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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit sekundarni produkty zpracovani technického
konopi, zejména vlakninovou frakci konopného kolace, jako perspektivni surovinu pro vyrobu
kosmetickych pfipravkli obohacenych o metabolity bakterii mlécného kvaSeni. Byla
vyhodnocena enzymaticka prediiprava konopné vlakniny pomoci plisné Aspergillus sojae a jeji
vliv na uvolnéni fenolickych latek, flavonoidi a sacharidi pro néslednou kultivaci vybranych
bakterii mlééného kvaSeni. Extrakty po fermentaci kmenu Lactiplantibacillus plantarum,
Bifidobacter bifidum, jejich kombinaci a komeréné dostupného mixu bakterii mlééného kvaseni
na upravené i neupravené konopné vlakning byly charakterizovany a na zakladé vysledku byly
Z téchto extrakti formulovany tfi typy kosmetickych emulzi, které byly podrobeny testim
stability na analytické centrifuze, senzorickému hodnoceni a méfeni u€¢inku na pokozce. Prace
ukazuje, ze valorizace konopné vldkniny fermentaci bakterii mlécného kvaseni je slibnou
strategii a tato pilotni studie by mohla byt pouzita jako odrazovy mustek pro dalsi vyzkum v této
oblasti.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the secondary by-products of industrial hemp processing,
particularly the fibre fraction of hemp cake, as a promising raw material to the production of
cosmetic formulations enriched with metabolites of lactic acid bacteria. An enzymatic
pretreatment of the hemp fibre using the fungus Aspergillus sojae was assessed for its ability to
release phenolic compounds, flavonoids, and carbohydrates for subsequent cultivation of
selected lactic acid bacteria. Extracts obtained after fermenting Lactiplantibacillus plantarum,
Bifidobacterium bifidum, their combination, and a commercially available lactic acid bacteria
mix on both treated and untreated hemp fibre were characterized. Based on these results, three
types of cosmetic emulsions were formulated and subjected to stability testing by analytical
centrifugation, sensory evaluation, and in-use skin performance measurements. This work
demonstrates that valorising hemp fibre via lactic acid bacterial fermentation is a promising
strategy, and this pilot study can serve as a springboard for further research in the field.

KLICOVA SLOVA

Technické konopi, konopné vylisky, konopnd vlaknina, bakterie mlécného kvaseni, kyselina
mlécna, kosmetické emulze

KEYWORDS

Technical hemp, hemp seed cake, hemp fibre, lactic acid bacteria, lactic acid, cosmetics
emulsions
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1.  UVOD

Jednotlivé frakce technického konopi jsou po staleti vyuzivana ¢lovékem V riznych oblastech
zivota. Vyuziti konopnych vlaken se od vyroby lan a pytloviny piesunulo na pole vyroby
kompozitnich a stavebnich materiali. Konopné semeno je nejcastéji zpracovavano lisovanim
za studena pro ziskani konopného oleje. Zbytkovy material po lisovani oleje je oznacovan jako
konopny kola¢ a diky vysokému obsahu proteint, vldkniny a dalSich prospésnych latek je
vyuzivan v potravinafstvi jako doplnék stravy nebo Vv krmivafstvi. Pro podporu cirkularni
ekonomiky je snaha nalézt uplatnéni tohoto odpadniho produktu i v dalich oblastech primyslu.

Bakterie mlécného kvaseni jsou diky schopnosti fermentace vyuzivany zejména
V potravinaistvi, kde dodavaji fermentovanym potravinam chut’ i strukturu a zaroven produkuji
antibakterialni latky inhibujici rist patogennich bakterii. Jejich primarni metabolit, kyselina
mlécna, je také cennou slozkou pro kosmetické piipravky, protoze mé hydrata¢ni Gcinky a
pusobi také jako exfoliant.

Mezi plisné rodu Aspergillus patii krom¢ patogennich druhti i ty, které ziskali status GRAS
a jsou vyuzivany v potravinaistvi i biotechnologickych produkcich. Tradi¢né je vyuzivan
Aspergillus sojae ¢i Aspergillus oryzae pti fermentacni vyrobé sdjové omacky nebo saké
Vv japonské kultufe. Typickym rysem téchto plisni je produkce extraceluldrnich enzymi
Stépicich polysacharidy, jako jsou celulazy, pektinazy nebo lakazy. Rozmanitost
produkovanych enzymi je mozné vyuzit pro pfedipravu rostlinnych substrati pro nasledné
mikrobidlni fermentace.

V poslednich letech se prosazuje koncept tzv. biokosmetiky. Jednad se o produkty, které
kombinuji pfirodni suroviny s nejmodernéj$imi biotechnologickymi procesy. Do popiedi se
dostavaji fermentacni extrakty, které jsou zdrojem cennych metaboliti, jako jsou organické
kyseliny, polysacharidy, antioxida¢ni a antimikrobialni latky. Diky fermentacni biotechnologii
je mozné do kosmetickych formulaci zavést bioaktivni sloZky a zaroven spliiovat pozadavky
na udrZitelnost a minimalizaci chemickych prosttedki.

Predmétem diplomové prace je vyuZiti vlakninové frakce konopného kolace jako substratu
pro rast bakterii mlééného kvaSeni, zhodnoceni efektu enzymatické ptfedipravy konopné
vlakniny pomoci Asperigillus sojae pro naslednou kultivaci bakterii mlééného kvaSeni
a ptiprava kosmetického preparatu s ptidavkem fermentovaného konopného extraktu. Je kladen
diraz na propojeni vyuzZiti zbytkovych produkti potravinaifského primyslu, enzymové
biokonverze a fermentaéni biotechnologie.



2.  TEORETICKA CAST

2.1. Konopi seté a technické konopi
Z pohledu genetiky, botaniky nebo biochemie je konopi seté (Cannabis sativa) velmi
rozmanitym druhem rostliny, ktera je lidskou spolecnosti vyuzivana jiz od 3. stoleti pied nasim
letopoétem. Po zaniku fimské fiSe se od 1é¢ebného pouzivani rostliny upustilo a bylo pozdé&ji
nahrazeno cilenym péstovanim pro konopné textilni vldkno. V moderni dobé s pokrokem
analytickych metod i pramyslovych technologii je konopi vyuzivdno v mnoha odvétvich
prumyslu — od farmacie, pies potravinafstvi, az po automobilovy pramysl [1], [2].

Konopi seté jako nejrozsifenéjsi druh konopi S nizkym obsahem psychotropniho
kanabinoidu tetrahydrokanabinolu (THC) bylo pouzito pro vySlechténi tzv. technického
konopi. Technické konopi se vyznacuje koncentraci THC do 0,3 % [1].

2.1.1. Konopné frakce a jejich zpracovani

Rostlina konopi byla v priibéhu let Slechténa pro zvyseni produkce vldken ve stoncich nebo
semennou produkci. Lykova vlakna tvoii asi 35 % stonku a jsou bohata na celulézu. Diky jejich
délce a pevnosti jsou cenéna v oblasti vyroby textilii nebo kompozitnich materiali. Zbylou ¢ast
stonku tvoii dfevnaté jadro, oznacované jako pazdefi, které obsahuje vysoky podil ligninu.
Semena jsou bohata na oleje, bilkoviny a sacharidy. Konopny olej ma pravé diky obsahu
aktivnich latek vyznamné nutri¢ni i farmaceutické vyuziti [1]. Podrobngjsi schéma zpracovani
je uvedeno na Obrazek 1.

Semena <« Produkty sklizné — Stonky
Loupéni Lisovani/drceni <« Meziprodukt zpracovani — Dekortikace

| sdaro |[Stupka] |Olej | |Kola¢| < Dalsizpracovéni —
Potraviny Mouka Chemikalie Pivo Vochlovani g %
Potraviny Chemikalie ochlovani  Potérani —>
Palivo PKrmi\_/a / \
otraviny e ; ;
Nlﬁi?;{mka Nun-aceutﬂ{a Primarni vlakno Pytlovina Absorbent/podestylka
Produkty Koberce Lana - Chemické suroviny
osobni péte Tkanina Drevovlaknita Kompost
Izolace deska Energetické suroviny
Oblozeni Drevovlaknita deska
Riistové médium
Sekundarni vlakno Malta. .
Lana Papir/bunicina
Buni¢ina Blan’y
Recyklaéni aditivum Plasty

Tmelovaci hmoty

Obrazek 1: Zpracovani jednotlivych konopnych frakci (upraveno) [6]



2.1.1.1. Konopné semeno

Na povrchu je konopné semeno obaleno tvrdou jedlou slupkou. Uvniti se pak nachazi mékké
jadro. Cela semena V zéavislosti na podminkéch péstovani obsahuji 20-25 % proteinti, 20-30 %
sacharidi a 25-35 % tuku. Je prokazan i obsah prospé$nych vitamini a mineralnich latek.
Oloupané semeno se vyrazné lisi v zastoupeni bioaktivnich latek v porovnani se samotnou
slupkou. Loupana semena jsou bohat$i na bilkoviny a tuky, ale ztraceji vétSinu vlakniny
obsazené ve slupkach. Toto rozdé¢leni je zavislé i na metod¢ procesu loupani. Samotné slupky
maji vysoky obsah vlakniny a jsou tedy v ramci cirkularni ekonomiky hojné vyuzivany jak
dopln¢k stravy nebo krmivo pro zvitata [4].

2.1.1.2. Konopny olej

Lisovanim semen za studena se ziskavd konopny olej. Jeho ptednosti je vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin (nad 70 %) a to zejména kyselin omega-3 a omega-6. Obsahuje
také antioxidanty, jako jsou tokoferoly a fytosteroly nebo fenolické latky [4].

2.1.1.3. Konopny kolaé¢

Pti extrakci oleje z konopnych semen odchazi z lisu kal nebo sediment a tzv. konopny kolac¢
(z anglického hemp seed cake). Kal piedstavuje smés kouskid lisovanych semen a obald,
fosfolipidt, olejt, voskil a dalSich slozek. Lisovany zbytek v podobé konopného kolace
predstavuje vedlejsi produkt extrakce oleje. Konopny kola¢ se po pomleti frakcionuje
prosévanim. Hruba frakce ma velikosti ¢astic vEtsi nez 350 um a obsahuje hlavné ¢astice ze
slupky semene. Jemna frakce pak obsahuje ¢astice jadra. Rozdilna distribuce ve velikosti ¢astic
je zpusobena chovanim jadra a slupky pii mleti. Slupky maji vyssi elasticitu diky vétSimu
obsahu strukturalnich sacharidi, coZ je ¢ini odolngj$i vii¢i mleti. Hruba a jemna frakce se 1isi
I barvou, pficemz hruba frakce je zbarvena do hnéda a jemna frakce do zelena. Druha zminéna
ma oproti hrubé vyssi obsah oleje, ktery obsahuje chlorofyl, coz zapfi¢ifiuje zménu barvy.
Obsah proteini se u nejjemné;jsi frakce pohybuje okolo 45 % a klesa s rostouci velikosti ¢astic

[5].

2.1.1.4. Konopné viikno

Vlakna konopi jsou Siroce vyuzivana Vv zavislosti na jejich kvalité. Primarni lykova vlakna
samostatné méfi 5-40 mm, ale ve svazcich mohou dosahovat délky 1 az 5 m. Slechténim lIze
dosahnout podilu vlaken v kiite konopi na rozmezi 15-45 % a je moZzné také vyrazné zredukovat
dfevnaté jadro. Konopné vldkno je vyhledavané z divodu dobrych mechanickych a izolacnich
vlastnosti a také diky nizSimu dopadu na zivotni prostiedi ve srovnani s vlakny na bazi skla
aropy. Pfidanim do kompozitnich materialii nebo betonu Ize zlepsit vlastnosti stavebnich a
izola¢nich materidli pouzivanych v automobilovém primyslu a stavebnictvi. Konopné
kompozity lIze v autech nalézt napiiklad ve vyplnich dveinich panelt a interiéru. Konopné
betony postradaji bez ptedupravy dostate¢nou pevnost pro nosné konstrukce, ale osveéd¢il se
jako prodysny obal budovy nebo jako soucast konstrukéni kostry. Dlouha vlakna, ziskavana
tradi¢nim procesem maceni, jsou V textilnim pramyslu vyuzivana pro vyrobu specialnich tkanin
a jemnych textilii. Jejich Sir§imu vyuziti vSak brani vyssi naklady na jejich zpracovani [6].



Papir vyrobeny z konopi mtlize dosahovat az dvojnasobné recyklovatelnosti ve srovnani
S papiry ze dieva [6].

2.1.2. Bioaktivni latky

Konopi je pro nutraceuticky a farmaceuticky vyzkum zajimavé z hlediska obsahu komplexni
smési bioaktivnich latek. Kromé kanabinoidu je v rostlin¢ obsazeno velké mnozstvi proteind,
mastnych kyselin, sacharidl, terpenti, flavonoida a dalSich sloucenin. Celkem bylo popsano
vice nez 750 jednotlivych chemickych sloucenin [1].

