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ABSTRAKT  

Technické konopí jako všestranně využitelná rostlina našla uplatnění v mnoha odvětvích 

průmyslu. V kosmetice je využíváno zejména pro bioaktivní látky i bílkoviny. Předmětem této 

bakalářské práce byla příprava a charakterizace frakce s obsahem hydrolyzovaných konopných 

proteinů a její využití v oblasti vlasové kosmetiky. V teoretické části je zpracována 

charakteristika rostliny i její chemické složení. Pozornost je věnována zejména konopným 

proteinům, možnostem jejich hydrolýzy a následné využití hydrolyzátů ve vlasové kosmetice. 

V rámci experimentální části byla optimalizována příprava hydrolyzátů konopných proteinů 

z konopných výlisků odrůdy Santhica 70 za pomoci průmyslových enzymů TS-E 1930 a TS-

E 1993 a následné stanovení obsahu a profilu proteinů u připravených hydrolyzátů. Dále byl 

stanoven i obsah sacharidů, chlorofylů, fenolických látek a flavonoidů u analyzovaných 

hydrolyzátů. Z vybraného hydrolyzátu byl připraven vlasový kondicionér, u kterého proběhlo 

testování deseti respondenty. Díky připravenému kondicionéru bylo prokázáno, že vlasová 

kosmetika s přídavkem hydrolyzovaných konopných proteinů zvyšuje lesk a poddajnost vlasů 

a také napomáhá zacelení roztřepených konečků. 

  
  
  

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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1. ÚVOD 
Konopí se řadí mezi tradiční rostliny pro jeho nenáročné pěstování a hojné využívání téměř ve 

všech směrech lidského působení. Kvalitní vlákno je používáno v papírnickém, textilním 

i nábytkářském průmyslu. Kanabinoidy a další biologicky aktivní látky vyskytující se v konopí, 

našli uplatnění v medicíně a kosmetice díky svým antioxidačním, protizánětlivým a dalším 

příznivým účinkům na lidský organismus. Technické konopí našlo také uplatnění 

v potravinářství z důvodu obsahu optimálního poměru mastných kyselin linolové a linolenové 

a vysokému množství proteinů. V konopných bílkovinách se vyskytují všechny esenciální 

aminokyseliny a zároveň jsou dobře stavitelné. Hydrolýza konopných proteinů byla a je tedy 

zkoumána zejména pro využití technického konopí jako „superpotraviny“.  

Hydrolyzované proteiny mají ale významný vliv nejen v oblasti potravinářství, ale také 

v kosmetice. Byly využívány již starověkými civilizacemi a moderní společnost je účelně 

využívá od 50. let minulého století. Bílkoviny totiž obecně zvyšují lesk, měkkost a poddajnost 

vlasů. Hydrolyzované proteiny napomáhají zejména proti poškození vlasových vláken, a navíc 

pro použití proteinů v kosmetice, která je na vodní bázi, jsou proteiny převedené do roztoku 

praktičtější a lépe se s nimi manipuluje.  

I když hydrolyzované konopné proteiny lze lehce získat z konopných výlisků, které jsou 

vedlejším produktem při lisování oleje z konopných semínek, tak ve vlasové kosmetice zatím 

nenašely to pravé místo. Dermokosmetika se soustředí spíše na využití kanabinoidů a jiných 

bioaktivních látek a běžné přípravky obsahují zejména keratin nebo jiné hydrolyzované 

proteiny. Avšak oblíbenost konopných proteinů v poslední době stoupá a s tím i jejich možnosti 

využití ve vlasové kosmetice.  

Předložená bakalářská práce se zabývá přípravou a charakterizací frakcí s obsahem 

hydrolyzovaných konopných proteinů a stanovením jejich obsahu a profilu. Práce je zaměřena 

na možné využití připravených konopných proteinů ve vlasové kosmetice, a to v podobě 

vlasového kondicionéru. Připravený kondicionér byl testován a v práci je uvedeno jeho celkové 

hodnocení.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Konopí seté 

Mluvíme zde o termofilní plodině, která je pěstována pro své kvalitní vlákno i jako potravina 

s unikátním výživovým složením. Konopná vlákna našla uplatnění i v módním 

a automobilovém průmyslu. Díky léčivým účinkům na lidský organismus proniká konopí i do 

odvětví medicíny, farmacie a kosmetiky [1]. 

2.1.1. Historie 

Nejstarší důkazy o léčebném využívání konopí pochází z Číny přibližně ze 3. století před 

Kristem, kdy císař Fu-Shi označil rostlinu za populární léčivo. Mytologický císař Shen-Nung, 

který je považován za zakladatele farmakologie, označil konopí jako lék na ženské slabosti, 

revmatismus, malárii i jako surovinu pro výrobu elixíru nesmrtelnosti. Znalosti léčebných 

účinků byly poté přeneseny i do Evropy díky kmenu Skythů. Šamani z Číny, Indie i Afriky 

využívali psychoaktivních účinků konopí při obřadech cestování do různých sfér a skutečností. 

Se zánikem římské říše a úpadku bylinné medicíny se od léčebného využívání upustilo. Během 

18. století v Evropě bylo konopí pěstováno zejména na výrobu vláken využívaných v textilním 

průmyslu. Od 19. stolení se tehdejší psychologové začali zajímat o subjektivní pocity, které 

konopí vyvolává. Tyto studie stály u zrodu moderní psychofarmakologie. Po rychlém 

vědeckém i průmyslovém rozvoji na počátku 20. století došlo k objevení a izolaci čisté účinné 

látky tetrahydrokanabinolu (THC). Následnými výzkumy byl zjištěn výskyt látek podobné 

chemické struktury, které byly zařazeny do jednotné skupiny a pojmenovány jako kanabinoidy 

[1],[2],[3]. 

2.1.2. Charakteristika rostliny 

Příroda poskytuje významný botanický druh v podobě jednoleté, krytosemenné cévnaté rostliny 

řadící se do čeledi konopovité (Cannabacea). Původně dvoudomá rostlina vytváří odděleně 

samčí a samičí květy. Vyšlechtěné jednodomé rostliny některých druhů jsou pěstovány zejména 

pro zemědělské účely. Stonek je tvořen lodyhou, ze kterého vyrůstají hrubě zubaté 

několikačetné listy. Samičí květy jsou mohutnější než samčí květy a často bývají tmavěji 

zbarvené. Po oplození samičích květů uvolněním pylových zrn ze samčích květů dochází 

k jejich usychání. Konopí lze najít ve všech podnebných pásmech, neboť je velmi dobře 

přizpůsobitelné různorodým přírodním podmínkám [1],[4]. 

Obecně rozlišujeme konopí seté, konopí indické a konopí rumištní. Konopí indické a rumištní 

bývají zařazovány jako poddruhy konopí setého. Šlechtěním konopí setého vznikly další typy, 

a to konopí severní, konopí středoruské, konopí jižní a konopí středoevropské [5]. 

Jednotlivé druhy jsou rozdělovány do tří chemotypových tříd podle poměru THC a CBD 

obsaženého v rostlině. Rostliny s převahou THC se řadí do Chemotypu I. Chemotyp II zahrnuje 

konopí s obsahem THC i CBD a Chemotyp III obsahuje z velké většiny CBD a THC do obsahu 

0,3 % [4], [12][12]. 

2.1.3. Konopí seté (Cannabis sativa) 

Nejrozšířenější druh je pěstovaný zejména pro konopné vlákno a semena, která jsou zdrojem 

esenciálních aminokyselin a vitamínů. Obsahuje v menším množství psychotropní Δ9-
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tetrahydrokanabinol a nepsychoaktivní kanabidiol. Právě pro nízký obsah psychoaktivního 

THC bylo z konopí setého vyšlechtěno konopí technické, které má maximální obsah 

tetrahydrokanabinolu 0,3 % [1], [11]. 

2.1.4. Konopí indické (Cannabis indica) 

Původní konopí indické pochází z východní a jihovýchodní Asie. Pěstuje se pro pryskyřice, 

které vylučují samičí květenství a žláznaté listy. Obsah THC se pohybuje v rozmezí 15-20 %. 

Na území České republiky je pěstování konopí indického zakázáno právě z důvodu vysokého 

obsahu psychoaktivního THC [1], [12]. 

2.1.5. Konopí rumištní (Cannabis ruderalis) 

Roste jako plevel ve stepních oblastech Asie. V porovnání s konopím setým a indickým se 

vyznačuje nejnižším obsahem THC. Z kanabinoidů převládá CBD. Využívá se zejména pro 

šlechtění tzv. hybridů s konopím indickým [12]. 

 

Obrázek 1: Druhy konopí [13] 

2.1.6. Technické konopí 

Označení technické konopí se používá pro rostliny konopí setého s obsahem THC maximálně 

do 0,3 %. Nachází využití v potravinářství, spotřebním průmyslu, medicíně, farmacii 

i kosmetice. Zužitkování nachází nejvíce konopné vlákno a semeno [4]. 

Vlákno z konopného stonku člověk zpracovává již tisíce let pro výrobu textilií, papíru, příze 

a plátna. Primární i sekundární vlákno nachází využití v mnoha oblastech průmyslu. V moderní 

době našlo právě konopné vlákno uplatnění v automobilovém, nábytkářském, a dokonce 

i módním průmyslu pro výrobu kompozitů. Syntetická vlákna jsou tedy postupně nahrazována 

těmi konopnými [4], [31][31]. 

O konopná semena v potravinářství se zvedl větší zájem v 90. letech z důvodu jejich výživového 

složení, a to zejména díky optimálnímu poměru omega-3 a omega-6 mastných kyselin. 

Lisováním semen za studena se dále získává konopný olej. Ten je využíván nejvíce 

v potravinářském průmyslu jako jeden z nejkvalitnějších olejů a v kosmetice [31]. 
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2.2. Frakce konopí 

Nejvíce využívanými částmi konopí jsou semena, stonek a listy. Konopná semena se z větší 

části zpracovávají lisováním za studena a produkt v podobě oleje je hojně využíván 

v potravinářském průmyslu, ale i v kosmetice. Na trhu se kromě konopných semen a oleje 

vyskytují i konopné slupky, konopný koláč, konopná mouka nebo konopný proteinový 

koncentrát. Zatímco krátká vlákna stonku rostliny jsou využita pro výrobu kvalitního papíru 

a textilií, dlouhá vlákna našla uplatnění se stavebním průmyslu nebo energetice. Listy jsou 

použity do kosmetických nebo zdravotnických přípravků [5], [31]. 

2.2.1. Konopné semeno 

Konopné semínko je obaleno tvrdou jedlou slupkou a má měkké jádro. Obvykle konopná 

semena obsahují 25-35 % tuku, 20-25 % proteinů a 20-30 % sacharidů, ale přesné složení je 

velmi závislé na podmínkách pěstování. Semena jsou také bohatá na vitamíny a minerální látky. 

Kromě výborných výživových hodnot má také pozitivní vliv na zdraví lidského organismu tím, 

že snižuje cholesterol nebo vysoký krevní tlak. Je také vhodné pro celiaky, neboť se v něm 

nenachází lepek [5], [6]. 

2.2.2. Květy a listy 

Z konopných květů jsou extrahovány silice, které se hojně využívají v kosmetice při výrobě 

krémů, šamponů a mýdel. Tyto silice se vyznačují i antimikrobiálním účinkem. Sušené listy 

i květy jsou vhodné k výluhům, protože díky obsahu nepsychoaktivních kanabinoidů podporují 

imunitní systém a mají uvolňující účinek [7]. 

2.2.3. Konopný olej 

Konopný olej se získává lisováním konopných semen za studena. Vyznačuje se vysokou 

nutriční hodnotou z důvodu přítomnosti sekundárních metabolitů a vyšším obsahem 

polynenasycených mastných kyselin. Obsahuje vyvážený poměr 3:1 esenciálních mastných 

kyselin omega-3 a omega-6, který je optimální z hlediska lidské výživy. Sekundární metabolity, 

jako jsou fenolické látky nebo tokoferoly, které se vyznačují svou antioxidační aktivitou 

nejenže mají přínos pro lidské zdraví, ale také pomáhají předcházet oxidačnímu stresu 

polynenasycených mastných kyselin a tím zlepšují trvanlivost konopného oleje [8]. 

