odpovédi jsou zaznamenany v Obrazek 20. Dva respondenti déle
uvedli, ze po dvou tydnech vyprchala citronova ving, kterou mél kondicionér diky konzervaéni
slozce. U otazky, zda by byli respondenti ochotni testovany piipravek nadale pouzivat, uvedlo
8 osob, Ze spise ano.
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Obrazek 20 Zaznamenané pozitivni vlivy po dvoutydennim pouzivani kondicionéru
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6. ZAVER

Piedlozena bakalaiska prace byla zaméfena na piipravu frakce s obsahem hydrolyzovanych
konopnych proteini a optimalizaci stanoveni obsahu proteint i dalSich biologicky aktivnich
latek. Teoretickd Gast je zaméfena na obecnou charakterizaci technického konopi a jeho
biologicky aktivnich latek a dale se soustfedi na ptipravu hydrolyzati konopnych proteinii
a jejich vyuziti ve vlasové kosmetice.

Pro experimentalni ¢ast byly vyuzity konopné vylisky odrudy Santhica 70. Z téchto vyliskt
byly piipraveny hydrolyzaty konopnych proteinti za pomoci dvou priumyslovych enzymovych
blendi, TS-E 1930 (eznym A) a TS-E 1993 (enzym B). Hydrolyzaty byly piipraveny v prostiedi
1% kyseliny sirové a destilované vody. Pii pfipravé byl zkouman nejen vliv prostiedi, ale i vliv
vyuziti autoklavu pied pfidanim enzymu a teplota, ¢as i pH a mnozstvi ptidaného enzymu pii
hydrolyze. Z kazdé hydrolyzy bylo spektrofotometricky stanoveni mnozstvi proteint. PO
optimalizaci podminek pro posledni hydrolyzu byly kromé obsahu proteinti stanoveny pomoci
spektrofotometrie i obsahy bioaktivnich latek. U hydrolyzatu s enzymem A v prostiedi kyseliny
sirové bylo naméfeno nejvyssi mnozstvi chlorofyll a sacharidt a v prostredi vody s vyuzitim
autoklavu bylo naméfeno nejvyssi mnozstvi fenolickych latek a flavonoidi.

Pro optimalizaci stanoveni obsahu a profilu proteini bylo vyuzito Kjeldahlovy metody
stanoveni hrubé bilkoviny a SDS-PAGE. Obsah zbytkového dusiku a hrubé bilkoviny byl
stanoven u ptivodniho vzorku, pevnych zbytkli posledni hydrolyzy a konec¢ného hydrolyzatu,
ktery byl vyuzit pro pifipravu vlasového kondicionéru. Nejnizs$i obsah hrubé bilkoviny byl
zjistén u hydrolyzatu s enzymem A v prostiedi kyseliny sirové. Tyto vysledky byly také pouzity
pro porovnani se spektrofotometrickym méfenim obsahu proteint. Hartree-Lowryho metoda je
zalozena na detekci peptidové vazby, a proto pokud dochazi béhem hydrolyzu k rozstepeni
peptidy, poptipad¢ aminokyseliny, dojde ke sniZeni poctu peptidovych vazeb a tim i sniZeni
naméfené koncentrace proteinll ve vzorku. Z porovnani je patrné, Ze konopné proteiny byly
v nékterych piipadech hydrolyzovany i na menSi polypeptidy nebo aminokyseliny. To
potvrzuje i vysledek z SDS-PAGE, kdy byly zaznamenany proteiny o piiblizné velikosti
11 kDa, nebo nebyly zaznamenany vibec. Spektrofotometrické méfeni Hartree-Lowryho
metodou se tedy ukazalo jako spiSe nespolehlivd metoda pro zjiSténi koncentrace
hydrolyzovanych proteini.

Sledovanim vlastni rozpustnosti proteinii v riznych prostfedich bylo zjiSténo, Ze nejvice
proteintll je do roztoku pfevedeno v prostfedi kyseliny sirové a dale, Ze v prostfedi vody jsou
proteiny vice rozpustné pii pH 9.

Pro ptipravu vlasového kondicionéru byl pfipraven hydrolyzat enzymem A v prostiedi vody a
vyuzitim autoklavu ptfed pifidanim enzymu. Kondicionér obsahoval hydrolyzat konopnych
proteind, kondiciona¢ni slozku a konzervant. Piipravek byl testovan 10 lidmi po dobu dvou
tydnd. Kondicionér mél podle respondentti nejvétsi vliv na zvySeni lesku a poddajnosti vlast.
N¢kolik respondenti uvedlo 1 snizeni elektrizovani vlasti a zaceleni roztiepenych koneckd.
8 z 10 respondentt uvedlo, ze by byli ochotni nadale pouzivat testovany kondicionér.
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8.
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H2S04
SDS
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TEMED

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

absorbance

koncentrace

zateni v ultrafialové oblasti spektra
zéafeni ve viditelné oblasti spektra
kyselina sirova

dodecylsiran sodny

gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
N,N’-methylenbisakrylamid
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
persiran amonny
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin
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9.

PRILOHY

Priloha 1: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni proteinii metodou
Hartree-Lowryho
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Priloha 2: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni sacharidii dle
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Priloha 3: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni celkovych
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Priloha 4: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni celkovych flavonQidii
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Priloha 5: Otdzky z dotazniku k hodnoceni kondicionéru s hydrolyzovanymi konopnymi proteiny

Jste Zena/muz?

Kolik je Vam let?

Jaky mate typ vlast?

Pouzivate pravidelné oplachovy nebo bezoplachovy kondicionér?

Jak Vam vyhovovala textura testovaného kondicionéru?

Jak Vam vyhovovala vin¢ testovaného kondicionéru?

Byly Vase vlasy po naneseni testovaného kondicionéru Iépe rozcesatelné?
Zaznamenali jste né¢jakou z nasledujicich moznosti?

Pokud jste zaznamenali negativni vliv kondicionéru, prosim uved'te jaky.
Byly byste ochotni testovany ptipravek nadale pouzivat?
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