»| Listy

Semeno
tuk (25-35 %)
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Obrazek 2: Slozeni jednotlivych konopnych frakci (upraveno) [3]

2.1.2.1. Proteiny

jeho kliceni. Na zaklad¢é rozpustnosti 1ze zasobni proteiny rozdélit do ¢tyt tfid — albuminy,
globuliny, prolaminy a gluteliny. Albuminy jsou rozpustné ve vod¢, globuliny V roztocich soli,
prolaminy v roztocich alkoholt a gluteliny v alkalickych nebo kyselych roztocich. Globuliny
se dale rozde€luji na zakladé sedimentacnich koeficienti na tzv. 7S proteiny (viciliny) a 11S
proteiny (leguminy) [7], [8]. Trojrozmérné struktury 11S globulinu a 7S vicilinu vytvotené
pomoci programu PyMol jsou zobrazeny na Obrazek 3.
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Obrdzek 3: Struktura 11S globulinu a 7S vicilinu (upraveno) [9]

20-25 % proteintt vyskytujicich se v konopnych semenech jsou pfedevSim ve formé
albumint a globulint. Edestin, ktery je nejvétsim zastupitelem globulinti, mé terciarni strukturu
a je tvoren Sesti identickymi monomery. Tyto monomery jsou tvofeny kyselou a bazickou
podjednotkou, pti¢emz jsou vzajemné spojeny disulfidickym mustkem. Zatazuji se do skupiny
legumin, tedy tzv. 11S proteint [8].

Konopné proteiny jsou z vyzivového hlediska zdrojem vSech esencidlnich aminokyselin
Vv dostate¢ném mnozstvi. Porovnanim aminokyselinového profilu globulinu a albuminu, je
globulin bohat$i na aromatické a sirné aminokyseliny. To vSak muze vést ke snizeni
rozpustnosti proteint, z divodu zvySeni interakci protein-protein. Proto se ke zvysSeni
stravitelnosti a zvySeni biologickych u¢inki konopnych proteinti vyuziva chemické nebo
enzymatické hydrolyzy [10], [11], [12], [13].

2.1.2.2. Sacharidy

Celé konopné semeno obsahuje ptfiblizné¢ 28 % vlakniny, z které asi 22 % tvoii vlaknina
nerozpustna a zbytek vlaknina rozpustna. V odpadech z primyslového zpracovani semen
dosahuje obsah polysacharidi 10-15 %. Konopné polysacharidy vykazuji velmi dobrou
schopnost absorpce vody a tvorbu filmi. Disponuji také pozoruhodnym antioxidac¢nim,
vysoky podil celulozy (60-70 %), hemicelulozy (15-20 %) a ligninu (2-4 %). Semena obsahuji
glukozu, galaktézu, manozu, arabindzu a xylozu [14].

2.1.2.3. Mastné kyseliny

Konopny olej obsahuje polynenasycené mastné kyseliny a-linolenovou a linolovou, které jsou
esencialni pro lidské télo. Dale zesencialnich mastnych kyselin obsahuje i Kkyselinou
stearidonovou a y-linolenovou. Je nezbytné udrzovat vhodny pomér piijimanych mastnych
kyselin omega-3 a omega-6. Je to proto, ze omega-6 kyseliny maji prozanétlivé ucinky, zatimco
omega-3 vykazuji protizanétlivé ucinky [15]. Polynenasycené mastné kyseliny v konopném
oleji dosahuji optimalniho poméru mezi kyselinou linolovou (omega-6) a kyselinou a-
linolenovou (omega-3) [16].
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2.1.2.4. Fenolové latky

Jako jedny z nejhojnéji vyskytujicich se slouc¢enin v konopnych semenech byly identifikovany
flavonoidy. Jedna se o podtiidu fenolickych sloucenin a fadime mezi n€ flavonony, flavonoly,
flavanoly a isoflavony. U flavonoidd byly prokdzany antioxidacni, protirakovinné
a protizanétlivé ucinky [16].

2.1.2.5. Kanabinoidy

Fytokanabinoidy jsou produkovany trichomy, malymi vyrastky vznikajicich z povrchovych
bun¢k na povrchu rostliny. Prestavuji nejpocetnéjsi skupinu chemickych latek v konopi. Jedna
se sekundarni metabolity z fady terpenofenolt s 21 nebo 22 uhliky. Karboxylové kyseliny
kanabinoidi hraji roli prekurzorti neutralnich kanabinoidu. Pti skladovani rostliny, vyssi teploté
a vystaveni slune¢nimu svétlu dochazi k neenzymové dekarboxylaci a z kyselych prekurzora
vznikaji neutralni kanabinoidy. Z chemického hlediska se jednotlivé kanabinoidy od sebe 1isi
resorcinolovym jadrem, postrannimi fetézci a prenylovymi zbytky a rozdéluji se do 11 podtiid
(Tabulka 1). Nejznaméjsimi a nejvice vyskytujicimi se kanabinoidy jsou kanabidiol (CBD) a
A9-tetrahydrokanabinol (A9-THC). Hojné se také vyskytuji méné znamé kanabinoidy
kanabigerol (CBG), kanabichromen (CBC) a kanabinol (CBN) [1], [2].

Tabulka 1: Podtiidy kanabinoidii a znamy pocet sloucenin v jednotlivych typech [1]

podtiida | pocet znamych slou¢enin
typ A9-THC 23
typ A8-THC 5
typ CBG 16
typ CBC 9
typ CBD 7
typ CBND 2
typ CBE 5
typ CBL 3
typ CBN 11
typ CBT 9
smiSeny typ 30

2.1.2.6. Terpeny a terpenoidy
Kromé kanabinoidl jsou Zlazami trichomi produkovany také terpeny. Jedna se o uhlovodiky,
které jsou slozeny zizoprenovych jednotek. Jejich syntéza probiha v cytosolu nebo
v plazmidech. Terpenoidy vznikaji chemickou modifikaci methylovych skupin terpenti nebo
Kwvli t€kavosti 1ze vEétSinu terpent najit pouze v Cerstvém rostlinném materialu. Nejhojnéji jsou
zastoupeny monoterpeny, a to pfedevsim myrcen, limonen, terpinolen, a- a B-pinen a cis-
ociomen. V mensim zastoupeni se pak vyskytuji seskviterpeny [2].