2.2.4. Konopný koláč a konopná mouka 

Vedlejším produktem při lisování konopných semínek a oddělením vzniklého konopného oleje 

od pevné části vzniká tzv. konopný koláč nebo konopná moučka. Tento produkt je významným 

zdrojem bílkovin a dále se může zpracovat mletím a prosíváním na konopnou mouku. Během 

produkce konopného oleje vzniká z 1 kg konopného semene 350 g konopného oleje a 650 g 

konopného koláče. Konopný koláč obsahuje až 35 % proteinů a našel využití pro přípravu 

proteinových izolátů s obsahem 80 % bílkovin [9], [10]. 

2.3. Chemické složení 

Již bylo popsáno více než 750 chemických sloučenin obsažených v konopí. Jednotlivé druhy 

konopí nemusí obsahovat stejné chemické sloučeniny. Konopí obsahuje proteiny, mastné 

kyseliny, vitaminy a minerální látky, sacharidy, aminokyseliny, terpeny a terpenoidy, steroidy, 

alkaloidy a další. Unikátní chemická skupina látek vyskytujících se v konopí se nazývá 

kanabinoidy [4], [11]. 
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2.3.1. Kanabinoidy 

Jedná se o skupinu terpenofenolových látek s 21 nebo 22 uhlíky a řadí se mezi sekundární 

metabolity. Neutrální kanabinoidy jsou vytvářeny neenzymovou dekarboxylací kyselých 

prekurzorů při skladování rostliny, vystavení slunečnímu světlu a vyšší teplotě. Kyselé 

prekurzory obsahují karboxylovou skupinu a jedná se tedy o karboxylové kyseliny 

kanabinoidů. Jednotlivé kanabinoidy se od sebe liší postranními řetězci, prenylovými zbytky 

i resorcinolovým jádrem. Chemicky je můžeme rozdělit do celkem 11 podtříd: typ Δ9-THC, 

typ Δ8-THC, typ CBG, typ CBC, typ CBD, typ CBND, typ CBE, typ CBL, typ CBN, typ CBT 

a smíšený typ [1], [4]. 

Do této doby bylo stanoveno 125 kanabinoidů, tudíž se jedná o nejpočetnější skupinu 

chemických látek vyskytujících se v konopí. Nejvíce vyskytující se kanabinoidy jsou Δ9-

tetrahydrokanabinol (THC), kanabidiol (CBD), kanabichromen (CBC), kanabigerol (CBG) 

a kanabinol (CBN) [4], [14]. 

Kanabinoidy se mohou dále dělit podle místa vzniku. Endokanabinoidy jsou enzymaticky 

syntetizovány v lidském těle podle potřeby v buněčných membránách. Fytokanabinoidy 

pocházejí z rostlinných trichomů a syntetické kanabinoidy jsou vytvářeny chemickými procesy 

v laboratořích [15]. 

2.3.2. Mastné kyseliny 

Nejvíce se nacházejí v semenech rostliny, přičemž převládají polynenasycené mastné kyseliny. 

Pro člověka důležité esenciální kyseliny linolová a linolenová mají ideální poměr výskytu 3:1. 

V konopném oleji jsou v malém množství zastoupeny i nasycené mastné kyseliny palmitová 

a stearová. V konopí se nacházejí i nasycené mastné kyseliny. Nejznámějšími zástupci jsou 

kyselina palmitová, stearová, arachnidová nebo myristová [4], [11], [26]. 

2.3.3. Terpeny a terpenoidy 

Terpeny, uhlovodíky složené z izoprenových jednotek, jsou produkovány žlázami jako 

kanabinoidy a jsou součástí konopných silic. Jejich modifikací vznikají terpenoidy, které jsou 

zodpovědné za zápach pro konopí typický. Nejvíce zastoupeny jsou monoterpeny zahrnující 

limonen, α- a β-pinen, terpinolen, myrcen a cis-ocimen. Další vyskytující se skupinou jsou 

seskviterpeny [4]. 

Terpeny mohou vykazovat synergický účinek s kanabinoidy na některé biologické aktivity jako 

jsou úzkosti nebo poruchy spánku. Dále mohou pozitivně či negativně ovlivňovat 

antibakteriální, protizánětlivé a sedativní účinky jiných konopných složek [4], [16]. 

2.3.4. Flavonoidy 

Flavonoidy jako sekundární metabolity patří mezi fenolové látky společně s fenolovými 

kyselinami, stilbeny a lignany. V konopí bylo stanoveno přes 20 flavonoidů. Z velké části jsou 

zastoupeny flavony (apigenin a luteolin) a flavonoly (kaempferol a quercetin). Cannflavin A 

a cannflavin B, metylované isoprenoidové flavony, jsou jedinečné pro konopí. Vyznačují se 

protizánětlivým a antioxidačním účinkem [4], [17]. 

2.3.5. Proteiny 

Proteiny, stavební bloky nezbytné pro život, jsou lineární biopolymery skládající se 

z monomerních jednotek, L-aminokyselin, kovalentně spojených peptidovou vazbou. Tato 

vazba vzniká mezi α-karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a α-aminoskupinou druhé 
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aminokyseliny. Na stavbě proteinů se podílí 20 přirozeně se vyskytujících proteinogenních 

aminokyselin. V semenech rostlin se nejvíce vyskytují zásobní proteiny, které poskytují 

aminokyseliny při klíčení semene. Tyto zásobní proteiny lze na základě jejich rozpustnosti 

rozdělit do čtyř tříd: albuminy, které jsou rozpustné ve vodě; globuliny rozpustné v roztocích 

solí; prolaminy rozpouštějící se v roztocích alkoholů a gluteliny, které jsou rozpustné 

v alkalických nebo kyselých roztocích. Globuliny se na základě sedimentačních koeficientů 

dělí na tzv. 7S proteiny, které se označují jako viciliny a tzv. 11S proteiny nazývané leguminy. 

[18], [19]. 

Konopná semena obsahují 20-25 % proteinů. Tyto proteiny se vyskytují především ve formě 

albuminů, ale také globulinů. Z globulinů je nejvíce zastoupený edestin. Edestin má terciární 

strukturu a skládá se z šesti identických monomerů, které jsou tvořeny kyselou a bazickou 

podjednotkou. Tyto podjednotky monomeru jsou spojeny disulfidickým můstkem. Řadí se do 

skupiny 11S globulárních proteinů. Edestin má přibližnou molekulovou hmotnost 300 kDa. Na 

polyakrylamidovém gelu se za redukujících podmínek separuje na kyselé podjednotky 

o hmotnosti 34 kDa a bazické podjednotky o molekulové hmotnosti 18 kDa a 20 kDa. Při 

neredukujících podmínkách separace nejsou narušovány vazby mezi kyselými a zásaditými 

podjednotkami a je tedy možné zaznamenat podjednotky o molekulové hmotnosti 52 kDa. 

Edestin se vyskytuje ve třech izoformách označovaných jako edestin 1, edestin 2 a edestin 3 

[19], [20], [21]. 

V bílkovinách konopných semen se z výživového hlediska vyskytují všechny esenciální 

aminokyseliny v dostatečném množství. Globulin má vyšší obsah aromatických a sirných 

aminokyselin oproti albuminu. Vyšší obsah hydrofobních a aromatických aminokyselin může 

vést ke zvýšení interakcí protein-protein v polypeptidovém řetězci a tím způsobit snížení 

rozpustnosti proteinu. Konopné proteiny dále vykazují i vysokou stravitelnost. Hydrolyzování 

proteinů, a to buď chemickou nebo enzymatickou cestou, zvyšuje jejich biologické účinky. 

Mezi tyto účinky se řadí zejména ty antioxidační a protizánětlivé [22],[23], [24], [25].  

Schopnost emulgace, gelace nebo pěnivost závisí na rozpustnosti proteinů, respektive interakci 

molekul vody s jejich polárními skupinami. Globulární proteiny jsou špatně rozpustné při pH 

5, ale jejich rozpustnost je možno zvýšit změnou pH na hodnotu 9. Albuminy vykazují nízkou 

rozpustnost při pH o hodnotě 3 a se zvyšujícím pH jejich rozpustnost roste. Křivka rozpustnosti 

konopných proteinů se vyznačuje tvarem písmene U [25]. 

 

 

Obrázek 2: Závislost rozpustnosti globulinu a albuminu na hodnotě pH [25] 
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2.3.6. Sacharidy 

Sacharidy vyskytující se v rostlině konopí na různých místech lze rozdělit do 5 skupin: 

monosacharidy, disacharidy, polysacharidy, aminosacharidy, cukerné alkoholy a cyklitoly. 

Monosacharidů je celkem 13 a řadíme mezi ně například fruktózu, galaktózu, arabinózu, 

glukózu a další. Zástupci disacharidů jsou sacharóza a maltóza. Mezi polysacharidy, které tvoří 

povrch rostliny patří celulóza nebo pektin. Další polysacharidy vyskytující se v konopí jsou 

hemicelulóza, rafinóza a xylan. Objeveny byly dva aminosacharidy, a to galaktosamin 

a glukosamin. Do skupiny cukerných alkoholů a cyklitolů patří 12 sloučenin. Jako příklad lze 

uvést sorbitol, mannitol nebo glycerol [26].  

2.3.7. Vitamíny a minerální látky 

Mezi nejvýznamnější vitamíny přítomné v konopných semenech patří vitamin E (tokoferol) 

a vitaminy skupiny B. Tokoferoly jsou důležité antioxidanty a mají schopnost tvořit volné 

radikály.  Olej získaný z konopných semen obsahuje také vitamin C a vitamin A. V konopných 

semenech je možné také nalézt hlavní minerální látky jako vápník, hořčík, draslík, síra, fosfor. 

Majoritní minerální látky jsou obsaženy v jádře i slupce semena, ale slupka samotná je oproti 

celému semenu na tyto látky podstatně chudší [4], [27]. 

2.4. Hydrolýza konopných proteinů 

Hydrolýza konopných proteinů může probíhat chemickou nebo enzymatickou cestou. 

Chemická hydrolýza může způsobit ztrátu některých aminokyselin. Pro kyselou hydrolýzu se 

hojně využívá kyselina chlorovodíková nebo kyselina sírová. Zásaditá hydrolýza se využívá 

vzácněji. Nyní převládá využití enzymatické hydrolýzy pro získávání hydrolyzovaných 

proteinů. Velmi často jsou využívány k enzymatické hydrolýze proteázy, což je skupina 

enzymů, které jsou komerčně dostupné v potravinářském i farmaceutickém průmyslu. Využití 

proteáz je uznáváno zejména při studiích funkčních potravin, neboť jsou schopny z původních 

proteinů uvolňovat fragmenty peptidů s různou biologickou aktivitou. Mezi tyto biologické 

aktivity se řadí antioxidační aktivita, inhibice enzymu podílejícího se na vysokém krevním tlaku 

nebo antimikrobiální a protizánětlivá aktivita. Konečné vlastnosti hydrolyzátu jsou však velmi 

závislé na specifičnosti a selektivitě použitých enzymů a na podmínkách vlastní enzymatické 

hydrolýzy. Při studii přípravy hydrolyzátů komerčními enzymy alkalázou a bromelainem bylo 

prokázáno zvýšení antioxidační aktivity a protizánětlivých vlastností oproti nehydrolyzovaným 

bílkovinám konopí. Hydrolýza těmito enzymy vedla k výrazně vyššímu podílu proteinů o nižší 

molekulární hmotnosti. Alkaláza, nespecifická proteáza patřící mezi serinové proteázy, obecně 

produkuje více menších peptidů malé velikosti a vyššího stupně hydrolýzy ve srovnání s jinými 

enzymy. Bromelain je oproti alkaláze více selektivní a má tedy za následek větší peptidy 

s menším stupněm hydrolýzy [28].  

Pro získávání bioaktivních peptidů jsou také hojně využívány enzymy pepsin, pankreatin, 

trypsin a papain. Je možné využití dvojici enzymů zároveň, například pepsin a pankreatin. 

Trypsin i přes svou vysokou selektivitu a specifitu vykazuje vysoké procentuální výtěžky 

hydrolýzy. U ostatních enzymů výsledné hydrolyzáty jsou rozmanité z hlediska složení 

a procentuálního výnosu peptidů. Pankreatin vykazuje vysokou hydrolytickou účinnost 

z důvodu endo- a exopeptidázové aktivity tohoto enzymu. Je tedy účinnější oproti enzymům, 

které mají pouze endopeptidázovou aktivitu.  Použité enzymy a čas hydrolýzy se prokázaly být 

klíčovým bodem souvisejícím s konečnou aktivitou hydrolyzátů [22], [29]. 
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Mezi další vlastnosti, které lze ovlivnit enzymatickou hydrolýzou patří rozpustnost proteinů. 

Rozpustnost proteinu je jednou z nejdůležitějších vlastností, která ovlivňuje jeho použitelnost 

ve výrobcích a zároveň může ovlivňovat i další funkční vlastnosti. Pro hydrolýzu proteinů 

z konopného koláče Pap a kol. využili i komerční enzymy Flavorpro 750 MDP a Promod 439 L 

[30]. Enzym Flavorpro 750 MDP je vysoce účinná exopeptidáza používající se k hydrolýze 

rostlinných, živočišných a mléčných proteinů. Enzym Promod 439 L je proteáza mikrobiálního 

původu, která se využívá převážně ke zlepšení funkčnosti a chuti bílkovin. Hydrolýza enzymem 

Flavorpro probíhala 2,5 hodiny při 50 °C a nepřetržitém míchání 150 rpm. Hydrolýza enzymem 

Promod probíhala 1 hodinu při 54 °C za nepřetržitého míchání při 150 rpm. V původním 

konopném koláči využitého pro tuto studii bylo 35,7 g/100 g bílkovin. V kapalných fázích 

kontrolních vzorků bylo převedeno 10-11 % původních bílkovin, zatímco při hydrolýze 

enzymem Flavorpro bylo do kapalné fáze převedeno 19 % původních proteinů a při hydrolýze 

enzymem Promod dokonce 36 % bílkovin [30].  

Malomo a kol. úspěšně prokázali zvýšení rozpustnosti konopných bílkovin při enzymatické 

hydrolýze trypsinem, celulázou, xylázou a fytázou [23]. Enzymatická hydrolýza fytázami 

a karbohydrázami při technologii zpracování konopných semen byla popsána za účelem 

degradace neproteinových složek a následná membránová ultrafiltrace k přečištění hydrolyzátů 

od vedlejších produktů. V této studii byl získán z původního konopného koláče, který 

obsahoval přibližně 37 % bílkovin, proteinový koncentrát připravený membránovou 

ultrafiltrací o obsahu bílkovin 74 % a proteinový izolát připravený pomocí izoelektrické 

precipitace o obsahu bílkovin 84 %. Pro přípravu koncentrátu byly použity enzymy celuláza, 

hemiceluláza, xylanáza a fytáza, přičemž hydrolýza probíhala 4 hodiny při 37 °C. Pro přípravu 

proteinového izolátu bylo k rozpuštění proteinů pH upraveno na hodnotu 8 a míchání probíhalo 

při 37 °C po dobu 2 hodin [23].  

2.5. Využití proteinů a jejich hydrolyzátů ve vlasové kosmetice 

První účelové využití proteinů v kosmetice se datuje v 50. letech minulého století, ale již 

starověké civilizace používaly bílkovinné materiály ke kosmetickým účelům. Na začátku 60. let 

minulého století byly provedeny vědecké výzkumy zabývající se vazebnými vlastnostmi 

proteinů a peptidů na pokožku a vlasy a jejich potenciální pro využití v přípravcích na úpravu 

vlasů. Bílkoviny jako takové byly považovány za užitečné zvyšováním lesku, měkkosti 

a poddajnosti vlasů, zatímco hydrolyzované proteiny byly navržené pro použití při trvalé 

ondulaci, aby se zabránilo poškození vlasových vláken. Většina proteinových derivátů 

používaných pro kosmetické účely se získává z vláknitých a globulárních bílkovin. Je možné 

využít jak živočišné proteiny (kolagen, keratin), tak rostlinné proteiny (pšeničné, sójové). Pro 

použití proteinů v kosmetice, která je na vodní bázi, je nutné tyto proteiny převést do rozpustné 

formy, která je pro formulační účely praktičtější a snadněji se s ní manipuluje. Tato rozpustná 

forma se získává hydrolýzou příslušného proteinu a je možné pozorovat rozdíly mezi aktivitou 

nativního proteinu a jeho hydrolyzátu. Menší molekuly přítomné ve vlasovém přípravku jsou 

schopny dostat se do kortexu vlasu, zatímco větší molekuly působí na kutikulu vlasu. 

Polypeptidy s molekulovou hmotností menší než 10 kDa jsou schopny se rozptýlit do vlasového 

vlákna a molekuly s hmotností větší než 500 kDa vstupují lépe do kutikuly, zejména 

u odbarvených vlasů. [33], [34]. 



16 

 

 

2.6. Využití konopí ve vlasové kosmetice 

Konopí se stalo skvělým zdrojem pro tzv. zelenou kosmetiku, neboť obsahuje velké množství 

mastných kyselin i minerálů. Díky svým zvláčňujícím a hydratačním účinkům našel konopný 

olej uplatnění nejen v pleťové kosmetice, ale také ve vlasové kosmetice. Obecně konopné 

produkty hloubkově čistí pokožku a pomáhají rozpouštět přebytečný maz. Konopný olej má 

také hydratační vlastnosti, rychle se vstřebává do vlasových kořínků a posiluje pokožku hlavy. 

Napomáhá i ke snížení tvorby lupů. Využívá se pro výrobu šamponů, kondicionérů nebo 

vlasových masek [31], [32]. 

2.7. Vlasy 

Vlasy jsou zrohovatělé kožní útvary patřící mezi kožní deriváty, které vyrůstají z vlasových 

váčku uložených ve škáře. Řadí se mezi sekundární ochlupení, které je typické pro postnatální 

období, avšak jeho začátky se objevují již prenatálně. Základy pro vlasové folikuly jsou tvořeny 

z vychlípen epidermis [35].  

2.7.1. Stavba vlasu 

Vlasový kmen (scapus pili) je označení pro část vlasu vyčnívající z kůže. Vlasový kořen (radix 

pili) je uložen do vychlípeniny epidermis, do tzv. vlasové pochvy (foliculus pili). Kořen se 

rozšiřuje ve vlasovou cibulku (bulbus pili).  Papily, nebo také vlasové bradavky (papilla pili) 

jsou cévnaté výběžky, které jsou na spodním konci vlasového váčku a zajišťují svým cévním 

zásobením výživu vlasů [35]. 

Korová vrstva (substantia corticalis) je sestavena ze zrohovatělých buněk vřetenovitého tvaru. 

Tyto buňky začínají množením ve vlasové cibulce a postupují s růstem do vlasového kmene. 

Kutikula (cuticula pili) se nachází na povrchu korové vrstvy. Jedná se o tenkou buněčnou 

lamelu, která vzniká z buněk vlasové cibulky. Středem prochází dřeň vlasu (medulla pili). 

Buňky dřeně jsou méně keratinisované než buňky korové vrstvy [35].  

Mazové žlázy (glandulae sebaceae) jsou holokrinní žlázy vyúsťující na povrch folikulu. 

Produktem těchto žláz je kožní maz neboli sebum. Maz se skládá zejména z tukových látek, ale 

také bílkovin a solí [35].  

V oblastech folikulu se také upíná vzpřimovač vlasu (musculus arrector pili). Buňky hladkého 

svalstva jdou od pochvy vlasu až k povrchu dermis. Tento sval díky kontrakci napřimuje vlas.  

Pigment umístěný ve vlasové kůře podmiňuje barvu vlasu. Melanocyty jsou rozmístěny kolem 

papily a buňkám, které postupují do vlasového kmene dodávají melanin. Barevný odstín vlasu 

určen množstvím tohoto pigmentu [35]. 
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Obrázek 3: Struktura vlasu (upraveno) [36]  

2.7.2. Chemické složení vlasu 

Každá složka vlasu se skládá z několika různých chemických sloučenin. Lidský vlas je tvořen 

z 65-95 % bílkovinami; zbývajícími složkami jsou lipidy, voda, pigment a stopové prvky. 

Poměr bílkovin je závislý na vlhkosti vlasu. Bílkovina keratin, která je hlavní složkou vlasu, je 

tvořena keratinocyty. Polypeptidové řetězce proteinů jsou spojeny peptidovými, iontovými, 

disulfidickými a vodíkovými vazbami. Disulfidické můstky, které tvoří aminokyselina cystein, 

dávají vlasům jejich pevnost [37]. 

Lipidy je možno rozdělit podle několika kritérií. První rozdělení je na lipidy vnitřní nebo 

povrchové, dále máme lipidy volné nebo vázané. Nakonec můžeme rozdělit lipidy i podle typu 

nebo jejich chemické funkční skupiny. Volné lipidy se nacházejí na kutikule nebo kůře a nejsou 

kovalentně vázány na vlasové proteiny. Na rozdíl od volných jsou vázané lipidy na proteiny 

kovalentně navázány [37].  

Množství stopových prvků je nepatrné a často pochází z cizího zdroje. Mezi prvky, které se 

mohou ve vlasech vyskytovat, můžeme zařadit Cu, Zn, Al, Mn, Fe, K, Ca a další. Barvené vlasy 

obsahují větší koncentrace kovů, a to z důvodu obsahu těchto kovů ve vlasových preparátech 

[37].  

2.8. Použité metody 

2.8.1. UV-VIS spektrofotometrie 

Jedná se o fyzikálně-chemickou metodu, jejíž podstatou je absorpce ultrafialového 

a viditelného záření v oblasti vlnových délek 200-800 nm. Absorpcí elektromagnetického 

záření dojde k excitaci valenčních elektronů.  Principem této metody je měření zářivého toku 

neboli měření energie pohlcené vzorkem při jejím průchodu tímto vzorkem. Zářivý tok prošlý 

vzorkem je menší o odražené, rozptýlené a pohlcené záření. Odraz a rozptyl záření se obvykle 
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zanedbává. Závislost absorbance na koncentraci a tloušťce kyvety je popsána Lambert-

Beerovým zákonem                                                                    

 
A = ελ ∙ c ∙ l , (1) 

kde A je absorbance [-], ελ je molární extinkční koeficient [dm3∙mol−1∙cm−1], c je látková 

koncentrace [mol∙dm−3] a l je tloušťka absorbující vrstvy [cm]. Tento zákon je splněn jen pro 

zředěné roztoky do koncentrace přibližně 10−2 mol∙dm−3 [38]. 

2.8.2. Polyakrylamidová gelová elektroforéza v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

(SDS-PAGE) 

Pro separaci proteinů na základě jejich velikosti, tedy molekulové hmotnosti, se využívá 

denaturační vertikální elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Po zahřátí vzorků proteinů 

v denaturujícím a redukujícím pufru dochází k jejich denaturaci a odstranění disulfidických 

můstků. Redukující podmínky jsou způsobeny přítomností 2-merkaptoethanolu. Přítomné 

molekuly dodecylsulfátu sodného obalí denaturované proteiny a udělí jim celkový záporný 

náboj. Dodecylsulfát sodný se nekovalentně váže na proteiny v poměru 1,4 g SDS na 1 g 

bílkoviny. Po nanesení vzorku na gel a umístění gelu do elektrického pole putují proteiny díky 

zápornému náboji ke kladné elektrodě, anodě. Během migrace se proteiny separují na základě 

molekulového síta v polyakrylamidovém gelu, tedy větší proteiny putují v gelu pomaleji než ty 

o menší molekulové hmotnosti. Vizualizací separovaných proteinů a srovnáním vzdálenosti od 

startu migrace se směsí standardů o známé molekulové hmotnosti je možné určit relativní 

molekulovou hmotnost jednotlivých proteinů ve vzorku. K vizualizaci se nejčastěji využívá 

barvení pomocí barviva Coomassie Brilliant Blue nebo je také možné využít barvení stříbrem, 

kdy Ag+ elektrostaticky interaguje se záporně nabitými skupinami proteinů v gelu i sulfátovou 

skupinou SDS a dochází k redukci Ag+ na Ag0. Monomer, který je využit na přípravu gelu je 

směsí akrylamidu a N,N´-methylenbisakrylamidu (BIS), který zajišťuje zesíťovaní struktury 

polymeru. Koncentrace monomeru se volí podle požadované velikosti separovaných proteinů. 