V kombinaci s kanabinoidy mohou terpeny vykazovat synergicky ucinek pusobici na
biologické aktivity, jako jsou poruchy spanku ¢i uzkosti. Ovliviiuji také, at’ uz pozitivn€ nebo

~~~~~
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2.1.2.7. Vitaminy a minerdlni latky
Kromé polynenasycenych mastnych kyselin obsahuje konopné semeno i velké mnozstvi
tokoferolt, diky kterym je vybornym zdrojem antioxidanti. Z tokoferoll je nejvice zastoupen
y-tokoferol. Vitaminy skupiny B jsou nezbytné pro spravnou funkci nervového systému a
v konopném oleji jsou obsazeny vitamin B1 (1,3 mg/100 g) a vitamin B9 (18 mg/100 mg). Déle
Jsou v semenu obsazeny provitaminy D a A [16].

Mineraly hraji roli v fad¢ fyziologickych procest a pii udrzovani acidobazické rovnovahy
Vv téle. Celé semeno mé vyssi obsah vapniku, manganu a médi na rozdil od loupaného semene
[16]. Fosfor je naopak pfitomen ve vétSim mnozstvi v loupaném semenu. Ve vyznamnych
mnozstvich jsou zastoupeny dal$i mineraly jako draslik, hoicik a zinek [16].

2.1.3. Vyuziti konopnych frakei v kosmetice

Konopny olej nabizi dobrou alternativu k chemikaliim na bazi ropy, které jsou obsazené
v mnoha kosmetickych produktech. V kosmetice jsou konopné produkty cennou slozkou diky
vysokému obsahu oleje, ktery obsahuje latky spojenymi s péci o pokozku i terapeutickymi
ucinky. Konopny olej obsahuje vysokou koncentraci mastnych kyselin, minerdli a vitamind.
Mastné kyseliny jsou strukturnimi slozkami fosfolipidii bunéénych membran a ovliviiuji fadu
funkci téchto membran [19]. Studie prokazaly zklidiujici, zmékcovaci, hydrataéni a omlazujici
vlastnosti u kosmetickych produktt s obsahem konopného oleje. Kvéty a horni listy rostliny
obsahuji esencialni oleje, které nasly vyuziti jako vonné latky v parfémech, mydlech a svi¢kach.
Rovnéz vykazuji antimikrobidlni a insekticidni Gc€inky, a tak mohou byt kromé kosmetiky
vyuzity i v 1é¢ivych piipravcich [19].

2.2. Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlééného kvaseni (LAB z anglického Lactic Acid Bacteria) jsou aerotolerantni,
organotrofické a striktné fermentativni mikroorganismy ve formé tycinek nebo koku, které
produkuji kyselinu mlé¢nou. Jednd se o grampozitivni nesporulujici organismy, pfevazné
nemotilni. Taxonomicky se zatazuji do oddéleni Firmicutes, ptesnéji do téidy Bacilli a fadu
Lactobacillales. Do tohoto ftadu patii c¢eledi Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae a  Streptococcaceae. Rod
Bifidobacterium je producentem kyseliny mlé¢né jako majoritniho produktu, a prestoze se fadi
do vétve Actinomycetes, je také zatazovan pod souhrnné oznaceni ,,bakterie mlé¢ného kvaseni®.
Mohou byt dale charakterizovany podle schopnosti fermentovat glukézu nebo pentdzu,
optimalnimu rozhrani teplot pro jejich rast, tvorby oxidu uhli¢itého a tvorby kyseliny mlécné
jako majoritniho produktu [20].

Profesor Orla-Jensen, ktery tuto skupinu bakterii poprvé popsal na zacatku 20. stoleti, dal
vzniku tii hlavnich podskupin na zakladé teploty ristu a biochemickych procest [20], [21].
Jednalo se o podskupiny Thermobacteria, Streptobacteria a Betabacteria. Taxonomie
mikroorganisml se neustdle opravuje a rozsifuje, a proto doslo také ke zméndm v oznaceni
podle Orlen-Jensena, ale stale je mozné na tyto nazvy v literatufe narazit [20], [21].
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Nejcastéjsi spojeni mlécnych bakterii je s produkci mléénych produktii, alkoholickych
napoji, zeleniny a masnych produktti, kde slouzi jako startovaci kultury. Vyznacuji se statusem
GRAS (Generally Recognised As Safe), coz znamena, ze jsou povazovany za vSeobecné
bezpecné. V nékterych pripadech vsak miizou hrat roli kontaminantd produkci chutovych latek,
které pii jsou pii dané produkci nezadouci. Kromé potravinarstvi maji vyuziti i v medicing,
ptredevsim pro posileni stievni mikroflory [21].

2.2.1. Metabolismus

Bakterie mlécného kvasSeni jsou organismy, které k optimalnimu ristu potfebuji komplexni
ziviny, jako jsou sacharidy, aminokyseliny, vitaminy a mineralni latky. Pro nékteré druhy jsou
nutné specialni rustové faktory. Tyto bakterie dokazou prostiednictvim riznych metabolickych
drah rozkladat fadu sacharidu a dalSich sloufenin. Metabolické drahy jsou ovliviiovany
zejména okolnimi podminkami [21].

2.2.1.1. Fermentace glukozy

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou schopny pfevadét glukdzu na rizné izomery kyseliny mlécné.
Pokud izomer sta¢i rovinu polarizovaného svétla doprava, oznacuje se jako pravoto¢ivy (+)
a pokud staci rovinu doleva, oznacuje se jako levotocivy (—). Pokud jsou pfitomny oba izomery,
pouziva se oznaceni racemicka smés [21].

Na zékladé¢ primarnich produkti fermentace se d€éli na homofermentativni
a heterofermentativni. Pfesnéji je 1ze také rozdélit na obligadtné homofermentativni, fakultativné
heterofermentativni a  obligdtn¢  heterofermentativni. ~ Majoritnim  produktem
homofermentativnich bakterii je kyselina mlééna. Heterofermentativni bakterie produkuji
kromé kyseliny mlé¢né i ethanol, oxid uhli¢ity a kyselinu octovou. Tento typ bakterii vyuziva
metabolickou dréhu, ktera vychazi z pent6zového cyklu a je oznaovana jako fosfoketolazova
draha nebo také hex6zo-monofosfatovy zkrat. Dochazi k pteméné hex6z na pentdzy a enzym
fosfoketolaza $tépi xylulozu-5-fosfat na acetylfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Acetylfosfat je
poté pfeménovan na ethanol a z glyceraldehyd-3-fosfatu vznika pies pyruvat kyselina mlé¢na.
Fakultativné heterofermentativni druhy jsou schopny fermentovat glukézu vyhradné na
kyselinu mléénou pomoci glykolyzy, zatimco pentdzy a ptibuzné slouc¢eniny fermentuji pomoci
fosfoketolazové drahy. Obligatné homofermentativni bakterie disponuji enzymem aldolazou,
ale postradaji fosfoketolazu. Obligatné heterofermentativni bakterie maji naopak fosfoketolazu
a nedisponuji aldolazou. Fakultativné heterofermentativni bakterie maji k dispozici oba tyto
enzymy [21].

Mezi obligatné¢ homofermentativni bakterie patii pouze nékteré druhy rodu Lactobacillus.
Do druhé skupiny, tedy mezi fakultativné heterofermentativni se fadi rody Streptococcus,
Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus ané¢které druhy rodu Lactobacillus. Rody
Streptococcus a Lactococcus produkuji L(+) laktat arod Pediococcus je navic schopen
produkovat 1 DL laktat. Do obligdtné heterofermentativnich mléénych bakterii se fadi rod
Leuconostoc, Oenococcus, Weissella a nékteré druhy rodu Lactobacillus. Rod Leuconostoc
produkuje D(—) laktat [21].
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2.2.1.2. Fermentace pentoz

Odbouravani pentdz, napi. arabindzy, ribozy nebo xyloézy je schopnost mnoha bakterii
mlécného kvaseni. Jsou schopny metabolizovat i ptibuzné sacharidy jako je glukonat. Pentdzy
jsou transportovany do bunék permedzami a metabolizovany fosfoketolazovou drahou.
Lactobacillus vini je schopen z arabindzy produkovat velké mnozstvi kyseliny mlééné a jen
malé mnozstvi kyseliny octové a ethanolu. V tomto pfipad¢€ se vyuziva oznaceni homolakticka
fermentace pentéz. Tento typ fermentace je u Lb. vini dasledkem pfitomnosti enzymu
transketolazy a transaldolazy [21].

2.2.1.3. Fermentace disacharidii

Disacharidy jako je celobidza, laktéza, maltdéza, melibidza, sacharéza a dalsi, jsou
transportovany pies bunéfnou membranu ve formé volnych cukrii nebo ve fosforylované
podobé. Dale jsou S$tépeny na dvé monosacharidové molekuly nebo na monosacharid
a monosacharidfosfat. Prestoze fermentace disacharidi se zda byt slozitéjsi ve srovnani
s fermentaci monosacharidd, tak je preferovana nékterymi druhy bakterii mlééného kvaseni.
Jako ptiklad 1ze uvést fermentaci laktozy mlékarenskymi LAB nebo fermentaci maltozy

vyuzivanymi v kvasu [21].

2.2.1.4. Naroky na aminokyseliny, vitaminy a minerdly

Témér vsechny bakterie mlécného kvaseni vyzaduji nasledujici aminokyseliny: L-glutamovou
kyselinu, L-isoleucin, L-leucin a L-valin. Velkym mnozstvim LAB je také vyZadovana
ptitomnost aminokyselin, jako L-methionin, L-tyrosin a L-tryptofan. Do kultiva¢nich médii se
pridavaji ionty kovii Fe?*, Fe3*, Mg?*, Mn?* a Zn?*. lonty Mn?* obecné stimuluji riist mléénych
bakterii, avSak enterokoky je pro rust nevyzaduji. Neékteré kmeny naopak nevyzaduji ionty
Zeleza. Mineralni latky jsou obvykle pozadovany na enzymatické reakce, presné pozadavky
vSak zavisi na pouzitém kmenu [21].

2.2.1.5. Proteolyza a lipolyza

Neékteré mlécné bakterie disponuji proteolytickymi enzymy, které jim umoznuji ziskavat
aminokyseliny z mlé¢ného kaseinu, nebot’ volnych aminokyselin v mléce je malo. Na povrchu
bunky proteinaza degraduje bilkovinu na oligopeptidy, které jsou nasledné pomoci specifickych
transportnich systému pirevedeny do buiiky. V buiice jsou dale odbourdvany na kratsi peptidy
a aminokyseliny pomoci riznym intraceluldrnich peptidaz. Geny pro proteinazy byly
naklonovany napt. z druhu Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus nebo Streptococcus
thermophilus [21].

Lipolyza je dilezita zejména u mléénych produkti, a to pro vyvoj chuti pfi zrani syra. U
bakterii Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
thamnosus byla zjisténa lipolyticka aktivita. Lipolyza v syrech probiha obvykle prostiednictvim
esterazovych nebo lipazovych systémii bakterii mlééného kvaseni, kvasinek, propionovych
bakterii a plisni [21].
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2.2.2. Zastupci

Historicky tvofi jadro skupiny rody Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus.
Po taxonomickych revizich téchto rodii a popisu novych rodt mohou LAB podle své Siroké
fyziologické definice obsahovat ptiblizn€ 20 roda. Avsak z praktického hlediska jsou za hlavni
LAB povazovany nasledujici rody: Lactobacillus, Aerococcus, Lactococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus a Weissella [20].

2.2.2.1. Rod Lactobacillus

Zastupci rodu Lactobacillus jsou nesporulujici, vétSinou nepohyblivé ty¢inkovité bakterie.
Jejich buniky jsou Casto uspotfadany do fetézcti. Optimalni teplota pro jejich rist se pohybuje
rozmezi 30-40 °C, ale jsou schopny pteziti v celkovém teplotnim rozsahu 2-53 °C. Rozsah pH
prostiedi pro rust se pohybuje mezi 3 a 8. Jedna se o fermentujici bakterie, které toleruji kyslik,
ale preferuji anaerobni podminky [21].

Fakultativné heterofermentativni skupina Lactobacillus plantarum je po fylogenetické
strance velmi homogenni a sklada se ze Sesti druhti/poddruhii: Lb. Plantarum subsp. plantarum,
Lb. plantarum subsp. argentoratensis, Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. fabifermentans a
Lb. xiangfangensis. Atypicnost Lactobacillus plantarum je v pseudokatalazové aktivité a
redukci dusi¢nanu [21].

Bakterie Lactobacillus fermentum se fadi do skupiny Lactobacillus reuteri, ktera cita 14
platné pojmenovanych druht. S vyjimkou nékolika druhti se jednd o obligatné
heterofermentativni bakterie [21].

Mezi bakteriemi mlé¢ného kvaSeni zastavaji laktobacily vysadni postaveni, nebot’ je velmi
mnoho druhti z tohoto rodu vyuzivano jako startovaci kultury v potravinaiskych fermentacich.
Nékteré kmeny se vyuzivaji také jako probiotika a jsou specificky spojovany
S gastrointestinalnim traktem nebo vaginalni mikroflérou. Potencialni zdravotni G¢inky mayji
kmeny druhd jako Lb. helveticus, Lb. casei a paracesi, Lb. platarum a Lb. fermentum [21].

2.2.2.2. Rod Bifidobacterium
Clenové tohoto rodu jsou gram-pozitivni, nesporulujici, neprodukujici plyn, nepohyblivé
ty€inky. Obecné jsou anaerobni, ale n¢které druhy toleruji kyslik. Rozkladem sacharida tvoii
kyselinu octovou a mlé¢nou bez produkce CO>. Bifidobakterie mohou fermentovat irokou
Skalu slozitych polysacharidi. VétSina druhti dokaze fermentovat D-galaktosamin, D-
glukosamin, amylézu a amylopektin. Bifidobacterium bifidum vylu¢né fermentuje mucin [21].
Pro rod Bifidobacterium je unikatni pfitomnost fruktoza-6-fosfat-fosfoketolazy (F6OPPK),
coz je kli¢ovy enzym bifidobakterialniho sacharolytického kvaseni. Enzym FO6PPK je pfitomen
pouze u rodu Bifidobacterium a dalsich roda zceledi Bifidobacteriaceae, u jinych
grampozitivnich stfevnich bakterii se nevyskytuje [21].
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Spole¢né s rodem Lactobacillus je rod Bifidobacterium hojné pouzivany jako probioticky
mikroorganismus kvili svym prospéSnym uc¢inkiim. Potravindisky primysl zacal ptidavat
kultury bifidobakterii do mléka a mlé¢nych produktt a farmaceuticti vyrobci dodavaji na trh
stalé vice probiotickych dopliki. Nejcastéji pouzivané druhy jako probiotika jsou Bif. bifidum,
Bif. breve, Bif. longum subsp. infantis, Bif. longum subsp. longum a Bif. animalis subsp. lactis
[21].

2.2.3. Metabolity bakterii mlé¢ného kvaseni

Blizsi vyzkum LAB v poslednich desetiletich odhalil jejich schopnost produkce
antimikrobialnich latek raznych struktur. Pouziti LAB a jejich metabolitii s antimikrobidlnimi
vlastnostmi je jeden zrozvijenych alternativnich zpasobti K uchovavani potravin
i kosmetickych vyrobkt. Hlavnimi antimikrobidlnimi produkty LAB jsou organické kyseliny
vznikajici v procesu fermentace cukri a diky rychlému okyseleni prostiedi zabrafuji ristu
dalsich skupin mikroorganismu [22].

2.2.3.1. Nizkomolekularni antimikrobidlni metabolity

Krom¢ kyseliny mlééné produkuje mnoho kment mléénych bakterii vyznamné mnozstvi
nespecifickych nizkomolekuldrnich latek, jako jsou organické kyseliny, reuterin, peroxid
vodiku, diacetyl a dalsi [22].

Kyselina octova ma ve srovnani s kyselinou mlé¢nou $ir§i spektrum antimikrobialni aktivity
a zaroven se mezi témito kyselinami objevuje synergisticky efekt. Na kyselost prosttedi mohou
rizné mikroorganismy reagovat odlisné. Kyselina mlécna pii pH pod 5,0 potlacuje rust bakterii
tvofici spory, ale neovliviiyje rast mikroskopickych hub a kvasinek [22].

Za ptitomnosti kysliku mohou LAB produkovat také peroxid vodiku prostfednictvim
enzyml. NADH-oxidazy a superoxiddismutdzy. Pfi nedostatku hemu neprodukuji LAB
katalazu, a to vede k akumulaci peroxidii. Uginek peroxidu miize byt zesilen v pfitomnosti
laktoperoxidazy a thiokyanu, které se pfirozené vyskytuji naptiklad v mléce. Akumulace
peroxidd u rodi Lactococcus a Lactobacillus potlacuje rust bakterii rodu Lactococcus
a gramnegativnich Pseudomonas spp., které jsou zodpovédné za kontaminaci potravin [22].
Reuterin (B-OH-propionaldehyd) vznika za anaerobnich podminek z glycerolu u bakterii
Lactobacillus reuteri, L. brevis, L. buchneri, L. collinoides a L. cornifromis. Vykazuje
antagonickou aktivitu proti mnoha patogennim mikroorganismtm, jako jsou bakterie rodu
Clostridium, Staphylococcus a Listeria, kvasinek rodu Candida, enterobakterii (Salmonella
a Shigella) a prvokii rodu Trypanosoma. Siroké spektrum t&inkli vychazi ze schopnosti vazat
se na SH-skupiny enzymd, a to véetné enzymu ribonukleotidreduktazy [22].

Diacetyl je primarn¢ aktivni proti grampozitivnim bakteriim rodu Bacillus a gramnegativnim
bakteriim z rodi Salmonella, Yersinia, Escherichia a Aeromonas. Tvoii se pfi pfeméné citratu
na pyruvat a maximalni tvorba je pozorovana pti mirné kyselém pH [22].

Lactobacillus casei ssp. casei, L. casei ssp. pseudoplantarum a n¢které dalsi LAB produkuji
pyrrolidon-5-karboxylovou kyselinu. Tato organicka kyselina vykazuje baktericidni ti€inek
proti Bacillus subtilis a Enterobacter cloacae [22].
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2.2.3.2. Antifungalni latky

Antifungélni aktivita neni typickou fyziologickou vlastnosti LAB, ale neddvné publikace
zaznamenali produkci specifickych antifungalnich sloucenin nékterymi kmeny LAB.
Z antifungalnich  slouc¢enin  produkovanymi LAB jsou znamy diketopiperaziny,

hydroxyderivaty mastnych kyselin, kyselina benzoovd, methylhydantoin, mevalolakton,
pentocin TV35b a reuterin [22], [23], [24].

2.2.3.3. Bakteriociny

Bakteriociny jsou heterogenni antimikrobialni peptidy s riznym spektrem aktivity, molekularni
hmotnosti, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a mechanismy uc¢inki. Z LAB produkuji
bakteriociny zastupci rodu Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
a Streptococcus. Syntéza bakteriocintl je kmenové specifickd. Rozdil bakteriocinti od ostatnich
antibiotik spoc¢iva ve tfech vlastnostech: maji specifické spektrum aktivity, jejich syntéza
probiha na ribozomech, a kazdy bakteriocin disponuje vlastnim specializovanym imunitnim
proteinem. Podle chemické struktury se bakteriociny déli do ¢tyf tiid — lantabiotika (tfida I),
bakteriociny bez modifikovanych aminokyselin (tfida II), velké bakteriociny (tfida III) a sloZzité
bakteriociny (tfida IV) [22].

2.2.4. Vyutziti bakterii mlé¢ného kvaseni a jejich metaboliti v kosmetice

Bakterie mlé¢ného kvaSeni se tradicné pouzivaji jako startovaci kultura pro fermentované
potraviny, jako syry, jogurty nebo nakladana zelenina. Jako probiotika jsou tyto bakterie
vyuzivany pro modulace imunitni odpovédi a pro 1é¢bu riznych onemocnéni. V roce 2012 bylo
v Japonsku ptedstaveno 79 kosmetickych slozek fermentovanych pomoci bakterii mlééného
kvaseni, ¢imz doslo k dal§imu rozsifeni vyuziti t€chto bakterii [25], [27].

Pokozka se sklada z dermis a epidermis, kdy epidermis se dale rozdéluje na zivou epidermis
arohovou vrstvu (Stratum corneum). Rohova vrstva pisobi jako bariéra, ktera zabranuje
dehydrataci pokozky a obsahuje pfiblizné 30 % tzv. pfirozeny hydrata¢ni faktor (NMF
z anglického natural moisturizing factor). NMF se sklada z 40 % aminokyselin, jako jsou serin,
glycin, 12 % laktatu, ktery dokaZe zadrZzovat vodu v rohové vrstvé, 7 % mocoviny a dalSich
latek. Celé sloZzeni NMF je uvedeno v Obrazek 4. Slozky NMF jsou vysoce U¢inna zvlh¢ovadla,
ktera dokazou pfiitahnout a vazat vodu z atmosféry a nasat ji do korneocytd. Pokud je NMF
dostatecné hydratovany, vytvaii iontové interakce s keratinovymi vlakny, diky ¢emuz snizuje
mezimolekuldrni sily mezi vlakny a zvySuje elasticitu rohové vrstvy. ZvySenim elasticity
dochazi k zdravé a pruzn€ vypadajici pokoZce a nedochdzi k praskdni nebo olupovani
v disledku mechanického namahani [25], [26].
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V bunééné stén¢ bakterii mlééného kvaSeni je pfitomna proteindza, kterd zahajuje pfemeénu
extracelularnich proteinti na oligopeptidy. Diky této proteolytické aktivit¢ a katabolické
produkeci proteinti a peptidti jsou LAB schopny produkce aminokyselin ve fermentacnim médiu.
Fermentové slozka tak obsahuje velké mnoZzstvi kyseliny mlécné a aminokyselin, které jsou
soucasti NMF a pfi aplikaci na pokozku vykazuje hydrata¢ni Gi¢inek [25].

Pro fermentaci lze vyuzit naptiklad bakterie Streptococcus thermophilus, Lactobacillus spp.
nebo Lactococcus spp. Supernatant odstiedéného mléka fermentovaného pomoci
S. thermophilus prokazal hydratac¢ni, antioxida¢ni a pH-udrzujici Géinky. S. thermophilus
YIT 2084 ma schopnost produkovat i kyselinu hyaluronovou, ktera podporuje hojeni ran
a mize vytvafet bariéru proti oxida¢nimu stresu [25].

Aloe vera ma antibakterialni, antivirové, antimykotické, hojivé i protizanétlivé ucinky a jeho
hydrata¢ni G¢inek lze zvysit fermentaci pomoci Lactobacillus platarum. Tato bakterie ma
schopnost pfeménit kyselinu jable¢nou na kyselinu mlé€nou pomoci malolaktické fermentace.
Diky kombinaci fruktdzy a kyseliny mlé¢né se zvysuje obsah vody v pokozce [25].

Keratinocyty maji schopnost rozpoznat patogeny a odlisit je od komenzalnich organismi
béZné se vyskytujicich na pokozce. UV zafeni aktivuje keratinocyty, které nasledné vyvolavaji
imunitni odpovéd’ sekreci prozanétlivych cytokini. Probiotické bakterie maji imunosupresivni
ucinky, které souvisi s jejich schopnosti stimulovat bunééné signalni drahy spojené s receptory
PRR (Pattern Recognition Receptor), které rozpoznavaji vzory exprimované na fad¢ imunitnich
bunék a dalsich tkanich. Imunitni odpovéd probiotik je kmenové specificka. L. plantarum
a L. acidophilus siln¢ inhibuji potencialni aktivitu zanétlivych mediatort, cytokind spojenych
se zanétem. Lactobacillus paracasei urychluje obnoveni funkce kozni bariéry a potlacuje
uvolnovani TNF-a vyvolaného substanci P, coZ je polypeptid zvySujici motilitu tenkého stieva,
kontrakce hladké svaloviny a neurotransmiter spojeny s vnimanim bolesti. Bifidobacterium
infantis zabrafiuje imunitnim abnormalitdm, které jsou spojené s koznimi poruchami
a Lactobacillus reuteri dokaze chranit epidermalni keratinocyty pied stafylokokem [27].
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Kyselina mlé¢na ma mnohostranné vyuziti v pé¢i o plet. Je znamo, ze egyptska kralovna
Kleopatra se koupala v mléce v domnéni, Ze ji pomutze udrzet mladistvy vzhled [28]. Na
pocatku tohoto stoleti vyzkumnici z Univerzity v Marylandu potvrdili, ze kyselina mlé¢na hraje
zasadni roli pfi obnové pokozky. Dale bylo zjiSténo, Ze mé kyselina mlé¢na klicovy podil na
zesvétleni pokozky a ma vliv na melaninovy pigment, ktery je odpovédny za odstin barvy ktize
[28]. Peelingy s obsahem kyseliny mlééné odstranuji povrchové vrstvy pokozky a zaroven
podporuji rychlejsi obnovu koznich bunék. Pti odstranéni starych bunék mtze byt stimulovana
tvorba elastinu a kolagenu, coZ napomaha redukovat jemné vrasky. Kyselina mlé¢na mize byt
pouzita na vSechny typy pleti, véetné citlivé pokozky, akné a rosacey, avsak i piesto existuje
riziko alergické reakce. Také se po aplikaci ptipravku s obsahem kyseliny mlééné doporucuje
nanést opalovaci krém s SPF 15 nebo vys$sim, nebot’ kyselina mlécna mize Cinit pokozku
citlivéjsi na slunecni zafeni. Kyselinu mlé¢nou Ize pouzivat jako hydrata¢ni prostiedek a pfi
nepfretrzitém pouzivani mize pusobit jako mikropeeling. Jako exfoliant je kyselina mlé¢na
vhodnéjsi pro suchou a citlivou plet, nebot’ je jemné&jsi na rozdil od kyseliny glykolové [28].

2.3. Houby rodu Aspergillus

Druhy rodu Asperigillus patii mezi jedny z nejrozsifenéjsich hub ve svéte. Tento druh obsahuje
vice nez 340 jednotlivych rodid, které mohou byt prospé$né i patogenni. Jsou velmi
pfizptisobivé, co se tye podminek ristu. Dokazou rist v Sirokém teplotnim rozmezi (6-55 °C)
i pfi relativné nizké vlhkosti. Naptiklad Apergillus penicilloides je uvadén mezi nejvice
xerofilnimi houbami. Zivi se Sirokou §kalou substratil, véetné lidské tkané a trusu, ale nejéastéji
se vyskytuje na rostlinnych komplexnich polymerech. Velky pocet druhti je také oportunisticky
patogen zvifat a lidi, kdy mohou zplisobovat invazivni aspergildozu, neinvazivni plicni
aspergilom nebo alergickou bronchopulmonalni aspergilozu. Existuji ale druhy, které mohou
byt pro lidstvo prosp&$né a maji oznaceni GRAS [29], [30], [31].

2.3.1. Metabolity plisni rodu Aspergillus

Plisné¢ rodu Aspergillus produkuji rozmanitou $kalu strukturalné heterogennich primarnich
i sekundarnich metaboliti. Rod Aspergillus nasel vyuziti v biotechnologickém sektoru diky své
vysoké produkci organickych kyselin a extracelularnich enzymi. Mezi nejprodukovangjsi
organické kyseliny patii kyselina citronova, itakonova, glukonova a kojova, coz je zakladem
vyuziti téchto hub v koji fermentaci rozsitené v celé vychodni Asii. Pro ziskani zivin z prostredi
vylucuji aspergily naptiklad amylazy, xylanazy, pektinazy i elastazy. [31], [34].

2.3.1.1. Polyketidy

Polyketidy patii mezi nejrozsitenéjsi sekundarni metabolity u hub, pficemz u rodu Aspergillus
jsou nejvice zkoumany aflatoxiny a statiny. Aflatoxiny jsou toxické metabolity zpisobujici
aspergilozu a predstavuji tak hrozbu jak pro ostatni mikroorganismy, tak pro ¢lovéka a zvitata.
V potravindich mohou setrvat neomezen¢ dlouho, jsou tepelné stabilni i mrazuvzdorné.
Produkuje je pouze mala skupina druhut, pii¢emzZ neproblemati¢téjsi jsou Aspergillus flavus