Nízké koncentrace monomeru se využívají k separaci proteinů o vysoké molekulové hmotnosti, 

a naopak vysoké koncentrace se využívají k separaci proteinů o malé molekulové hmotnosti 

[39].  
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3. CÍLE PRÁCE 
Hlavní cíle bakalářské práce zabývající se využitím extraktů z technického konopí pro vlasovou 

kosmetiku jsou: 

• literární rešerše týkající se základní charakteristiky technického konopí, jeho frakcí a 

zpracování a dále jejich složení 

• příprava a charakterizace frakce s obsahem hydrolyzovaných konopných proteinů 

• optimalizace stanovení obsahu a profilu proteinů a dalších biologicky aktivních látek 

• příprava kosmetických preparátů pro vlasovou kosmetiku s obsahem konopného 

proteinu 

• stanovení biologického účinku vlasových přípravků s přídavkem konopí 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1. Použité chemikálie a přístroje 

4.1.1. Chemikálie 

ABTS, Sigma Aldrich (SRN) 

Dusitan sodný, p.a., Lachema (ČR) 

Ethanol pro UV-VIS, Lachema (ČR) 

Fenol, p.a., LachNer (ČR) 

Folin-Ciocalteau činidlo, Serva (SRN) 

Glukóza monohydrát, p.a., LachNer (ČR) 

Hovězí sérový albumin, Sigma Aldrich (SRN) 

Hydroxid sodný, p.a., LachNer (ČR) 

Chlorid hlinitý, p.a., LachNer (ČR) 

Katechin, Sigma Aldrich (SRN) 

Kyselina gallová, Sigma Aldrich (SRN) 

Kyselina sírová (96%), LachNer (ČR) 

Síran měďnatý pentahydrát 

Trolox, Sigma Aldrich (SRN) 

Uhličitan sodný, p.a., LachNer (ČR) 

Vinan sodno-draselný tetrahydrát, Penta Chemicals (ČR) 

Akrylamid, Sigma Aldrich (SRN) 

Methanol, Honeywell (USA) 

N,N´-methylenbisakrylamid, Merck (SRN) 

Dodecylsulfát sodný, Sigma Aldrich (SRN) 

Persíran amonný, LachNer (ČR) 

Glycin, Lachema (ČR) 

Bromfenolová modř, Lachema (ČR) 

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 octová (99%), LachNer (ČR) 

Haarguar, alexmo cosmetics (SRN) 

Ecokons 910, alexmo cosmetics (SRN) 

4.1.2. Přístroje 

Analytické váhy Boeco (SRN) 

Centrifuga Z 36 HK, Hermle (SRN) 

Centrifuga MiniSpin plus, Eppendorf (SRN) 

Předvážky Scout, Ohaus (USA) 

Spektrofotometr UV-1600PC, VWR® (USA) 

Sušárna, Memmert GmbH + Co. KG (SRN) 

Magnetická míchačka, Lavat (ČR) 

Vortex mini, Ohaus (USA) 
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Vodní lázeň, EL-20, Merci a.s. (ČR) 

Vertikální elektroforetický systém Mini-PROTEAN® Tetra Systém, Bio-Rad (USA) 

4.2. Příprava hydrolyzátů konopných proteinů 

Enzymy použité pro tuto práci jsou průmyslové enzymy od International Flavors & Fragnances. 

Enzym TS-E 1930 byl označen jako enzym A. Jeho optimální hodnota pH je v rozmezí 9-10, 

ovšem je možné ho použít i v prostředí o pH 7. Při teplotách vyšších než 70 °C začne 

degradovat. Enzym TS-E 1993 byl označen jako enzym B. Jedná se o termostabilní proteázu 

s rozmezím optimálního pH mezi hodnotami 6 až 9. Teplotní stabilita je uváděna do 80 °C.  

Konopné výlisky byly odrůdy Santhica 70. 

 

Obrázek 4: Použité enzymy 

4.2.1. Stanovení koncentrace proteinů u použitých enzymů  

Stanovení koncentrace proteinů u komerčních enzymů byla stanovována za účelem odlišení 

hydrolyzovaných konopných proteinů a enzymů ve zkoumaných směsích. Pro stanovení 

koncentrace byl enzym A zředěn 200x destilovanou vodou a enzym B byl zředěn 100x. 

4.2.2. Závislost hydrolýzy konopných proteinů na čase a prostředí  

Z konopných výlisků byly připraveny tři hydrolyzáty v destilované vodě a jeden hydrolyzát 

v 1% kyselině sírové. Do osmi Erlenmeyerových baněk bylo naváženo po 40 g konopných 

výlisků a přidáno 250 ml rozpouštědla. Šest Erlenmeyerových baněk bylo vloženo do autoklávu 

a dvě byly ponechány přes noc při laboratorní teplotě, kvůli rozvolnění struktury proteinů 

a jejich částečnému přechodu do vodné fáze. Autoklávování probíhalo po dobu 90 minut při 

130 °C Před přidáním enzymů bylo změněno pH v jednotlivých baňkách. Pro enzym A bylo 

pH změněno roztokem hydroxidu sodného na přibližnou hodnotu 9. Pro enzym B bylo potřeba 

upravit pH pouze v případě 1% kyseliny sírové hydroxidem sodným na požadovanou hodnotu 

6. Hodnota pH byla zaznamenávána pomocí pH metru. Přesné pH u jednotlivých vzorků je 
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uvedeno v Tabulka 1. Následně bylo do každé baňky přidáno 1,25 ml enzymu a ihned po přidání 

byl odebrán vzorek o objemu 0,6 ml, který představoval čas 0. Baňky poté byly ponechány na 

třepačce při 45 °C nebo při laboratorní teplotě. Dalších šest odběrů bylo provedeno po půl 

hodinách a dál byly odběry prováděny po hodině. Během dne byly odebírány vzorky celkem 

9 hodin a následující den byly odebrány vzorky po 22,5; 24 a 27,5 hodinách. Celkem bylo 

provedeno patnáct odběrů. Odebrané vzorky byly povařeny po dobu 5 minut v termobloku při 

95 °C a po ochlazení na laboratorní teploty ponechány v chladničce.  

Tabulka 1: Přehled připravených hydrolyzátů 

vzorek enzym rozpouštědlo úprava před přidáním 

enzymu 

pH teplota hydrolýzy 

[°C] 

1A A voda autoklávování 8,94 45 

1B B voda autoklávování 5,93 45 

2A A voda autoklávování 8,98 21 

2B B voda autoklávování 6,00 21 

3A A 1% H2SO4 autoklávování 8,99 45 

3B B 1% H2SO4 autoklávování 6,08 45 

4A A voda při laboratorní teplotě 9,34 45 

4B B voda při laboratorní teplotě 6,30 45 

4.2.3. Vliv pH a teploty na hydrolýzu konopných proteinů v prostředí kyseliny sírové 

Pro oba enzymy bylo zkoumáno vhodné pH z uvedeného optimálního rozmezí. Jako 

rozpouštědlo byla využita 1% kyselina sírová. Do Erlenmeyerových baněk bylo naváženo 8 g 

konopných výlisků a přidáno 50 ml rozpouštědla. Následně byly vloženy do autoklávu. 

Autoklávování probíhalo 90 minut při 130 °C. Požadovaná hodnota pH byla získána přidáním 

roztoku hydroxidu sodného. Před přidáním enzymu byl odebrán 1 ml vzorku a poté do každé 

baňky bylo přidáno 0,5 ml příslušného enzymu. Baňky byly ponechány na temperovaných 

třepačkách po dobu 24 hodin. Hydrolýza enzymem A v rozmezí hodnot pH 7-10 a hydrolýza 

enzymem B v rozmezí hodnot pH 6-9 probíhala při 45 °C. Současně probíhala hydrolýza 

enzymem A (hodnota pH 9) a enzymem B (hodnota pH 6) při 20 °C. Přesné hodnoty pH 

a příslušná teplota hydrolýzy u jednotlivých enzymů je uvedena v Tabulka 2. Po skončení 

hydrolýzy byla na centrifuze oddělena pevná a kapalná část. Pevný zbytek konopných výlisků 

byl poté vysušen. 

Tabulka 2: Hodnoty pH a teplota hydrolýzy u jednotlivých hydrolyzátů 

Enzym A Enzym B 

č. vzorku pH teplota hydrolýzy [°C] č. vzorku pH teplota hydrolýzy [°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 prostředí a množství enzymu na hydrolýzu konopných proteinů 

Vliv autoklávování byl ověřen hydrolýzou konopných výlisků v prostředí vody a 1% kyseliny 

sírové. Zároveň byly připraveny hydrolyzáty s větším množstvím enzymů. Do 
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Erlenmeyerových baněk bylo naváženo 8 g konopných výlisků a přidáno 50 ml rozpouštědla. 

Dvě baňky byly vloženy na 90 minut do autoklávu a sterilovány při 130 °C a zbylé byly 

ponechány přes noc při laboratorní teplotě. Pro enzym A bylo upraveno pH hydroxidem 

sodným před přidáním enzymu na přibližnou hodnotu 9, v případě enzymu B na hodnotu 6. Do 

dvou baněk s konopnými výlisky a vodou, které byly ponechány přes noc při laboratorní 

teplotě, bylo přidáno 1,5 ml příslušného enzymu a do zbylých baněk bylo přidáno 0,5 ml 

příslušného enzymu. Přehled zkratek používaných při stanovení bioaktivních látek a proteinů, 

použité rozpouštědlo, hodnota pH a množství enzymu je pro enzym A zaznamenáno v Tabulka 

3 a pro enzym B v Tabulka 4. Hydrolýza probíhala na třepačce po dobu 24 hodin při 20 °C. Po 

ukončení hydrolýzy byly na centrifuze odděleny pevná a kapalná fáze. Kapalná fáze byla přelita 

do 50 ml plastových uzavíratelných zkumavek, které byly poté přemístěny do chladničky. 

Pevné zbytky výlisků byly vysušeny při 70 °C a uskladněny v chladničce pro stanovení 

celkového dusíku a hrubé bílkoviny dle Kjeldahla. 

Tabulka 3: Přehled hydrolyzátů s enzymem A 

zkratka rozpouštědlo autoklávování pH množství 

enzymu [ml] 

A H2O autokláv voda ano 9,10 0,5 

A H2SO4 1% H2SO4 ne 9,14 0,5 

A H2O RT voda ne 9,22 0,5 

A E↑ voda ne 9,10 1,5 

Tabulka 4: Přehled hydrolyzátů s enzymem B 

zkratka rozpouštědlo autoklávování pH množství 

enzymu [ml] 

B H2O autokláv voda  ano 5,96 0,5 

B H2SO4 1% H2SO4 ne 6,02 0,5 

B H2O RT voda ne 6,15 0,5 

B E↑ voda ne 5,94 1,5 

4.2.5. Příprava hydrolyzátu pro výrobu vlasového kondicionéru 

Do reagenční láhve se šroubovacím uzávěrem o celkovém objemu 2 l bylo naváženo 160 g 

konopných výlisků a byl přidán 1 l destilované vody. Nádoba se směsí byla vložena na 90 minut 

do autoklávu. Před přidáním 10 ml enzymu A bylo pH směsi upraveno roztokem hydroxidu 

sodného na hodnotu 8,92. Hydrolýza probíhala 24 za míchání na magnetické míchačce při 

laboratorní teplotě. Z důvodu nedostatečného míchání magnetickým míchadlem byla doba 

prodloužena z 24 hodin na 48 hodin a míchání bylo nadále prováděno pomocí laboratorní 

míchačky. Po ukončení hydrolýzy byl hydrolyzát rozdělen do centrifugačních nádob 

a centrifugováno po dobu 1 hodiny. Kapalná část byla přelita do lahve typu Pyrex o objemu 1 

l a dána ke sterilizaci. Z původního objemu rozpouštědla vzniklo 700 ml hydrolyzátu. 