a Aspergillus parasiticus. Lovastatin, ktery patii mezi statiny, je silny inhibitor 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA a na trh vstoupil pro svou schopnost G¢inn¢ snizovat syntézu cholesterolu
Vv regula¢nim bodé jeho syntetické drahy [31], [34].

19



2.3.1.2. Enzymy

Lipazy katalyzuji hydrolyzu triacylglycerol na diacylglyceroly a monoacylglyceroly, mastné
kyseliny a glycerol. Mikrobialni lipazy se uplatiuji v Sirokém spektru pramyslovych aplikaci
diky vysoké stabilité, specifické substratové selektivité a nizSim vyrobnim nakladtm. Plisné
jsou povazovany za nejlepsi producenty lipaz, a v soucasném pramyslu jsou preferovanym
zdrojem, protoze produkuji extracelularni lipazy, coz usnadnuje jejich extrakci z fermenta¢niho
média [31].

Proteazy jsou skupina hydrolytickych enzymt Stépici peptidové vazby mezi
aminokyselinami. V souc¢asnosti piestavuji proteazy ziskavané z mikroorganismu piiblizné 40
% celosvétového trhu senzymy. Pro vytvafeni proteolytickych enzyml je jednim

Celulaza stépi glykosidové vazby ve vlaknech celulozy a tim uvolnuji oligosacharidy,
celobiozu a glukézu. Stejné jako u lipaz se pro prumyslovou produkei vyuzivaji pravé houby,
nebot’ produkuji celulazy extracelularné. Mikrobidlni celulazy vykazuji rozdilnou stabilitu
a enzymatickou aktivitu v zavislosti na fyzikalnich faktorech, jako je pH nebo teplota [31], [36].
potencialem. Jedna se o enzymy S$tépici Skrob a nejvétsi vyuziti nasli nejen v potravinaiském
prumyslu, ale i textilnim nebo farmaceutickém sektoru. Pro produkci se nejcastéji vyuziva
Aspergillus oryzae [31].

Pektinazy jsou enzymy, které S$tépi pektin — strukturalni polysacharid, ktery se nachazi
V buné&¢nych sténach rostlin, obilovin, ovoce a zeleniné. Pro primyslové ziskavani pektinazy je
vyuzivan Aspergillus niger, ktery produkuje pektinazy za ucelem $tépeni stiednich lamel
Vv rostlinach a ziskanim Zivin z rostlinnych tkani [31].

Laktazy patii mezi B-galaktosidazy, jeZ katalyzuji hydrolyzu lakt6zy na glukdzu a galaktozu.
Jsou také vyuzivany K ziskavani galaktooligosacharidi, které slouZzi jako probiotika a stimuluji
rast prospésnych bakterii. Pro biotechnologickou vyrobu je nejcastéji vyuzivan Aspergillius
oryzae [31].

Lakaza je metalloprotein obsahujici méd’ a podili se na degradaci ligninu a odstranéni
toxickych fenolickych sloucenin. Primyslové aplikace lakdzy jsou velmi rozmanité, od vyroby
ethanolu, ptes analyzu 1é¢iv az po textilni primysl. Taninaza katalyzuje hydrolyzu esterovych
vazeb v hydrolyzovatelnych taninech za vzniku glukézy a kyseliny galové. Nejcastéji se
vyuziva v potravinaistvi na ¢ifeni ovocnych $tav, odstranéni taninti z potravin a dalsich [31].

2.3.1.3. Organické kyseliny

Organické kyseliny hraji vyznamnou ekonomickou roli diky Siroké Skale aplikaci
a biotechnologicka produkce organickych kyselin pomoci vldknitych hub zastava zasadni roli.
Mezi nejvyuzivangjs$i organické kyseliny, které produkuji plisné rodu Aspergillus, patii
kyselina citronova, itakonova, kojova a glukonova [31].
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Kyselina citronova ma status GRAS a jeji primyslova vyroba pomoci vlaknitych hub saha
az do roku 1917, kdy byly optimalizovany podminky pro povrchovou kultivaci [31]. Jedna se
o trikarboxylovou kyselinu, ktera je meziproduktem Krebsova cyklu. Pro primyslovou
produkci je vyuzivan A. niger. Pfiblizné¢ 70 % jejiho uplatnéni piestavuje v potravinafstvi
prostiedek pro Gpravu pH a zlepSeni chuti. Nasla si vSak cestu do farmacie a kosmetiky, kde se
pouziva jako okyselovadlo a pro svou chelata¢ni aktivitu vii¢i kovovym iontim [31], [37].
Kyselina itakonova byla poprvé ziskana destilaci kyseliny citronové a od roku 1960 je vyrdbéna
fermenta¢né pomoci Aspergillus terreus. Tato dikarboxylova kyselina ma jednu karboxylovou
skupinu konjugovanou s methylenovou skupinou a jeji biosyntéza probiha pies metabolismus
glukoézy. Od vyuziti v primyslovych lepidlech se jeji uplatnéni v poslednich letech presouva
i do biomedicinskych oblasti [31], [38].

Nazev kyseliny kojové byl odvozen od slova ,,Koji*, coz predstavuje startovaci inokulum
pouzivané pti vyrob¢ asijskych potravin, jako jsou saké, shoyu, miso a ocet. Jako startovaci
inokula u téchto fermenta¢nich vyrob se vyuzivaji A. oryzae, A. tamarii, A. parasiticus
a A. flavus, které pravé vylucuji kyselinu kojovou. Tato organicka kyselina vykazuje slabé
kyselé vlastnosti a neskodnou biodegradaci, ktera se zaslouzila o jeji multifunkénost [31].

Kyselina glukonova je vyrabéna z glukézy reakci katalyzovanou glukézaoxidazou, kdy
dochazi k dehydrogenacéni reakci a vzniku kyseliny glukonové z glukézy. V roce 1922 byla
nalezena u Aspergillus niger a od té doby prob&hlo mnoho studii podminek a procesit vedoucich
K vy$sim vytézkam fermentaéni produkce [31], [32], [33]. Kyselina glukonova nasla uplatnéni
V potravinafském pramyslu a jeji derivaty jsou vyuzivany jako dopliky stravy ve
farmaceutickém i textilnim pramyslu [31].

2.3.2. Vybrané druhy

2.3.2.1. Apergillus oryzae

Aspergillus oryzae naSel uplatnéni jako biotechnologicky nastroj v mnoha zemich svéta,
zejména v potravinarském pramyslu pii vyrobé fermentovanych potravin. Ma schopnost
produkovat velké mnozstvi amyldzy a proteazy k pfeméné proteinti a riznych Skrobl na
aminokyseliny a sacharidy. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) ji schvalila jako GRAS.
V poslednich letech se mluvi 0 A. oryzae jako o perspektivnim probiotiku, nebot
amylolytickymi a proteolytickymi enzymy usnadiiuje rozklad suché hmoty a tim 1 ziskdvani
zivin, které pak mohou poslouzit jako substrat pro stfevni bakterie rodu Lactobacillus a dalsich.
Za zakladé podminek kultivace produkuje rozmanité sekundarni metabolity, které patii do
ruznych chemickych tfid, jako jsou terpenoidy, organické kyseliny, kumariny, mastné kyseliny
a oxylipiny. Mnohé z téchto metaboliti vykazuji fadu biologickych aktivit — od
protinadorovych a cytotoxické az po antimikrobialni, antihypertenzni a antivirové Gc¢inky [44].

2.3.2.2. Apergillus sojae

Tento druh je pfibuzny zejména A. oryzae a nasel vyuziti jako koji pliseni pro produkci
fermentovanych produktt. Stejn¢ jako A. oryzae nema schopnost produkovat aflatoxiny a ziskal
oznaceni GRAS. Diky vysoké protedzové a leucinaminopeptidazové aktivité se vyuziva
zejména pro fermentaci s6jovych bobu [39], [45].

21



V Japonsku se vyuziva predevsim pro vyrobu shoyu (japonské s6jové omacky). Obecné se
povazuje A. sojae za domestikovany kmen A. parasiticus na zakladé jejich morfologické
podobnosti [39], [45].

2.3.2.3. Aspergillus luchuensis

Jedna se o Cernou koji plisent pouzivanou pii vyrobé tradi¢ni japonské destilované palenky
Awamori, fermentaci meju (startovaci kultura ze séjovych bobt) a nuruku (startovaci kultura
z pSeniéné mouky) v Koreji a ¢aje pu-erh v Cing [40], [41], [43]. Produkuje velké mnozstvi
kyseliny citronové, kterd zabranuje mikrobidlnimu kazeni v priabéhu fermentaci a pii
skladovani. V potravinaistvi se dale uvazuje o jeho potencialnim vyuzitim jako probiotikum.
Ma vysokou toleranci vici kyselindm a gastrOintestindlnim podminkam, Vvysokou
hydrofobicitu, adhezni potencial a vyraznou antimikrobialni a antioxida¢ni aktivitu [42], [43].

2.3.3. Vyuziti metabolitt plisni rodu Aspergillus v kosmetice

Kyselina kojova je ve vodé rozpustnd organickd kyselina produkovand jako sekundarni
metabolit n¢kterymi druhy rodu Aspergillus, napiiklad A. flavus, A. oryzae, A. tamarii nebo
A. parasiticus. V kosmetice se vyuziva jako prostfedek pro zesvétlovani pokozky pii 16¢bé
melasmy neboli hyperpigmentace. Kyselina kojova a jeji derivaty jsou vyuzivany k blokovani
tvorby pigmentu melanocyty a fadi se mezi nejvice vyuzivané slozky bélicich kosmetickych
ptipravk. Ma schopnost inhibice tyrozinazy, a miize byt vyuzita jako ochranny faktor proti
UV zéfeni, které zpusobuje fadu koznich 1ézi. Byly prokézany také jeji antioxidacni,
vedlejsi ucinky, a proto se stala vhodnou alternativou v kosmetickych ptipravcich. Koncentrace
Vv topickych ptipravcich by méla pohybovat v rozmezi 1 % nebo méné. V téchto koncentracich
vykazuje kyselina kojova efektivni a bezpe¢né vlastnosti [46]. Studie uvadéji, ze riizné derivaty
kyseliny kojové, jako je ester, laureat nebo dipalmitat, jsou G¢innéjsi neZ samotna kyselina [46].
Byly ptedstaveny chelaty kyseliny kojové se zinkem a manganem, které¢ slouzi jako ochranna
¢inidla proti radiovému a gama zafeni. Dalsi derivaty mohou mit i antifungalni a antibakterialni
vlastnosti [47]. V poslednich nékolika letech byly izolovany nové slou¢eniny, oznacované jako
kojikony A a B, které vykazovaly silné protizanétlivé Gi¢inky in vitro i in vivo a predstavuji tak

Fenolické slouceniny pusobi jako antioxidanty nékolika mechanismy, v¢etné zachycovani
volnych radikald, inhibice prooxidantnich enzymu nebo chelace kovovych iontl. Fenolické
latky v rostlinach se vyskytuji obvykle v konjugovanych formach prostfednictvim
hydroxylovych skupin. Pomoci hydrolytickych enzymil, jako je B-glukosidaza, je mozné zvysit
obsah fenolickych latek i antioxidacni aktivitu [47].

Obsah kyseliny citronové ve fermentacnich médiich mize pfispivat k antioxidacni aktivité
extraktu diky jeji synergii s primarnimi antioxidanty. Elastdza je enzym schopny degradovat
elastin — extracelularni protein zajistujici elasticitu pojivové tkané ktize. Bylo prokazano, ze pfti
opakované expozici UV zafeni je urychlovana syntéza elastazy, coz vede ke ztrat¢ elasticity
a vzniku vrasek. V kosmetickém primyslu ziskava rostlinna fermentace na popularité, nebot
fermentované extrakty ziskané z pfirodnich surovin a mikrobidlnich kultur zlepSuji
mikroekologii povrchu kiize a posiluji jeji ptirozené fyziologické funkce [47], [49].
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U extraktd ryzovych otrub fermentovanych pomoci A. oryzae bylo kromé antioxida¢nich
latek, fenolll a kyseliny citronové, detekovano také mnozstvi kyseliny ferulové a syringové,
u nichz byly prokazany antielastazové vlastnosti a pravdépodobné synergické pisobeni [47],
[49].

Fermentaci Cervené ryze pomoci A. oryzae byla ziskana tada latek prospésnych pro zdravi
ktze. Byla prokdzana vyznamna proliferace fibroblasti a zvySeni mRNA exprese genl
souvisejicich s extracelularni matrix, kterd se podili na omlazujicich uc€incich a snizovani
tvorby kyslikovych radikala [46], [50].

Kyselina citronova je v kosmetice pouzivana jako regulator pH, chelata¢ni ¢inidlo nebo jako
slozka viiné. Nekteré jeji soli jsou rovnéz vyuzivany jako chelatacni ¢inidla a kondicionacni
slozka. Kyselina citronova se vyuziva téméf ve vSech kategoriich kosmetickych ptipravkd.
U ptipravkli ponechdvanych na kazi se jeji koncentrace dosahuje koncentrace az 4 %,
u ptipravka uréenych k oplachnuti 10 % a u produkti pro koupelové pouziti dosahuje 39 %
[51].

2.4. Stavba a funkce kuze

Kuze (cutis, derma) je nejvetsi plosny organ lidského téla a u dospélého ¢loveka pokryva
plochu v priméru 1,5-1,8 m2. Hmotnost kiize se pohybuje okolo 3 kg, pokud je kiize ztlusténa
tukovym polsStafem, mize dosahovat hmotnosti az 20 kg. Tloustka kize ¢ini 0,5-4 mm
Vv zavislosti na Casti téla. Predstavuje UCinnou ochranu proti fyzikdlnim, chemickym
I mikrobiologickym vliviim naseho okoli. Termoregulacni systém je ovladan pomoci ¢innosti
potnich zZlaz a pomoci zmén pratoku krve krevnim fecistém. Kiize se také ucastni latkové
vymény pomoci potnich a mazovych zlaz, které predstavuji exkre¢ni organ a nezanedbatelnou
¢asti se podili na dychani. RozliSujeme tfi hlavni vrstvy — pokozka, Skara a podkozni vazivo
[52], [53].
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2.4.1. Pokozka (epidermis)

Pokozka je tvofena dlazdicovym epitelem. Buiiky ve vrchnich vrstvach postupné odumiraji,
rohovati a olupuji se. Epitel tvofi n€kolik vrstev az k lamina basale (bazalni lamin¢), kde
navazuje dermis. Bazalni bunky zarode¢né vrstvy (stratum germinativum) se mitoticky mnozi
a tato vrstva se smérem k povrchu kiize méni na vrstvu rohovou (Stratum corneum), kterd
predstavuje bariéru organismu pied vnéjSim prostiedim. Mezi derivaty epidermis patii chlupy,
nehty a kozni Zlazy. V zarodeéné vrstvé se rozliSuji bazalni vrstva (stratum basale) a ostnita
vrstva (stratum spinosum). V stratum basale probiha bunééné déleni a vznik novych bunék.
Stratum spinosum je nejtlustsi vrstvou pokozky a je tvofena keratinocyty. Na stratum spinosum
navazuje smérem k povrchu zrnita vrstva (stratum granulosum), ve které se zaCinaji vytvaret
keratinohyalinova zrna, coZ je prekurzor keratinu. Mezi zrnitou vrstvou a rohovou vrstvou
Vv tlustsi epidermis se nachazi leskla vrstva (stratum lucidum) [52], [53].

Keratinocyty jsou buiiky, jejichZz specifickym produktem je keratin. Keratin je vlaknita
bilkovina, kterou jsou vyplnény buniky ve stratum corneum. V bazalni vrstvé se nachazi
melanocyty, ve kterych vznika pigment melanin ve form¢ zrni¢ek. Konkrétné vznika z tyrosinu
katalytickym piisobenim enzymy tyrozinazy. Langerhansovy buiiky jsou ulozené ve stratum
spinosum a jedna se imunokompententni buiky. Maji funkce podobné makrofagiim a nejspis
zprostiedkovavaji alergické reakce epidermis pfi kontaktu s alergenem. Merkelovy bunky se
nachazi fidce rozmisténé na bazalni lamin¢ a plni funkci mechanorecepéni a neurosekreéni [52],

[53].
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2.4.2. Skara (dermis, corium)

Dermis je vazivova ¢ast ktize s kolagennimi a elastickymi vlakny, ktera jsou spojena ve snopce.
Jeji tloustka se pohybuje v rozmezi od 0,5 do 2,5 mm. Povrchova vrstva (stratum papillare) je
protkand siti kapilar a také obsahuje vét§i mnozstvi vazivovych buné¢k fibrocyti a fibroblasta.
Zato hlubsi vrstvé (stratum reticulare) dominuji husté svazky kolagennich fibril. Mezi
elastickymi a kolagennimi vldkny se vyskytuji také tukové bunky. Prochdzi zde krevni a mizni
cévy a nervy. Ve vybézcich Skary jsou ulozena nervova zakonceni, ktera umoziuji vnimat tah,
tlak, teplo, chlad a bolest. Diky bohatému cévnimu zasobeni mtize kiize poskytnout v piipadé
potfeby krev jinym orgdniim a odhaduje se, Ze v koznich cévach mtze byt zadrzovan az 1 litr
krve [52], [53].

Ve skatfe jsou ulozeny dva typy koznich zldz — potni a mazové. Potni Zlazy jsou
nerovnomérné rozlozeny a nejvice se jich vyskytuje na dlanich, cele a plosce nohou. Pot se
tvoii z tkanového moku a jeho funkei je exkrece odpadnich latek a fizeni télesné teploty. V potu
je obsazena piedevsim voda a chlorid sodny. Z organickych latek se zde vyskytuje mocovina,
kyselina mo¢ova, mastné kyseliny, nékteré aminokyseliny a dalsi. Mazové Zlazy jsou ulozeny
vedle vlasii nebo chlupt a na rozdil od potnich zlaz zcela chybi na dlanich a ploskach nohou.
Produktem téchto zlaz je kozni maz (sebum). Ten chrani proti smaceni a vysychani, a tak ¢ini
ktzi vla€nou. Sklada se z triacylglycerold, bilkovin a soli. Triacylglyceroly jsou v priabéhu
sekrece mazu $tépeny esterazami za vzniku volnych mastnych kyselin, které zptsobuji kyselé
prostiedi povrchu kaze [52], [53].
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2.4.3. Podkozni vazivo

Podkozni vazivo (tela subcutanea) piedstavuje spojeni kize s povrchovou fascii nebo
S periostem. Mimo misto spojeni je podkozni vazivo prorostlé tukovymi kapénkami. Vazivo
plni rozmanité funkce. Slouzi jako ochrannéd a izola¢ni slozka Vv rdmci termoregulace a na
dlanich a chodidlech plni i mechanicky vyznam [53].

2.5.  Vybrané metody

2.5.1. UV/VIS spektrofotometrie

Metoda vyuziva absorpce UV a viditelného zafeni. Ultrafialové zafeni se pohybuje v oblasti
200-380 nm, viditelné zafeni navazuje v rozsahu délky 380-800 nm. Po absorpci
elektromagnetického zéfeni nastane excitace valencnich elektroni. Samotné méfeni spociva
vV urceni mnozstvi energie, kterou vzorek pohlcuje pfi prichodu zafenim, coz se projevuje
sniZzenim svételného toku. Odrazené, rozptylené a pohlcené zareni sniZuji intenzitu svétla, které
projde vzorkem, pficemz odraz a rozptyl se bézn¢ zanedbavaji. Zavislost absorbance na
koncentraci analyzované latky a délce prichodu zafeni je popsdna Lambert-Beerovym
zakonem

A=g-c-1, 1)

A zna¢i bezrozmérnou absorbanci, &, predstavuje molarni extinkéni koeficient
[dm®molt-cm™], ¢ je latkova koncentrace v jednotkich mol-dm™3 a 1 udava tloustku
absorbujici vrstvy v centimetrech. Tento zakon plati pouze pro ziedéné roztoky, typicky do
koncentrace pfiblizng 1072 mol-dm 2 [56].

UV/VIS spektrofotometrie se vyuziva pro stanoveni celkové koncentrace proteinti metodu
Hartree-Lowryho, biuretovou metodou nebo metodou dle Bradfordové. Pro stanoveni
koncentrace sacharidi je vyuzivana metoda dle Duboise a pro koncentraci redukujicich cukrii
metoda dle Somogyi-Nelsona. Mezi dalsi rutinni pouziti patii stanoveni celkovych fenolickych
latek a flavonoidd, antioxidacni aktivity ¢i chlorofyl.

2.5.2. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jedna se o rzsifenou separac¢ni techniku v oblasti analytické, farmaceutické a biomedicinské
analyzy, nebot umoZiluje uc¢inné oddéleni sloZek a poskytuje vysokou detekéni citlivost.
Obecné u chromatografickych metod dochéazi k rozdéleni zkoumané smési pomoci pohybu
mobilni pohyblivé faze pies nepohyblivou stacionarni fazi. Pti HPLC je roztok vzorku
vstiikovan do kolony s poréznim materiadlem (stacionarni faze), a kapalné faze (mobilni faze)
diky vysokému tlaku protéka kolonou. Principem separace je adsorpce analytu na stacionarni
fazi na zakladé na zaklad¢ afinity k této fazi [57].
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Obrdzek T1: Obecné schéma HPLC (upraveno) [57]

Pfi vyvoji metody je tieba vybrat vhodny detektor, kolonu a mobilni fazi. Pouze spravné
zvolena kolona dokaze zajistit kvalitni oddé€lni slozek analyzované smési, a bude poskytovat
pfesnou a spolehlivou analyzu. Pfi vybéru kolony se zohlednuji rozméry kolony, retencni
kapacita, velikost ¢astic a chemie stacionarni faze. Hlavnimi slozkami HPLC kolony jsou
stacionarni faze, matrice a hardware [57].

Nejcastéji pouzivanou matrici v HPLC kolonach je silikagel, ktera je chemicky stabilni vici
vétSiné organickych rozpoustédel. Povaha staciondrni fize urcuje povahu mobilni faze.
Chromatografie na norméalnich fazich vyuziva polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi,
a pii separaci prochazeji polarni slouceniny kolonou pomaleji nez nepolarni slouceniny.
Reverzni faze funguje na opacném principu, a mezi bézné pouzivané kolony reverzni faze patii
propylové (C3), butylové (C4) a pentylové (C5) faze. Sirsi vyuziti pak maji kolony C8 nebo
C18. Pro stanoveni malych organickych molekul se vyuziva nejcastéji praveé chromatografie na
reverzni fazi [57].

Pt gradientovém eluénim rezimu dochazi k postupné zméné sloZeni mobilni faze, zatimco
u izokratické eluce zlstava sloZzeni mobilni faze stejné. Nejcasteji pouzivanymi rozpoustédly
pro mobilni fazi jsou methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Hodnota pH mobilni faze
umoznuje ménit retenci a selektivitu slozek. Pro ionizovatelné analyty se vybird pH mobilni
faze na zakladé hodnoty pKa analytu [57].

Po chromatografickém oddélni je analyzovand latka detekovdna pomoci vhodnych
detektorti. Komeréné vyuzivanymi detektory v kapalinové chromatografii patii UV detektory,
fluorescenéni detektory, elektrochemické detektory nebo detektory hmotnostni spektrometrie
[57].

2.5.3. Analyticka centrifuga

Pro analyzu hydrodynamickych vlastnosti ¢astic v disperznim systému je vyuZzivana analyticka
centrifuga. Hlavnim principem pro méfeni je rozdilnd sedimentacni rychlost Castic
Vv odstfedivém poli, které se 1iSi svou velikosti a hustotou. Zabudovany opticky systém
umoznuje sledovat pohyb vzorku v kyveté, kterda prochdzi svételnym paprskem. Intenzita
prochézejiciho svétla je métena jako funkce casu a polohy po celé délce vzorku soucasné a data
jsou nasledné zobrazovana jako funkce radialni polohy [58].
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Chovani vzorku v kyveté pii separaci je tedy analyzovano sledovanim zmén transmitance
Vv libovolné ¢asti vzorku nebo pohybu libovolného fazového rozhrani [58].

2.5.4. Stanoveni antimikrobialni aktivity

2.5.4.1. Diskova difiizni metoda

Vybrana kultura je zao¢kovana na agarovou misku s vhodnym médiem a nasledné jsou na
misku pokladany disky z filtra¢niho papiru, které jsou napustény aktivni latkou. Pomoci difuze
pronika aktivni latka do agarového média a inhibuje rast testovaného mikroorganismu. Tato
metoda nedokédze rozliSit bakteriostatické a bakteriocidni UcCinky, nebot’ inhibice rtstu
mikroorganismu neznamena jeho smrt. Metoda dokaze Klasifikovat mikroorganismy jako
citlivé, intermediarni nebo rezistentni vuci testované aktivni latce. Z divodu nemoznosti
kvantifikace mnozstvi difundované antimikrobiédlni latky metoda neni vhodna pro urovani
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) [59].

2.5.4.2. Bujonova diluéni metoda

Metoda mikrodiluéniho nebo makrodiluéniho testu je jedna z nejzakladnéjSich metod pro
testovani citlivosti na antimikrobialni latky a stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace. Do
tekutého rustového média ve zkumavkéach s minimalnim objemem 2 ml (makrodiluce) nebo
vV 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce (mikrodiluce) jsou pfidany rizné koncentrace testované
latky. Poté je kazda zkumavka nebo jamka na desticce inokulovédna mikrobidlni kulturou
ziedénou na hodnotu 0,5 stupné McFarlanda. Po promichéani se zkumavky nebo mikrotitra¢ni
desticka inkubuji za vhodnych podminek pro testovany mikroorganismus. MIC je stanovena
spektrofotometricky na zakladé zmény zakalu, ktery indikuje naristu kultury [59].
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3. CILE PRACE

Hlavnimi cili diplomové prace zabyvajici se valorizaci sekundarnich produktii zpracovani
technického konopi za i¢elem vyuziti v kosmetice jsou:
e literarni reSerSe tykajici se charakteristiky, zpracovani a frakcionace konopi, slozeni
frakci a jejich hlavni bioaktivni latky
e charakterizace odpadni vldkniny ze zpracovani konopi, optimalizace stanoveni
kanabinoidi a dalSich biologicky aktivnich latek vyuzitelnych v kosmetice
e moznosti extrakce a biotechnologické valorizace
e piiprava kosmetickych emulzi a dalSich typt ptipravki s pfidavkem konopného
extraktu
e stanoveni stability biologického tcinku konopnych preparatti, stability a senzorickych
vlastnosti
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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)

Gluk6za monohydrat, p.a., LachNer (CR)

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)

Trolox, Sigma Aldrich (SRN)

Uhli¢itan sodny, p.a., LachNer (CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat, Penta Chemicals (CR)
Hydrogenuhligitan sodny, Penta (CR)

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

Siran méd'naty pentahydrat, LachNer (CR)
Molybdenan amonny, LachNer (CR)
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat, LachNer (CR)

4.1.2. Pristroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

Centrifuga Z 36 HK, Hermle (SRN)

Predvazky Scout, Ohaus (USA)

Spektrofotometr UV-1600PC, VWR® (USA)

Magneticka michacka, Lavat (CR)

Vortex mini, Ohaus (USA)

Densiometr DEN-1, Grant-Bio (SRN)

HPLC sestava Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem, ThermoFisher (USA)
Temperovana tiepacka, Heidoplh Inkubator 1000, Labicom (CR)
Ttepacka KS 4000 i control, IKA (SRN)

Stolni multimetr pH 700, Eutech Instruments (CR)

Analyticka centrifuga, LUMISizer (Némecko)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)