Hydrolyzát byl převeden do 50 ml plastových uzavíratelných zkumavek, které byly následně 

uchovávány v mrazničce. Pevná část byla vysušena při 70 °C a uschována ke stanovení obsahu 

zbytkového dusíku a hrubé bílkoviny dle Kjeldahla.  
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4.3. Rozpustnost konopných proteinů 

Pro ověření rozpustnosti konopných proteinů byly připraveny tři směsi konopných výlisků a 

příslušného rozpouštědla. Do každé Erlenmeyerovy baňky bylo naváženo po 4 g konopných 

výlisků. Jako rozpouštědla byla použita 1% kyselina sírová a destilovaná voda. V jedné směsi 

s destilovanou vodou bylo upraveno pH za pomoci hydroxidu sodného na přibližnou hodnotu 

9. Po promíchání směsí byly odebrány vzorky o objemu 1 ml do Eppendorfových zkumavek, 

které byly následně přesunuty do mrazničky. Baňky byly poté ponechány na třepačce po dobu 

24 hodin za laboratorní teploty. Po uplynutí 24 hodiny byl odebrán 1 ml z každé baňky 

a společně s prvními odběry zcentrifugovány k oddělení pevné složky, která byla odebrána 

spolu s roztokem. Oddělená kapalná fáze byla využita pro spektrofotometrické stanovení 

celkových proteinů dle Hartree-Lowryho. 

4.4. Absorpční spektra 

Absorpční spektra hydrolyzátu byla změřena spektrofotometricky za pomoci programu 

M.Wave Pro 1.0. Hydrolyzáty s enzymem A byly zředěny destilovanou vodou 2000x 

a hydrolyzáty s enzymem B byly zředěny 200x. Příslušný vzorek byl nalit do kyvety a ta poté 

vložena do spektrofotometru. Spektra byla měřena při hodnotách vlnové délky 200-400 nm. 

4.5. Stanovení celkového dusíku a hrubé bílkoviny dle Kjeldahla 

Na stanovení obsahu bílkovin v původním vzorku a v pevném zbytku po hydrolýze byla použita 

Kjeldahlova metoda. Principem této metody je mineralizace vzorku varem v přítomnosti 

koncentrované kyseliny sírové za přídavku katalyzátoru. Dusíkaté látky přítomné ve vzorku 

jsou převedeny na síran amonný, z něhož se v alkalickém prostředí uvolní amoniak, který se 

předestiluje vodní parou a stanoví se titračně. Obsah dusíku ve vzorku se vypočítá pomocí 

rovnice (2) a využitím příslušného přepočítávacího faktoru j zjištěn obsah hrubé bílkoviny [40]. 

Do mineralizačních trubic byl vložen předem navážený 1 g, popřípadě 0,5 g vzorku a 2 g 

Weinbergova katalyzátoru. V digestoři bylo do trubic jednotlivě přidáno po 10 ml 

koncentrované kyseliny sírové a trubice byly následně vloženy do přístroje Gerhardt 

Kjeldatherm. Přístroj byl zapnut na program „whey flour“ a nechala se proběhnout 

mineralizace, která trvala přibližně 3 hodiny.  

Po skončení mineralizace a vychladnutí trubic bylo do každé trubice přidáno malé množství 

destilované vody a vzniklé usazeniny byly rozmíchány. Do trubice bylo následně přidáno 

několik kapek fenolftaleinu a trubice byla vložena do destilačního přístroje Gerhardt. Do 

stejného přístroje byla vložena i titrační baňka s 25 ml 0,05M kyseliny sírové, která sloužila 

jako předloha pro zpětnou titraci. Zapnutím přístroje se automaticky nadávkovalo 80 ml 

33% hydroxidu sodného a vzniklý amoniak byl destilací s vodní parou přiváděn do předlohy. 

Doba jedné destilace činila přibližně 4 minuty. Předloha byla po skončení destilace titrována 

0,1M odměrným roztokem hydroxidu sodného na Tashirův indikátor do zeleného zbarvení. 

Odměrný roztok byl standardizován na kyselinu šťavelovou. Ze spotřeby odměrného roztoku 

bylo vypočítáno množství dusíku ve vzorku. 

 

wN = 
2 ∙ (cH2SO4 ∙ VH2SO4

−
cNaOH ∙ VNaOH

2
)  ∙ MN

mnavážka

 ∙ 100 [%] 

 
(2) 
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4.6. Stanovení proteinů metodou Hartree-Lowryho 

Proteiny, převedené hydrolýzou do roztoku byly stanoveny spektrofotometricky metodou 

Hartree-Lowryho. Jedná se o stanovení na základě barevné změny po přidání Folin-

Ciocalteuova činidla obsahujícího fosfomolybdenanové a fosfowolframové kyseliny, které jsou 

proteiny redukovány za vzniku modrého barviva. V kombinaci s tímto činidlem se také využívá 

dvou činidel pro biuretovou metodu. Činidlo A je složeno z tetrahydrátu vinanu sodno-

draselného, uhličitanu sodného, hydroxidu sodného a destilované vody. Činidlo B se skládá 

z tetrahydrátu vinanu sodno-draselného, pentahydrátu síranu měďnatého a destilované vody. 

Činidlo C je vodný roztok Folin-Ciocalteuova činidla v poměru 1:15. 

Pro sestavení kalibrační křivky byl připraven standardní roztok BSA o koncentraci 3 mg/ml, 

který byl následně 10x zředěn destilovanou vodou. Do zkumavky byl napipetován 1 ml 

kalibračního roztoku, popřípadě vzorku hydrolyzátu a bylo přidáno 0,9 ml činidla A. Po 

inkubaci při 50 °C, která trvala 10 minut, byla zkumavka ochlazena na laboratorní teplotu a 

pipetováno 0,1 ml činidla B. Následovala inkubace 10 minut při laboratorní teplotě a přidání 

3 ml činidla C. Po přidání posledního činidla následovala opět inkubace po dobu 10 minut při 

50 °C. Ihned po přidání každého činidla byl roztok ve zkumavce řádně promíchán na vortexu. 

Roztok byl po poslední inkubaci ochlazen na laboratorní teplotu a byla změřena absorbance 

proti slepému vzorku při 740 nm. Kalibrační křivka byla mřena v rozmezí koncentrací 0,03-

0,27 mg/ml. 

4.7. SDS-PAGE 

Jako proteinový standard byl pro toto stanovení použit BLUeye Prestained Protein Ladder. Na 

gel bylo naneseno 10 μl vzorku a 5 μl standardu. Pro separaci byl použit 12% separační gel. 

Elektroforéza probíhala při napětí 100 V po dobu 1,5 hodiny. Po ukončení elektroforézy byly 

gely obarveny. 

4.7.1. Příprava zásobních roztoků 

Gelový pufr, pH 8,8 

Bylo naváženo 9,1 g Tris a rozpuštěno v 50 ml destilované vody. Koncentrovanou kyselinou 

chlorovodíkovou bylo pH roztoku upraveno na 8,8 a poté byl roztok doplněn do 100 ml 

destilovanou vodou.  

Akrylamid a BIS 

Bylo odváženo 30 g akrylamidu a 0,8 g BIS. Po rozpuštění v destilované vodě byl objem 

doplněn na 100 ml. 

Elektrodový pufr 

Bylo naváženo 30,3 g Tris, 144 g glycinu a 10 g SDS a navážky byly následně rozpuštěny 

v destilované vodě a objem doplněn na 1000 ml. Roztok byl přefiltrován a zředěn 10x 

destilovanou vodou. 

Fixační činidlo 

Ze zásobní láhve trichloroctové kyseliny bylo odváženo 200 g a tato navážka byla následně 

rozpuštěna v destilované vodě a doplněna na objem 1 l. 
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Směsný roztok 

Do uzavíratelné nádoby bylo smícháno 250 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 650 ml 

destilované vody. 

Barvící roztok 

Bylo naváženo 0,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a následně rozpuštěno v 1 l směsného 

roztoku. 

Odbarvovací roztok 

Do uzavíratelné láhve bylo smícháno 250 ml ethanolu, 100 ml kyseliny octové a 650 ml 

destilované vody. 

4.7.2. Příprava gelů a vzorků 

Separační gel byl připraven smícháním 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. Následně byla kádinka s roztokem 

ponechána po dobu 5 minut na ultrazvuku, kvůli odstranění bublinek vzduchu. Jako poslední 

byly ke směsi přidány roztoky 10% APS v objemu 0,15 ml a TEMED v objemu 8 μl. Roztok 

byl rychle promíchán a nalit mezi předpřipravené skla ve stojánku. Po nalití gelu byl mezi skla 

vložen hřeben a gel byl ponechán polymerizovat 30 minut. Po ztuhnutí gelu byl hřeben vyjmut.  

Vzorky pro elektroforézu byly připravovány do Eppendorfových zkumavek. Enzym A byl 

zředěn 200x a enzym B byl zředěn 100x. Vzorky hydrolyzátů zředěny nebyly. K 10 μl vzorku 

bylo přidáno 20 μl nanášecího pufru. Obsah zkumavky byl promíchán a následně byly 

zkumavky přesunuty na termobloku. Vzorky byly povařeny při 100 °C po dobu 5 minut.  

4.7.3. Barvení gelu 

Po ukončení elektroforézy byl gel přenesen do fixačního roztoku, ve kterém byl ponechán po 

dobu 30 minut na třepačce. Fixační roztok byl poté slit a gely byly přelity barvícím roztokem. 

Barvení probíhalo přes noc na třepačce. Po slití barvícího gelu byl přidán odbarvovací roztok. 

Odbarvovací roztok byl pravidelně vyměňován po dvou hodinách a odbarvování probíhalo 

celkem 8 hodin. Po odbarvení gelů je bylo možné vyhodnotit.  

4.8. Stanovení celkových rozpustných sacharidů dle Duboise 

Stanovení sacharidů bylo provedeno spektrofotometricky. Metoda je založená na dehydrataci 

sacharidů ve vzorku pomocí koncentrované kyseliny sírové a následné kondenzaci vzniklých 

derivátů s reakčním činidlem (např. fenol, anthron, orcinol) za vzniku barevných 

kondenzačních produktů. Kalibrační křivka byla sestrojena ze zásobního roztoku glukózy 

o koncentraci 1 mg/ml. Kalibrační roztoky byly v rozmezí koncentrací 0,005-0,75 mg/ml. 

Do zkumavky byl napipetován 1 ml kalibračního roztoku, popřípadě vzorku hydrolyzátu, 1 ml 

5% roztoku fenolu, a nakonec bylo přidáván po kapkách 5 ml koncentrované kyseliny sírové. 

Přidávání roztoků bylo prováděno v digestoři. Po přidání kyseliny sírové byla směs 

zvortexována a ponechána stát po dobu 30 minut při laboratorní teplotě. Absorbance byla 

následně změřena při 490 nm proti slepému vzorku.  

4.9. Stanovení celkových fenolických látek 

Pro stanovení fenolických látek se využívá spektrofotometrické metody založené na redukci 

Folin-Ciocalteuova činidla a vzniku modrého produktu. Jako zástupce polyfenolů pro sestavení 



27 

 

 

kalibrační křivky byla použita kyselina gallová o koncentraci 1 mg/ml. Kalibrační roztoky byly 

zředěny ze standardního roztoku na koncentrační rozmezí 0,05-0,3 mg/ml. 