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4.1.3. Pouzity material pro kultivace
Lactobacillus MRS Broth, HiMedia (CR)
Konopna vlaknina (Futura 75), Povazsky olej (SK)
Agar praskovy bakteriologicky, HiMedia (CR)
Lysogeny Broth, Sigma Aldrich (SRN)

Brain Heart Infusion, HiMedia (CR)

Sabouraud Dextrose Broth, Sigma Aldrich (SRN)

4.1.4. Pouzité mikroorganismy

V praci byly pouzity bakterie Lactiplantibacillus plantarum CCM 7039, Bifidobacterium
bifidum CCM 3762, jejich kombinace (oznaceno jako ,,mix*) a komer¢né dostupny mix bakterii
mlécného kvaseni. SloZeni komeréniho mixu je uveden v Tabulka 2. Jako zastupce plisni rodu
Aspergillus byly pouzit Aspergillus sojae CCM F-717. Pro testovani antimikrobialni aktivity
byly pouzity bakterie Citibacterium acnes CCM 3437, Escherichia coli CCM 3954,
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a Candida glabrata CCM 8270.

Tabulka 2: Slozeni komercniho mixu bakterii mlécného kvaseni

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium longun subsp. longum
Enterococcus feacium
Lacticaseibacillus casei
Lacticaseibacillus paracasei
Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus johnsonii
Lactococcus cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis
Latilactobacillus curvatus
Ligilactobacillus salivarius
Limosilactobacilus fermentum
Limosilactobacillus reuteri
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
Streprococcus salivarius subsp. thermophilus
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4.2. Kultivace bakterii mlééného kvaseni

4.2.1. Priprava kultivacniho média a substratu

Pro kultivaci vyse uvedenych bakterii mlééného kvaseni bylo pouzito kapalné médium MRS
Broth a konopna vlaknina. Médium MRS bylo pfipraveno dle pokyni vyrobce, tedy 55,15 g
praskového média na 1000 ml destilovaného vody. Pro ptipravu vlakninového média byly
smichany 2 g konopné vlakniny s 40 ml destilované vody. Obé média byla sterilizovana
Vv tlakovém hrnci pii 120 °C po dobu 25 minut.

4.2.2. Oc¢kovani a kultivace

Zasobni kultura pouzitych bakterii mlécného kvaSeni byla pfipravena do sterilnich 15 ml
plastovych zkumavek s 12 ml sterilniho MRS média v o¢kovacim boxu. Z kryo-zkumavek
L. plantarum a B. bifidum byl odebran 1 ml kultury, ktery byl pfenesen do jednotlivych
zkumavek. Pro ptipravu mixu bylo z kazdé kryo-kultury odebrano 0,5 ml. Komer¢ni mix ve
formé¢ lyofilizatu byl nabran na Spicku Spachtle a prenesen do zkumavky s MRS médiem.
Kultivace probihala v inkubatoru pifi 37 °C 16 hodin a nasledn¢ byly zdsobni kultury
skladovany pti 4 °C.

V oc€kovacim boxu bylo sterilnich plastovych 50 ml zkumavek nalito 40 ml sterilniho MRS
média. Zkumavky s MRS médiem byly nasledné zaockovany 2 ml zasobni kultury zfedéné na
1° McF. Kultivace probihala 16 hodin pti 37 °C.

Redéni podle McFarlandovych standardii je zaloZeno na méfeni optické hustoty (turbidity)
s pouzitim komerénich standard. Densitometr je kalibrovan komerc¢nimi standardy v rozmezi
0,5 az 4 McF, pticemz 0,5 McF odpovida pfiblizné 1,5-108 CFU/mI bakteridlnich bungk. Do
densitometru je poté vloZena zkumavka s vhodnym kultivaénim médiem, do které se pfidava
piipravena bakterialni kultura do pozadované hodnoty McF [61].

Substrat z konopné vldkniny byl pfeveden v o¢kovacim boxu do sterilni plastové 50 ml
zkumavky. Substrat byl zao¢kovan 2 ml ziedéné zasobni kultury a zkumavky byly vlozeny do
inkubatoru, kde probihala kultivace pti 37 °C po dobu 16 hodin. Spolu se zaoCkovanymi
substraty byl inkubovan i vlakninovy substrat bez bakterialni kultury.

4.2.3. Stanoveni rustu kultury bakterii pomoci turbidimetrie

Zkumavky s vlakninovym substratem byly po ukonceni kultivace promichany a nasledné
zcentrifugovany po dobu 2 minut pii 4000 otackach, aby doslo k usazeni konopné vlékniny.
Nejprve byla stanovena hodnota zakalu v jednotkach McF u vlakninového substratu bez
bakterialni kultury tak, ze byly odebrany 2 ml roztoku nad usazenou vldkninovou frakci do
zkumavky a zméfen zakal. Posléze byly stejn¢ zméteny i vlakninové substraty s bakterialnimi
kulturami. Hodnota zakalu byla stanovena jako rozdil hodnoty stupné McF vlakniny
s bakteridlni kulturou a ¢istého substratu.

4.2.4. Stanoveni CFU pomoci plotnové metody

Pro porovnani s méfenim turbidimetrie bylo vyuzito i nepfimého stanoveni poctu bakterii
pomoci plotnové metody. Po kultivaci v MRS médiu i vlakninovém substratu bylo pro kazdou
bakterialni kulturu provedeno desitkové fedéni v rozmezi 107 az 107°,
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Z kazdé¢ ztedéné kultury bylo odebrano 100 pl a tento objem byl nasledné naockovan na
misky s MRS agarem V triplikatech a rozetien sterilni hokejkou. Misky byly inkubovany pii
37 °C 48 hodin. Spocitanim narostlych kolonii na jednotlivych miskach a ziskanim jejich
prumérné hodnoty byla stanovena hodnota CFU/ml (Colony Forming Unit, kolonie tvoii
jednotky) pro kazdou kulturu.

4.3. Uprava konopné vlakniny pomoci plisné rodu Aspergillus pro kultivaci
bakterii mlééného kvaSeni

4.3.1. Kultivace Asperigullus sojae

Na zakladé vysledkl za soubézné probihajici diplomové prace [62] zabyvajici se Kultivaci
plisni Aspergillus oryzae, Aspergillus luchuensis a Aspergillus sojae na konopné vlakniné byl
pro Gpravu konopné vlakniny jako substratu pro bakterie mlééného kvaSeni vybran A. sojae.
Postupy kultivace a zpracovani byly provedeny podle zminéné diplomové prace [62].

4.3.1.1. Piiprava substrdtu, ockovani a kultivace
Do kultivacnich lahvi bylo navazeno piiblizné 20 g konopné vlakniny, pficemz byla
zaznamenana piesna hodnota navazky, a bylo ptidano 20 ml destilované vody.

Smés byla vysterilizovana v autoklavu. V ockovacim boxu byla do kultivac¢nich lahvi
ptidana kultura A. sojae, tak Ze kultura ve formé prasku byla nabrana na $picku Spachtle.
Kultivace probihala 30 hodin pfi teploté 37 °C. Po ukonceni kultivace byl substrat s kulturou
pieveden do plastovych zkumavek o objemu 50 ml a zkumavky byly uskladnény v mrazicim
boxu pfi teploté —80 °C do doby, nez probéhla lyofilizace.

4.3.1.2. Gravimetrické stanoveni biomasy A. sojae
Pro stanoveni mnoZstvi narostlé biomasy byla pouzita gravimetrie. Lyofilizovany substrat byl
zvazen a od této hmotnosti byla odectena hmotnost navazky konopné vlakniny pted Kultivaci.

4.3.2. Kultivace bakterii mlééného kvaseni

4.3.2.1. Priprava substrdtu, ockovdni a kultivace
Do Erlenmeyerovych ban¢k byly navaZeno 2 g lyofilizovaného a pomleté¢ho vldkninového
substratu po kultivaci s A. sojae. Do banék bylo nasledné pfilito 40 ml destilované vody a smés
byla vysterilizovana v tlakovém hrnci po dobu 60 minut pti 120 °C.

Ptiprava zasobnich kultur a jejich o€kovani i kultivace probihala totoznym zptsobem jako
pro vlakninovy substrat bez upravy postupem popsanym v kapitole 4.2.1.

4.3.2.2. Stanoveni rustu kultury bakterii pomoci turbidimetrie

Piiprava I samotné méfeni zakalu pro jednotlivé kultury probihali totozné, jak je popsano
v kapitole 4.2.3.
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4.3.2.3. Stanoveni CFU pomoci plotnové metody

Desitkovym fedénim byly bakterialni kultury zfedény na 1078 a 107° a takto zfedéné kultury
byly zaockovany V triplikdtech na misky s MRS agarem a ponechany 48 hodin pii 37 °C.
Hodnota CFU/ml byla ziskana z primérné hodnoty poctu kolonii na jednotlivych miskach.

4.4. Charakterizace extrakti ziskanych po odstfedéni kultur a extrakti

Po ukonceni kultivace byly 50 ml zkumavky s MRS médiem centrifugovany 15 minut pii 9000
otaCkach. Zkumavky s vlakninovym substratem byly centrifugovany 25 minut pfi
9500 otackach. Supernatanty byly odlity a uchovany pro dal$i méteni.

4.4.1. Zména pH
Hodnota pH byla zméfena pomoci pH metru u kazdého supernatantu tfikrat a vypocitana
primérna hodnota. Byl sledovan pokles pH po kultivaci oproti ¢istému substratu.

4.4.2. Stanoveni koncentrace fenolickych latek
Spektrofotometrickd metoda pro stanoveni koncentrace celkovych fenolickych latek je
zalozena na redukci Folin-Ciocalteuova ¢inidla a barevné zméné na modry produkt. Pro
sestaveni kalibra¢ni kiivky byl jako zastupce fenolickych latek pouzit roztok kyseliny gallové
0 koncentraci 1 mg/ml. Kalibra¢ni fada byla méfena v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml.
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo bylo zfedéno v poméru 1:9 s destilovanou vodou. Ve zkumavce
byl smichan 1 ml ztedéného ¢inidla se 100 pl kalibra¢niho roztoku nebo vzorku supernatantu
a 1 ml destilované vody. Pro ziskani slepého vzorku bylo pouzito 100 pl destilované vody. Po
vortexovani byla smés ponechana pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Do smési byl poté
pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného a po promichéni byla smés ponechana pti
laboratorni teploté po dobu 15 minut. Nésledné byla zméfena absorbance proti slepému vzorku
pfi 750 nm. Absorbance jednotlivych vzorkl byla zméfena tfikrat a z primérné hodnoty byla
pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky vypocitana vyslednd koncentrace fenolickych latek, ktera
byla nasledné¢ prepocitana na 1 g suchého podilu. Rovnice kalibraéni kiivky je uvedena
v Ptiloha 1.

4.4.3. Stanoveni koncentrace flavonoidi

Stanoveni flavonoidi se zaklada na spektrofotometrickém méfeni reakce hlinité soli
a hydroxidu. Jako zéastupce flavonoidl byl pouZit roztok katechinu o koncentraci 0,5 mg/ml
z n¢hoz byla piipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml. Ze zavislosti absorbance
a koncentrace kalibra¢nich roztok byla stanovena kalibraé¢ni kiivka.

Do zkumavky bylo napipetovano 1,5 ml destilované vody, 0,2 ml 5% roztoku dusitanu
sodného a 0,5 ml kalibra¢niho roztoku, pfipadné vzorku supernatantu a smeés byla promichana
a vortexu a inkubovana pfi laboratorni teplot¢ 5 minut. Nasledné bylo pfidany 0,2 ml 10%
roztoku chloridu hlinitého, smés byla promichéna a znovu inkubovana 5 minut. Dale bylo
pfidan 1 ml destilované vody a 1,5 ml 1M hydroxidu sodného a pro promichéni smési prob¢hla
inkubace po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla zmétena
absorbance proti slepému vzorku pfi vinové délce 510 nm. Pfi méfeni byla absorbance pro
vSechny vzorky zmétena tiikrat.
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Koncentrace flavonoidii byla vypocitana zrovnice kalibracni kiivky, kterd je uvedena
v Piiloha 2, a primérné hodnoty absorbanci u jednotlivych vzorkl. Tato koncentrace byla
nasledn€ pfepocitana na 1 g suchého podilu.

4.4.4. Stanoveni antioxida¢ni aktivity extrakta

Metoda spoc¢iva ve schopnosti vzorku zhaset kation-radikal ABTS®" a protoZe je srovnavana
s antiradikalovou aktivitou Troloxu, je oznacovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). Trolox je synteticky derivat vitaminu E. Zhaseni radikalu je sledovano
spektrofotometricky. Zasobni roztok kation-radikalu ABTS®" byl pfipraven smichanim 7nM
roztoku ABTS s 2,45 nM roztokem peroxodisiranu draselného. Takto pfipraveny roztok byl
pfed pouzitim ponechan ve tmé pii laboratorni teplot€¢ 12 hodin. Kalibra¢ni kiivka byla
sestavena ze zasobniho roztoku Troloxu v 60% ethanolu o koncentraci 1 mg/ml. Roztoky
kalibra¢ni fady byly piipraveny v rozmezi koncentraci 50-400 pg/ml.

Té&sné pied mé&fenim kalibra¢ni fady nebo roztoki vzorki byl zasobni roztok ABTS®" zfedén
ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 0,70 + 0,02 pii vinové délce 734 nm a dale bylo
pracovano s timto roztokem. Do kyvety bylo napipetovano 10 pl destilované vody a 1 ml
zied&ného roztoku ABTS®" a zméfena absorbance v ¢ase 0.

Do dalsi kyvety byl k 1 ml ziedéného roztoku ABTS®" pfidan 10 pl kalibra¢niho roztoku
nebo vzorku supernatantu, smés byla promichéna a ponechana 10 minut ve tmé. Po uplynuti
inkubacni doby byla zméfena absorbance v case 10. Vysledna absorbance kalibracnich roztoka