Do zkumavky bylo pipetováno 100 μl kalibračního roztoku, popřípadě vzorku hydrolyzátu, 

1 ml Folin-Ciocalteuova činidla zředěného destilovanou vodou v poměru 1:9 a 1 ml destilované 

vody. Směs byla promíchána na vortexu a ponechána 5 minut stát při laboratorní teplotě. Dále 

byl přidán 1 ml nasyceného roztoku uhličitanu sodného. Směs byla znovu promíchána 

a ponechána 15 minut při laboratorní teplotě. Po uplynutí inkubační doby byla změřena 

absorbance proti slepému vzorku při 750 nm.  

4.10. Stanovení celkových flavonoidů 

Na stanovení flavonoidů byla využita spektrofotometrická metoda založená na reakci s hlinitou 

solí a hydroxidem. Pro sestavení kalibrační závislosti byl připraven roztok katechinu 

o koncentraci 0,5 mg/ml a z něho kalibrační roztoky o koncentraci 0,05-0,3 mg/ml. K 0,5 ml 

kalibračního roztoku, popřípadě vzorku hydrolyzátu ve zkumavce bylo přidáno 1,5 ml 

destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku dusitanu sodného. Směs byla promíchána na vortexu a 

ponechána stát 5 minut. Poté bylo přidáno 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, směs byla 

promíchána a ponechána 5 minut stát. Nakonec bylo přidáno 1,5 ml 1M hydroxidu sodného 

a 1 ml destilované vody. Po promíchání a uběhnutí 15 minut byla změřena absorbance proti 

slepému vzorku při 510 nm. 

4.11. Stanovení chlorofylů 

Množství chlorofylů bylo stanoveno spektrofotometricky, a to změřením absorbance při 

vlnových délkách 645 nm a 663 nm. Vhodně naředěné vzorky hydrolyzátů byly měřeny proti 

destilované vodě. Koncentrace chlorofylu A, chlorofylu B a celkových chlorofylů se vypočte 

v mg/ml podle následujících vzorců [41] 

 cA = 12,70 ∙ A663 − 2,69 ∙ A645 [mg/ml]  (3) 

 

 cB = 22,90 ∙ A645 − 4,68 ∙ A663 [mg/ml] (4) 

 

 cA + cB = 8,02 ∙ A663 + 20,20 ∙ A645 [mg/ml] (5) 

4.12. Příprava vlasového kondicionéru 

Kondicionér s hydrolyzátem konopného proteinu, jehož příprava byla popsána v kapitole 4.2.5 

byl připraven podle Tabulka 5 o celkové hmotnosti 160 g. Jako kondicionační složka byl využit 

Haarguar. Do kádinky s kondicionační složkou, která byla nejprve rozpuštěna v destilované 

vodě byl přidán hydrolyzát a po dostatečném promíchání byl přidán konzervant Ecokons 910. 

Tabulka 5: Složení kondicionéru s hydrolyzovanými konopnými proteiny 

surovina množství [g] procentuální zastoupení [%] 

kondicionační složka 0,8 0,50 

hydrolyzát 78,8 49,25 

konzervant 1,6 1,00 

destilovaná voda 78,8 49,25 
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Obrázek 5: Připravený kondicionér s hydrolyzovanými konopnými proteiny 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1. Stanovení proteinů metodou Hartree-Lowryho 

Množství proteinů v následujících měření bylo zjištěno spektrofotometricky, tak jak bylo 

popsáno v kapitole 4.6. Z naměřených absorbancí byla vždy vypočtena průměrná hodnota a z ní 

bylo podle rovnice kalibrační přímky uvedené v Příloha 1 získáno množství proteinů ve vzorku. 

5.1.1. Stanovení koncentrace proteinů u použitých enzymů 

Pro odlišení množství proteinů z konopných výlisků a enzymů v připravených hydrolyzátech 

byla stanovena koncentrace obou enzymů. Enzym A s koncentrací 94,2 mg/ml obsahoval téměř 

třikrát více proteinů než enzym B s koncentrací 34,7 mg/ml. Získané koncentrace byly použity 

pro výpočet koncentrace proteinů v jednotlivých hydrolyzátech a tyto hodnoty byly odečteny 

od naměřených koncentrací celkových proteinů k získání koncentrace hydrolyzovaných 

konopných proteinů. 

 

Obrázek 6: Koncentrace proteinů v použitých enzymech 

5.1.2. Závislost hydrolýzy konopných proteinů na čase a prostředí 

Byla sledována rychlost štěpení konopných proteinů v různých podmínkách oběma enzymy 

v čase. Z odebraných vzorků byly zjištěny koncentrace proteinů Hartree-Lowryho metodou. 

Nejvyšší nárůst koncentrace byl v případě všech vzorků zaznamenán v první hodině hydrolýzy. 

Po pěti hodinách byl, s výjimkou vzorku 4, naměřený nejvyšší obsah proteinů. Při sledování 

jednotlivých průběhů koncentrací na Obrázek 7 vidět, že nejmenší koncentraci v závislosti na 

čase měl vzorek 4, tedy hydrolyzát v destilované vodě s enzymem A při laboratorní teplotě 

hydrolýzy. Avšak po 27,5 hodinách dosáhla koncentrace ve vzorku 4 hodnoty 24,79 mg/ml 

a tato hodnota se liší od vzorku 1, kde byla naměřena koncentrace 24,83 mg/ml, jen velmi málo. 

Vzorek 4 nebyl na rozdíl od vzorku 1 před přidáním enzymu autoklávován, proto má tedy na 

začátku hydrolýzy i menší obsah proteinů. Zatímco u ostatních vzorků koncentrace v čase 

stoupají (s výjimkou vzorku 3, tedy hydrolyzátu v prostředí kyseliny sírové, v čase 24 hodin 

a vzorku 1, hydrolyzátu autoklávovaného před přidáním enzymu, v rozmezí 6-24 hodin), tak 
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u vzorku 4 se nacházejí dva velké poklesy koncentrací, a to v časech 4 hodiny, 22,5 a 24 hodin. 

Mezi časem hydrolýzy 24 hodin a 27,5 hodiny byl naměřen mírný nárůst, 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. Zároveň v tomto časovém rozmezí došlo po poklesu koncentrace 

ve vzorku 4 ke značnému zvýšení koncentrace z 17,8 mg/ml na 24,8 mg/ml. Proto můžeme 

předpokládat, že enzym byl v této době stále aktivní. Při kontrolním odběru v čase 216 hodin 

od začátku hydrolýzy je patrné, že koncentrace proteinů se již neměnila, až na vzorek 1, kde 

můžeme pozorovat mírné zvýšení. Z důvodu minimálního zvýšení koncentrace v časovém 

rozmezí 27,5-216 hodin byla hydrolýza enzymem B ukončena po 27,5 hodinách. Nejvyšší 

nárůst koncentrace v průběhu času měl vzorek 3, tedy hydrolyzát v prostředí kyseliny sírové.  

V Obrázek 8 můžeme pozorovat méně kolísavý průběh a menší strmost vzrůstu koncentrace 

než v případě enzymu A. Nejstrmější vzrůst koncentrace vykazuje vzorek 4 v časovém rozmezí 

0-5 hodin, kdy koncentrace vzrostla z 2,7 mg/ml na 15,3 mg/ml. Vzorek 4 měl, stejně jako 

u enzymu A, nejmenší obsah proteinů, ale s tím rozdílem, že křivka nevykazuje žádný pokles. 

Jediný větší pokles se vyskytuje u vzorku 2, a to v čase 5 hodin, kdy se koncentrace dostala na 

hodnotu 15,5 mg/ml, tedy na téměř stejnou hodnotu koncentrace jako má v tomto čase vzorek 4. 

V tomto čase odběru došlo k poklesu koncentrací i u vzorků 1 a 3, ale pouze mírnému. Je 

zajímavé, že zatímco u ostatních vzorků v tomto čase došlo k poklesu koncentrace, tak právě 

u vzorku 4 je tento čas vrcholem prudkého stoupání koncentrace. Mezi 6 a 27,5 hodinami 

hydrolýzy byl ještě pozorovatelný nárůst koncentrace proteinů, ale již ne tak 

markantní – například ve vzorku 3 stoupla koncentrace z 20,7 mg/ml na 23,6 mg/ml. Ve 

vzorku 4 byl na konci experimentu zaznamenám nejnižší obsah proteinů, a to 16,3 mg/ml. 

Hydrolýza enzymem B obecně vykazuje menší koncentrace proteinů, než je to u hydrolýzy 

enzymem A.  

Hodnoty koncentrací proteinů měli při obou hydrolýzách kolísavý průběh. Tento fakt může být 

způsoben odchylkami při odebírání vzorků a analýz, ale zároveň i průběhem reakce, kdy enzym 

působil primárně na rozpuštěné peptidy, a tedy snižoval koncentraci detekovaných proteinů 

v roztoku. 
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Obrázek 7: Závislost hydrolýzy enzymem A na čase a prostředí (uvedené podmínky jsou v pořadí typ 

rozpouštědla, podmínky před přidáním enzymu a teplota hydrolýzy) 

 

 

Obrázek 8: Závislost hydrolýzy enzymem B na čase a prostředí (uvedené podmínky jsou v pořadí typ 

rozpouštědla, podmínky před přidáním enzymu a teplota hydrolýzy) 
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5.1.3. Vliv pH a teploty na hydrolýzu konopných proteinů v prostředí kyseliny sírové 

Výrobce průmyslových enzymů doporučuje hydrolyzovat proteiny v rozmezí pH 7-10 v případě 

enzymu A a 6-9 v případě B. Proto jsme otestovali, jak se v těchto rozmezích pH změní 

koncentrace proteinů po 24 h, abychom našli ideální pracovní pH pro hydrolýzu. Jako prostředí 

byla zvolena 1% kyselina sírová, která snadněji převádí proteiny do roztoku. K převodu 

proteinů do roztoku před přidáním enzymu namohlo také autoklávování. Teprve před přidáním 

enzymu bylo pH směsi změněno podle rozmezí hodnot pro jednotlivé enzymy uvedené 

výrobcem. 

Při sledování změn koncentrace v čase je možné pozorovat, že při teplotě 45 °C u hydrolyzátů 

s enzymem A i s enzymem B dochází při prvních dvou hodnotách pH ke zvýšení koncentrace 

proteinů po 24 hodinách. U dalších dvou hodnot pH však dochází po 24 hodinách k poklesu 

koncentrace proteinů. Hartree-Lowryho metoda kvantifikace proteinů je založena na detekci 

peptidových vazeb. Enzymy působí nejenom na nerozpustné proteiny v matrici, které tak 

postupně činí rozpustnými a převádí je do roztoku, tzn. koncentrace proteinů v roztoku by se 

měla zvyšovat. Proteázy ale taky působí na už rozpuštěné proteiny, které štěpí na ještě menší 

peptidy – přičemž množství peptidových vazeb se při tomhle štěpení snižuje, a to by mohlo 

způsobovat pozorovaný úbytek koncentrace proteinů. Pokles při těchto hodnotách pH je tedy 

možné vysvětlit právě aktivitou enzymů, která zapříčiní, že proteiny jsou rozštěpeny na tak 

malé peptidy, že je použitá metoda nedokáže vyhodnotit. Při srovnání hydrolyzátu s enzymem 

A při pH 9 a hodnotách teploty 45 °C a 20 °C je zřejmé, že aktivita enzymu bude větší při 

45 °C, neboť je sice původní koncentrace nižší než u hydrolýzy při 20 °C, ale dochází k jejímu 

poklesu, a tedy větší hydrolýze proteinů. Hydrolýza enzymem B dosahuje při obou teplotách 

srovnatelných hodnot koncentrací.  

 

Obrázek 9: Koncentrace proteinů při studiu závislosti pH a teploty na hydrolýzu v prostředí H2SO4 
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5.1.4. Vliv prostředí a množství enzymu na hydrolýzu konopných proteinů 

Při tomto experimentu byl ověřován vliv autoklávování směsí před přidáním enzymu a také zda 

zvýšení množství enzym bude mít vliv na množství hydrolyzovaných proteinů. Příprava 

hydrolyzátů je popsána v kapitole 4.2.4. Směs v prostředí 1% kyseliny sírové nebyla před 

přidáním enzymu klávována, neboť autoklávování směsí s prostředím kyseliny sírové probíhalo 

v kapitole 4.2.3 a výsledky z této hydrolýzy jsou popsány v předchozí kapitole. Koncentrace 

proteinů byla změřena po 24 hodinách hydrolýzy spektrofotometricky Hartree-Lowryho 

metodou. 

Nejvyšší koncentrace při porovnání obou enzymů byla zjištěna u hydrolyzátu A H2O autokláv 

s hodnotou 26,3 mg/ml. Hydrolyzát A H2O RT, u kterého byla koncentrace stanovena na 

16,6 mg/ml, obsahoval nejméně proteinů v porovnání s ostatními hydrolyzáty s enzymem A 

a zároveň se jedná o nejnižší hodnotu koncentrace z celého stanovení. Naproti tomu hydrolýza 

enzymem B za stejných podmínek dosáhla koncentrace proteinů 21,9 mg/ml, což je nejvyšší 

koncentrace proteinů získaná tímto enzymem. Zvýšení množství přidávaného enzymu nemělo 

na výslednou koncentraci proteinů zásadní vliv. U hydrolyzátu s větším množstvím enzymu A 

byla stanovena koncentrace proteinů na 17,5 mg/mg, kdy tato hodnota se od stanovené 

koncentrace hydrolyzátu A H2O RT liší velmi málo. U hydrolyzátu s enzymem B je tento rozdíl 

lépe zaznamenatelný, protože hydrolyzát B E↑ má koncentraci proteinů 17,9 mg/ml a 

hydrolyzát B H2O RT má koncentraci 21,9 mg/ml. Koncentrace proteinů v konopných výliscích 

byla přepočtena ze získaného množství hrubé bílkoviny (31,85 %) zjištěné Kjeldahlovou 

metodou na hodnotu 50,96 mg/ml. 

Protože Hartree-Lowryho metodou kvantifikace proteinů v roztoku není možné zaznamenat 

přesný nárůst koncentrace z důvodu ubývání peptidových vazeb při štěpení na menší peptidy, 

byl tedy zjištěn obsah proteinů ve zbytkovém pevném podílu Kjeldahlovou metodou. Výsledky 

z tohoto stanovení jsou popsány v kapitole 5.3. Koncentrace proteinů získané 

spektrofotometrickým měřením bylo tedy nutné porovnat právě s výsledky stanovení hrubé 

bílkoviny pomocí Kjeldahlovy metody. V pevném zbytku hydrolyzátu A H2O RT bylo 

stanoveno méně hrubého proteinu než v B H2O RT, a z těchto výsledků tedy vyplývá, že muselo 

být více proteinů převedeno do roztoku. Proteiny v hydrolyzátu A H2O RT byly tedy enzymem 

hydrolyzovány na peptidy, které již použitá spektrofotometrická metoda není schopna zachytit. 

Stejný závěr je možné vyvodit v případě hydrolyzátu A H2SO4, neboť ze stanovení hrubého 

proteinu vyplývá, že tento vzorek by měl obsahovat nejvíce proteinů, protože v pevném zbytku 

zůstalo nejmenší procento hrubého proteinu z celého stanovení, ale koncentrace proteinů 

stanovených spektrofotometricky je v pořadí až druhá nejvyšší. V případě hydrolyzátů se 

zvýšeným množstvím přidaného enzymu, A E↑ a B E↑, je obsah hrubého proteinu nižší než 

v hydrolyzátech A H2O RT a B H2O RT, a tedy koncentrace hydrolyzátů A E↑ a B E↑ by měly 

být vyšší. Spektrofotometrické stanovení koncentrace však v těchto hydrolyzátech pouze 

ukazuje malý nárůst koncentrace v hydrolyzátu s větším množstvím enzymu A. U enzymu B 

naopak došlo k poklesu koncentrace v hydrolyzátu s větším množstvím enzymu. Můžeme tedy 

potvrdit tvrzení, že v případě stanovování koncentrace hydrolyzovaných proteinů je 

Kjeldahlova metoda stanovení hrubého proteinu více směrodatná. Porovnáním koncentrace 

proteinů získané enzymatickou hydrolýzou v prostředí H2SO4 s výsledky ze studia rozpustnosti 

konopných proteinů uvedených v kapitole 5.1.5, je možné říct, že využití enzymů v obou 

hydrolýzách s tímto prostředím vedlo téměř ke dvojnásobnému zvýšení koncentrace proteinů. 

V případě hydrolýzy A H2O RT bylo získáno téměř trojnásobné množství proteinů.  
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Obrázek 10: Porovnání vzhledu jednotlivých hydrolyzátů 

 

Obrázek 11: Koncentrace proteinů po hydrolýze enzymy A a B v různém prostředí (hydrolýza 24 hodin 

při 20 °C) 

5.1.5. Rozpustnost konopných proteinů 

Z výsledků popsaných v přechozích kapitolách je patrné, že prostředí, ve kterém se konopné 

výlisky nachází před přidáním enzymu má vliv na koncentraci proteinů získaných hydrolýzou. 

Koncentrace proteinů v momentě, kdy byly smíchány výlisky a příslušné rozpouštědlo 

a následně koncentrace proteinů po 24 hodinách na třepačce byly stanoveny 

spektrofotometricky Hartree-Lowryho metodou. 

Ze spektrofotometrického měření odběrů v čase 0 je patrné, že množství proteinů převedených 

do roztoku je srovnatelné při kyselém i zásaditém pH. Nejméně proteinů bylo změřeno 
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v destilované vodě s neutrálním pH. Jak bylo popsáno v kapitole 2.3.5, jsou globulární proteiny 

málo rozpustné při pH 5 a jejich rozpustnost se zvyšuje až s rostoucím pH. Zároveň je vidět, že 

množství proteinů převedených do vodného roztoku v čase 0 vykazuje křivku ve tvaru U, jak 

je to u konopných proteinů typické.  

Po 24 hodinách se množství proteinů nejvíce zvýšilo u vzorku s H2SO4, zatímco v zásaditém 

prostředí bylo zvýšení minimální. Z měření tedy vychází, že konopné proteiny jsou nejvíce 

rozpustné v kyselém prostředí, ale až po určité době. Měření také potvrzuje důvod, proč se pro 

kyselou hydrolýzu využívá hojně kyselina sírová a zároveň proč se kyselá hydrolýza používá 

častěji než zásaditá hydrolýza.  

 

Obrázek 12: Rozpustnost proteinů v závislosti na pH 

5.2. Absorpční spektra 

Výsledky z měření absorpčních spekter nám díky rozložení píků mohou ukázat, jaké látky se 

ve vzorku vyskytují. V tomto měření byl předmětem zejména pík v oblasti 280 nm, neboť při 

této vlnové délce absorbují UV proteiny. Předpokládali jsme, že informace poskytnuté touto 

metodou by nám mohli pomoci při studiu závislosti prostředí a množství enzymu a koncentraci 

hydrolyzovaných proteinů. Pro stanovení byly použity vzorky získané ze studia vlivu prostředí 

a množství enzymu na hydrolýzu konopných proteinů popsané v kapitole 4.2.4. Absorpční 

spektra byla změřena dle postupu popsaném v kapitole 4.4. Ze získaných dat je možné 

pozorovat, že žádný hydrolyzát nemá pík v délce 280 nm, který přísluší proteinům. Místo toho 

dochází od prudkého poklesu od vlnové délky 200 nm k velmi mírnému vzestupu ve vlnové 

délce 240 nm a následnému klesání k ose x v přibližné vlnové délce 290 nm. Protože 

v hydrolyzátech se nevyskytovaly jen samotné proteiny, ale i sacharidy, chlorofyly 

a polyfenolické látky, je pravděpodobné, že došlo k vzájemnému rušení a tato metoda se nedá 

považovat za směrodatnou. Polyfenoly absorbují UV v rozmezí oblastí od 200 nm do 280 nm. 

Některé polyfenolické sloučeniny vykazují absorpční píky i při více než 300 nm [43]. 

Polyfenolické látky byly zjištěny ve vzorcích spektrofotometrickým měřením a výsledky 

z tohoto měření jsou popsány v kapitole 5.6. 
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Obrázek 13: Naměřená absorpční spektra jednotlivých hydrolyzátů 

5.3. Stanovení celkového dusíku a hrubé bílkoviny dle Kjeldahla 

Stanovení celkového obsahu dusíku a hrubé bílkoviny bylo provedeno pro pevné zbytky po 

jednotlivých hydrolýzách, pro původní vzorek a konečný hydrolyzát, který byl využit pro 

přípravu vlasového kondicionéru. Postup stanovení byl proveden tak, jak bylo popsáno 

v kapitole 4.5. Z důvodu, že univerzální přepočetní faktor 6,25 neodpovídá složení 

aminokyselin v konopném semínku, byl pro vypočtení hrubé bílkoviny použit přepočetní faktor 

5,21 – stanoven přesně pro konopné semínko [42]. 

Množství hrubé bílkoviny v původním vzorku konopných výlisků bylo 31,85 %. 

Předpokládaný obsah bílkovin v konopných výliscích se pohyboval v rozmezí 30-35 %, neboť 

na trhu dostupné produkty uvádějí obsah bílkovin do 35 % [10]. Nejnižší množství hrubé 

bílkoviny obsahoval vzorek z hydrolýzy v prostředí H2SO4 enzymem A (13,09 %). Toto 

množství bylo nejnižší jak v porovnání mezi jednotlivými hydrolýzami enzymem A, tak i 

v porovnání hydrolýzy enzymem A a enzymem B. Množství hrubé bílkoviny u vzorku 

z hydrolýzy v prostředí H2SO4 enzymem B (19,20 %) bylo ve srovnání s ostatními hydrolýzami 

enzymem B také nejnižší. Prostředí H2SO4 způsobuje to, že se z matrice uvolní více proteinů.  

U hydrolýzy enzymem A v prostředí vody je také patrné, že využití autoklávu před samotnou 

hydrolýzou nehraje tak zásadní roli pro zlepšení hydrolýzy, neboť rozdíl mezi těmito hodnotami 

je minimální. Z grafu je také patrné, že vzorky z hydrolýzy enzymem B mají vyšší obsah hrubé 

bílkoviny, a to znamená, že v rámci hydrolýzy bylo převedeno do roztoku méně proteinů.  
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Tabulka 6: Množství dusíku v jednotlivých vzorcích 

název vzorku obsah dusíku [%] 

původní vzorek 6,00 

A H2O autokláv 3,38 

A H2SO4 2,51 

A H2O RT 2,95 

A E↑ 3,32 

B H2O autokláv 4,93 

B H2SO4 3,68 

B H2O RT 3,98 

B E↑ 4,21 

konečný hydrolyzát 3,40 

 

  

Obrázek 14: Množství hrubé bílkoviny v pevných zbytcích po hydrolýze 

5.4. SDS-PAGE 

Na odbarveném gelu SDS-PAGE je možné pozorovat, že hydrolyzáty neobsahují proteiny 

s přibližnou molekulovou hmotností od 245 kDa až do velikosti 11 kDa. U hydrolyzátu A E↑, 

A H2SO4 a u hydrolyzátů s enzymem B došlo k zviditelnění pásů v rovině molekulové 

hmotnosti 11 kDa nebo mírně pod ní. To může vypovídat o tom, že nejmenší proteiny, které se 

v těchto hydrolyzátech vyskytovaly mají právě tuto nebo menší molekulovou hmotnost, kterou 

už tato metoda není schopna zaznamenat. 
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Obrázek 15: SDS-PAGE jednotlivých hydrolyzátů a použitých enzymů 

5.5. Stanovení rozpustných sacharidů dle Duboise 

Při autoklávování, zejména při nižším pH, dochází ke rozpadu polysacharidů, proto byla 

v hydrolyzátech stanovena koncentrace rozpustných sacharidů metodou dle Duboise popsanou 

v kapitole 4.8. Měření absorbance jednotlivých vzorků bylo provedeno třikrát a následně bylo 

provedeno opakování měření, při němž byla u každého vzorku změřena absorbance opět třikrát. 

Z celkových šesti hodnot absorbance u každého vzorku byla vypočítána průměrná hodnota 

absorbance a z této hodnoty poté byla spočtena koncentrace sacharidů ve vzorku podle rovnice 

kalibrační křivky uvedené v Příloha 2. Výsledné koncentrace sacharidů ve vzorcích jsou 

zaznamenány v Obrázek 16. Nejvyšší hodnota byla u naměřena u vzorku hydrolyzátu 

v prostředí H2SO4 s enzymem A, a to 3,64 mg/ml. Hydrolyzáty s enzymem B mají výrazně 

nižší obsah sacharidů než hydrolyzáty s enzymem A. Je však možné pozorovat, že nejvyšší 

obsah sacharidů má hydrolyzát v prostředí H2SO4 a poté množství klesá v pořadí H2O autokláv, 

A E↑ a H2O RT. 

 

 

Obrázek 16: Výsledný obsah sacharidů  
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5.6. Stanovení celkových fenolických látek 

Stanovení obsahu polyfenolů bylo provedeno postupem popsaným v kapitole 4.9. Absorbance 

vzorků byla změřena dvakrát a následně bylo provedeno opakování měření, kdy byla 

absorbance změřena opět dvakrát. Výsledná hodnota absorbance byla získána jako průměr čtyř 

hodnot absorbance z těchto dvou měření. Z výsledné hodnoty absorbance a rovnice kalibrační 

křivky byla vypočítána koncentrace fenolických látek v jednotlivých vzorcích. Rovnice 

kalibrační křivky je uvedena v Příloha 3. Koncentrace byly přepočítány na 1 g suchého podílu. 

Obsah celkových fenolických látek je uveden v Obrázek 17. Nevyšší obsah polyfenolů 

obsahoval hydrolyzát s enzymem A v prostředí vody, který byl před přidáním enzymu vložen 

do autoklávu. Oba typy hydrolyzátů mají podobný obsah polyfenolů s výjimkou hydrolyzátu 

B E↑, který má zároveň nejnižší obsah polyfenolů ze všech vzorků.  

 

 

Obrázek 17: Celkový obsah fenolických látek 

5.7. Stanovení celkových flavonoidů  

Obsah flavonoidů byl stanoven v hydrolyzátech podle postupu uvedeným v kapitole 4.10. 

Měření absorbance bylo provedeno třikrát. Následně bylo měření opakováno a absorbance 

u každého vzorku byla změřena opět třikrát. Z šesti naměřených hodnot absorbancí byla 

vypočítána průměrná hodnota, pomocí které byla spočítána koncentrace flavonoidů ve vzorku. 

Rovnice kalibrační křivky pro výpočet koncentrace flavonoidů je uvedena v Příloha 4. 

Koncentrace flavonoidů byly přepočítány na 1 g suchého podílu. Výsledná koncentrace 

flavonoidů ve vzorcích je uvedena v Obrázek 18. Nejvyšší hodnota byla naměřena 

u hydrolyzátu A H2O autokláv, a to 1,38 mg/g. Při porovnání obsahu flavonoidů s obsahem 

polyfenolů Obrázek 17 je vidět, že obsah flavonoidů koreluje s obsahem polyfenolů jenom 

v případě enzymu A Tato korelace již ale není pozorovatelná u hydrolyzátů s enzymem B.  Ve 

vzorku B H2O autokláv by naměřen obsah fenolických látek 6,5 mg/g a z toho tvořili flavonoidy 

jenom malou část − 0,4 mg/g. Ve vzorku B H2SO4 tomu bylo jinak a poměrná část flavonoidů 

tvořila z celkových flavonoidů (5 mg/g) až 1,2 mg/g. 
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Obrázek 18: Celkový obsah flavonoidů 

5.8. Stanovení chlorofylů  

Stanovení chlorofylů proběhlo podle postupu uvedeného v kapitole 4.11. Absorbance u obou 

vlnových délek bylo změřena dvakrát a měření bylo následně opakováno. Výsledná hodnota 

absorbance byla získána vypočtením průměru z hodnot průběžně naměřených absorbancí. 

Získané průměrné hodnoty absorbancí byly dosazeny do vzorců pro výpočet koncentrace 

chlorofylu A, chlorofylu B i celkového obsahu chlorofylu. Vypočtená koncentrace byla dále 

přepočtena na 1 g původního vzorku. Nejvyšší množství chlorofylu A i B bylo zjištěno 

u hydrolyzátu s enzymem A v prostředí H2SO4. Hydrolyzáty s enzymem A mají, s výjimkou A 

H2O RT, vyšší množství obou chlorofylů než hydrolyzáty s enzymem B. Tuto skutečnost bylo 

možné dopředu odhadnout samotným pozorováním barvy hydrolyzátů zobrazených na Obrázek 

10, neboť tyto hydrolyzáty s enzymem A měli tmavší zelenou barvu oproti hydrolyzátům 

s enzymem B.  
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Obrázek 19: Obsah chlorofylů 

5.9. Testování připraveného kondicionéru  

Kondicionér byl připraven podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5. Připravený kondicionér 

byl senzoricky testován 10 osobami po dobu dvou týdnů. Tyto osoby byly obeznámeny, že po 

dobu testování kondicionéru nemají používat jiné přípravky obsahující kondicionační složku 

a že kondicionér má být nanášen do ručníkem vysušených vlasů jakožto bezoplachová péče. Po 

ukončení testování respondenti vyplnily dotazník, který je uveden v Příloha 5. 

Z celkem 10 respondentů bylo 9 žen a 1 muž. Dva z nich uvedli, že pravidelně nepoužívají 

kondicionér, ať už v podobě oplachové nebo bezoplachové péče. Testovaný kondicionér bylo 

hodnocen z větší části pozitivně. Viditelné zlepšení rozčesávání bylo po nanesení kondicionéru 

pozorováno v 6 případech.  Z pozitivních vlivů kondicionéru byl podle respondentů pozorován 

zvýšený lesk vlasů a zvýšení jejich poddajnosti. Pouze v jednom případě nebyly zaznamenány 

žádné pozitivní účinky. Další odpovědi jsou zaznamenány v Obrázek 20. Dva respondenti dále 

uvedli, že po dvou týdnech vyprchala citrónová vůně, kterou měl kondicionér díky konzervační 

složce. U otázky, zda by byli respondenti ochotni testovaný přípravek nadále používat, uvedlo 

8 osob, že spíše ano. 
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Obrázek 20: Zaznamenané pozitivní vlivy po dvoutýdenním používání kondicionéru  
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6. ZÁVĚR 
Předložená bakalářská práce byla zaměřena na přípravu frakce s obsahem hydrolyzovaných 

konopných proteinů a optimalizaci stanovení obsahu proteinů i dalších biologicky aktivních 

látek. Teoretická část je zaměřena na obecnou charakterizaci technického konopí a jeho 

biologicky aktivních látek a dále se soustředí na přípravu hydrolyzátů konopných proteinů 

a jejich využití ve vlasové kosmetice. 

Pro experimentální část byly využity konopné výlisky odrůdy Santhica 70. Z těchto výlisků 

byly připraveny hydrolyzáty konopných proteinů za pomoci dvou průmyslových enzymových 

blendů, TS-E 1930 (eznym A) a TS-E 1993 (enzym B). Hydrolyzáty byly připraveny v prostředí 

1% kyseliny sírové a destilované vody. Při přípravě byl zkoumán nejen vliv prostředí, ale i vliv 

využití autoklávu před přidáním enzymu a teplota, čas i pH a množství přidaného enzymu při 

hydrolýze. Z každé hydrolýzy bylo spektrofotometricky stanovení množství proteinů. Po 

optimalizaci podmínek pro poslední hydrolýzu byly kromě obsahu proteinů stanoveny pomocí 

spektrofotometrie i obsahy bioaktivních látek. U hydrolyzátu s enzymem A v prostředí kyseliny 

sírové bylo naměřeno nejvyšší množství chlorofylů a sacharidů a v prostředí vody s využitím 

autoklávu bylo naměřeno nejvyšší množství fenolických látek a flavonoidů.  

Pro optimalizaci stanovení obsahu a profilu proteinů bylo využito Kjeldahlovy metody 

stanovení hrubé bílkoviny a SDS-PAGE. Obsah zbytkového dusíku a hrubé bílkoviny byl 

stanoven u původního vzorku, pevných zbytků poslední hydrolýzy a konečného hydrolyzátu, 

který byl využit pro přípravu vlasového kondicionéru. Nejnižší obsah hrubé bílkoviny byl 

zjištěn u hydrolyzátu s enzymem A v prostředí kyseliny sírové. Tyto výsledky byly také použity 

pro porovnání se spektrofotometrickým měřením obsahu proteinů. Hartree-Lowryho metoda je 

založená na detekci peptidové vazby, a proto pokud dochází během hydrolýzu k rozštepení 

peptidy, popřípadě aminokyseliny, dojde ke snížení počtu peptidových vazeb a tím i snížení 

naměřené koncentrace proteinů ve vzorku. Z porovnání je patrné, že konopné proteiny byly 

v některých případech hydrolyzovány i na menší polypeptidy nebo aminokyseliny. To 

potvrzuje i výsledek z SDS-PAGE, kdy byly zaznamenány proteiny o přibližné velikosti 

11 kDa, nebo nebyly zaznamenány vůbec. Spektrofotometrické měření Hartree-Lowryho 

metodou se tedy ukázalo jako spíše nespolehlivá metoda pro zjištění koncentrace 

hydrolyzovaných proteinů. 

Sledováním vlastní rozpustnosti proteinů v různých prostředích bylo zjištěno, že nejvíce 

proteinů je do roztoku převedeno v prostředí kyseliny sírové a dále, že v prostředí vody jsou 

proteiny více rozpustné při pH 9.  

Pro přípravu vlasového kondicionéru byl připraven hydrolyzát enzymem A v prostředí vody a 

využitím autoklávu před přidáním enzymu. Kondicionér obsahoval hydrolyzát konopných 

proteinů, kondicionační složku a konzervant. Přípravek byl testován 10 lidmi po dobu dvou 

týdnů. Kondicionér měl podle respondentů největší vliv na zvýšení lesku a poddajnosti vlasů. 

Několik respondentů uvedlo i snížení elektrizování vlasů a zacelení roztřepených konečků. 

8 z 10 respondentů uvedlo, že by byli ochotni nadále používat testovaný kondicionér.  
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
A absorbance 

c koncentrace 

UV záření v ultrafialové oblasti spektra 

VIS záření ve viditelné oblasti spektra 

H2SO4 kyselina sírová  

SDS dodecylsíran sodný  

SDS-PAGE gelová elektroforéza v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

BIS N,N´-methylenbisakrylamid 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

APS persíran amonný 

TEMED N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin 
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9. PŘÍLOHY 
 

Příloha 1: Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci pro stanovení proteinů metodou 

Hartree-Lowryho 
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Příloha 2: Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci pro stanovení sacharidů dle 

Dubiose 
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Příloha 3: Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci pro stanovení celkových 

fenolických látek 
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Příloha 4: Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci pro stanovení celkových flavonoidů 
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Příloha 5: Otázky z dotazníku k hodnocení kondicionéru s hydrolyzovanými konopnými proteiny 

Jste žena/muž? 

Kolik je Vám let? 

Jaký máte typ vlasů? 

Používáte pravidelně oplachový nebo bezoplachový kondicionér? 

Jak Vám vyhovovala textura testovaného kondicionéru? 

Jak Vám vyhovovala vůně testovaného kondicionéru? 

Byly Vaše vlasy po nanesení testovaného kondicionéru lépe rozčesatelné? 

Zaznamenali jste nějakou z následujících možností? 

Pokud jste zaznamenali negativní vliv kondicionéru, prosím uveďte jaký. 

Byly byste ochotni testovaný přípravek nadále používat? 