a vzorkl supernatantii byla vypocitana z rozdilu absorbanci v ¢ase 0 a ¢ase 10. Po naméteni
absorbanci byla hodnota antioxida¢ni aktivity ziskdna pomoci rovnice kalibracni kiivky
uvedené v Pfiloha 3 a pfepocitdna na 1 g suchého podilu.

4.4.5. Stanoveni celkovych rozpustnych sacharidi dle Duboise

Principem této metody je dehydratace sacharidii ve vzorku pomoci koncentrované kyseliny
sirové a kondenzace vzniklych derivatl s reakénim Cinidlem (napf. fenol, orcinol nebo anthron)
za vzniku barevnych kondenza¢nich produkti. Barevna zména je méfena spektrofotometricky.
Pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky byl pouZit roztok gluk6zy o koncentraci 0,1 mg/ml. Kalibrac¢ni
fada byla sestavena z kalibra¢nich roztoki v rozmezi koncentraci 0,05-0,75 mg/ml.

K1 ml kalibra¢niho roztoku, pfipadné vzorku supernatantu byl pfidan 1 ml 5% roztoku
fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Smés ve zkumavce byla promichana a ponechéna
30 minut pfi laboratorni teploté. Absorbance byla métena proti slepému vzorku pti vinoveé délce
490 nm. Z naméfenych hodnot absorbance byla koncentrace ziskana pomoci rovnice kalibracni
ktivky uvedené v Ptiloha 4.

4.4.6. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharida dle Somogyi-Nelsona

Metoda je zaloZena na chemické reakci, kdy redukujici sacharidy za alkalickych podminek maji
schopnost redukce médnatych iontd (Cu?*) na méd'né (Cu*). Vznikly oxid médny je
stanovovan spektrofotometricky pii vinové délce 720 nm. Metoda vyuziva celkem tii Cinidel
a jejich slozeni je uvedeno v Tabulka 3. Pro ptipravu kalibracni fady byl pouzit zasobni roztok
gluko6zy o koncentraci 0,1 mg/ml. Roztoky pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny
v rozmezi koncentraci 0,01-0,1 mg/ml.
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Do zkumavky k 1 ml roztoku kalibra¢ni fady nebo vzorku supernatantu bylo ptidano 0,5 ml
¢inidla I'a 0,5 ml ¢inidla II. Smés byla promichana a povatena po dobu 10 minut ve vodni lazni.
Po ochlazeni smési a ptfidani 0,5 ml ¢inidla III byla smés vortexovana do rozpusténi vzniklé
srazeniny. Objem byl doplnén na 10 ml destilovanou vodou a byla zmétfena absorbance proti
slepému vzorku pfi 720 nm. Vyslednd koncentrace redukujicich sacharidii byla vypocitana
z namétenych absorbanci a rovnice kalibra¢ni kfivky, ktera je uvedena v Ptiloha 5.

Tabulka 3: SlozZeni jednotlivych roztokii pro stanoveni redukujicich sacharidit dle Somogyi-Nelsona

SOMOGYI-NELSONOVO CINIDLO I

Na,CO3 bezvody 12 g
NaHCOs3 8¢
Na>SO4 bezvody 729
vinan sodno-draselny 69
destilovana voda 400 ml

SOMOGYI-NELSONOVO CINIDLO II

CuSOq4 - 5 H.0 49
NaxSO4 249
destilovana voda 200 mi

SOMOGYI-NELSONOVO CINIDLO III

molybdenan amonny 259
konc. H2SO4 21 mi

NapHAsO4 - 7 H,0 39
destilovana voda 475 ml

4.4.7. Stanoveni koncentrace kyseliny mlé¢né pomoci HPLC

Pro stanoveni koncentrace Kkyseliny mlécné byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie sreverzni fazi. Vzorky supernatanti byly napipetovany do 15 ml
centrifugacnich plastovych zkumavek a zlyofilizovany. Lyofilizované vzorky byly rozpustény
Vv minimalnim objemu Milli-Q vody, ziedény a prtefiltrovany pies nylonovy filtr. Z takto
ptipravenych vzorki bylo do davkovaci smy¢ky pomoci mikrostiikacky naneseno 70 pl. Jako
mobilni faze byla pouzita 5 mM Kkyselina sirovda a méfeni probihalo na HPLC sestavé
UltiMate 3000 s kolonou Rezex ROA-Organic Acid H+ (8 %), New Column 250 mm x 4,6 mm
pti 30 °C a UV/VIS detektorem. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,6 ml/min a vinova délka
detektoru na 205 nm. V programu Chromeleon byla ziskana koncentrace kyseliny mlécné
Vv jednotlivych vzorcich na zékladé kalibracni kiivky standardu kyseliny mlé¢né s koncentracni
fadou 0,2-5 mg/ml. Méfeni bylo pro kazdy vzorek provedeno dvakrat a z vypocteného primeéru
byla stanovena vysledna koncentrace kyseliny mlé¢né ve vzorku.

4.4.8. Stanoveni koncentrace kanabinoidi pomoci HPLC

Obsah kanabinoidi byl stanoven pomoci HPLC. Lyofilizované vzorky supernatantii byly
rozpu$tény ve smeési acetonitrilu a ethanolu v poméru 1:1, tak aby byla koncentrace roztoku
lyofilizatd 1 mg/ml. Méfeni probihalo na HPLC sestavé UltiMate 3000 s kolonou Arion Plus
C18 3,0 um 150 mm x 4,6 mm. Separace probihala pii teplot¢ 30 °C. Mobilni fazi A
predstavoval acetonitril pro HPLC a mobilni fazi B byla Milli-Q voda.
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Byla pouzita gradientova eluce s pratokem 1ml/min (Tabulka 4). Pomoci kalibrace
standardd kanabinoidi (CBD, CBC, CBN, CBG) Vv koncentra¢nim rozpéti 12,5-100 mg/ml,
byla ziskana jejich koncentrace v méfenych vzorcich. Rovnice kalibra¢nich pfimek pro
jednotlivé kanabinoidy jsou uvedeny v Pfiloha 6. Vzorky byly celkem zméteny dvakrat
azpramémé hodnoty byla stanovena koncentrace kanabinoidu, kterd nasledné byla
pfepocitana na 1 g vlakninového substratu.

Tabulka 4: SloZeni mobilnich fazi pri gradientové eluci stanoveni obsahu kanabinoidi

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

4.4.9. Stanoveni antimikrobialni aktivity
Antimikrobialni aktivita supernatantd byla sledovana pro kultury mikroorganismi Escherichia
coli, Staphylococcus epidermidis, Candida glabrata a Cutibacterium acnes. Jedna se
0 mikroorganismy bézné se vyskytujici v kozni mikrofléte, poptipade v téle ¢loveka, které
mohou byt oportunnimi patogeny. Kultivacni média pouziva pro jednotlivé mikroorganismy
jsou uvedena v Tabulka 5. Pfed provedenim antimikrobialnich testti byly kultury inkubovany
Vv piislusném tekutém médiu 24 hodin pti 37 °C.

Vzorky supernatantl byly pfed stanovenimi zlyofilizovany a poté zfedény na koncentraci
1 mg/ml destilovanou vodou. Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byly pouzity takto
pfipravené roztoky lyofilizatd.

Tabulka 5: Kultivacni média pro testované mikroorganismy

Kultivaéni médium
LB (Lysogeny Broth)
BHI (Brain Heart Infusion)
BHI (Brain Heart Infusion)
SBD (Sabouraud Dextrose Broth)

Mikroorganismus
Escherichia coli
Staphylococcus epidermidis
Candida glabrata
Cutibacterium acnes

4.4.9.1. Diskova difiizni metoda

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity diskovou difuzni metodou byly nejprve pfipraveny
agarové misky pro jednotlivé testované mikroorganismy. Kultiva¢ni média uvedena v Tabulka
5 byla rozpusténa v destilované vodé podle pokynli vyrobce a bylo pfidano 1,5 g agaru na
100 ml tekutého média. Média byla vysterilizovana v tlakovém hrnci pfi teploté 120 °C po dobu
20 minut a po ochlazeni byla nalita do Petriho misek.
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Predem pfipravené kultury testovacich mikroorganismti byly pomoci McFarlandovych
standardli nafedény na hodnotu 0,5 stupné McF. Na piipravené agarové misky bylo naneseno
50 pl ptislusné zfedéné bakteridlni kultury, kteréd byla sterilni hokejkou rozettena po celé misce.

Na sterilni disky z filtra¢niho papiru bylo napipetovany 10 pl pfislusného roztoku lyofilizatu,
kyseliny mlécné, pozitivni a negativni kontroly a pomoci sterilni pinzety byly disky poloZeny
na misku s kulturou. Jako negativni kontrola byla pouzita destilovana voda a jako pozitivni
kontrola byl pouzit 70% ethanol. Agarové misky byly nasledné uchovany v inkubatoru pfi
37 °C po dobu 24 hodin a nasledn¢ byl vyhodnocen inhibi¢ni G¢inek zméfenim pramért
inhibi¢nich zén vytvofenych okolo disku.

4.4.9.2. Bujonova dilucni metoda

Bujonovy dilucni test pro stanoveni antimikrobidlni aktivity supernatanti byl provadén
v mikrotitranich ~ 96jamkovych destickach. Pouzité mikroorganismy s pfislusnymi
kultivaénimi médii jsou uvedeny v Tabulka 5. Jako negativni kontrola byl pouzit 70 % ethanol.

Testované mikroorganismy byla 24 hodin ptedem zaockovany do 50 ml piisluSného média
byly kultivovany pti 37 °C. Nésledujici den byl kazdy mikroorganismus zfedén pomoci ¢istého
sterilntho média na hodnotu 0,5 McF a poté jeSté zfedén tisickrat. Do vné&jSich jamek
mikrotitraéni desti¢ky byla dokola napipetovano 200 ul sterilni destilované vody. Do vSech
zbyvajicich jamek bylo napipetovano 100 pl ptisluSného média. RozloZeni vzorkt a kontrol na
mikrotitracni desti¢ce je znazornéno na Schéma 1, jamky s destilovanou vodou jsou znazornény
bled¢ modrou barvou. Do prvni fady jamek byly pfidany jednotlivé vzorky v objemu 100 ul.
Pipetou byl obsah jamek promichan a nasledné bylo odebrano 100 pl, které byly pfesunuty do
100 pl v kazdé jamce. Nakonec bylo do vsech jamek, kromé jamek pro kontrolu média,
napipetovano 100 pl pfedem zfedéného testovaného mikroorganismu.

Ptipravené mikrotitracni desticky byly vlozeny do ELISA readeru, kde byla zméfena
absorbance v ¢ase 0. VInova délka méfeni byla nastavena na 630 nm. Pfistroj provedl pro jednu
desticku dvé méfeni. Po uzavieni byly desti¢ky kultivovany 24 hodin pii 37 °C. Nasledn¢ byla
zmeétena absorbance po 24 hodinach, kdy méfeny zakal odpovida nartistu mikroorganismu.

Schéma 1: RozlozZeni 96jamkové mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

A

B Vzorek ¢.1 Vzorek ¢.2 | Vzorek ¢.3 | Vzorek ¢.4 | Pozitivni
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C )8 >8 >8 >8 . ,
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4.5.

Byly pfipraveny tii typy kosmetickych emulzi s pfidavkem supernatantu po kultivaci bakterii

Priprava kosmetickych emulzi

mlééného kvaseni na neupravené vlakning. SloZeni jednotlivych emulzi je uveden v Tabulka 6.
Slozky olejové faze (svétlicovy olej, cetearyl alkohol, Emulsan a glyceryl stearat citrat) byly
navazeny v pozadovaném mnozstvi do kadinky. Do druhé kadinky byla navazena vodna slozka
(prislusny supernatant a stearat sachar6zy) a ob¢ kadinky byly vlozeny do vodni lazné vyhtaté
piiblizn¢ na 80 °C. Obsahy obou kadinek byly michany a po rozpusténi slozek byly kadinky
vyjmuty z vodni lazn€. Do olejové faze byla za michani pfidana vodna faze. Kadinka s obéma
fazemi byla vlozena do chladici 1azn¢ a michana az do ochlazeni, kdy byla ptidana konzervacni
slozka (Cosgard). Smés byla nasledn¢ promichavana 5 minut pii vysokych otackach michadla.
Hotova emulze byla pienesena do kosmetické dozy.

Tabulka 6. SlozZeni jednotlivych kosmetickych emulzi

Slozka Obsah Slozka Obsah Slozka Obsah
[%0] [%0] [%0]
Svétlic_ovy o5 SVétlic_ovy o5 Svétlic_ovy o5
olej olej olej
Supernatant | 62,5 Supernatant | 61,5 Supernatant 61
Emulsan 6 Emulsan 6 Emulsan 6
Emulze | Cetearyl 6 Emulze | Cetearyl 6 Emulze | Cetearyl 6
| alkohol ¢.2 alkohol ¢.3 alkohol
Konzervant | 0,5 Konzervant | 0,5 Konzervant | 0,5
Stearat Stearat Stearat
. 0 . 1 . 1
sachar6zy sachardzy sachardzy
Glyceryl Glyceryl Glyceryl
stearat 0 stearat 0 stearat 0,5
citrat citrat citrat

4.5.1. Odstredivy test

Stabilita pfipravenych emulzi byla testovana na analytické centrifuze LUMISizer. Vzorky
emulzi byly pomoci sterilni stiikacky s jehlou nadavkovany do kyvety z materialu s oznacenim
PC 110-131XX po rysku. Méteni probihalo 5 hodin pfi teploté 25 °C s odsttedivym zrychlenim
4000 otacek/min. Vinova délka byla nastavena na hodnotu 865 nm a interval zaznamenavani
signalu na 30 sekund. V programu byly vyhodnoceny transmitanéni kiivky, indexy nestability
a teoretickd stabilita pro jednotlivé emulze. Teoreticka stabilita byla vypocitana podle
nasledujici rovnice

t (teoreticka stabilita) = RCA - t (odstfedivy test) . (2)

4.5.2. Hodnoceni antioxida¢ni aktivy
Antioxidacni aktivita pfipravenych emulzi byla sledovana v ¢ase po dobu 11 dni. M¢éteni
probihalo totoZzné jako méteni antioxidacni aktivity supernatanti po kultivacich jednotlivymi
kulturami bakterii mlé¢ného kvaseni popsanym v kapitole 4.4.4.
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Pro vypocet antioxidacni aktivity z namétenych hodnot absorbance byla pouzita rovnice
kalibracni kiivky uvedena v Ptiloha 3, pficemz nasledné byla koncentrace prepocCitinana 1 g
emulze. Pro kazdy vzorek byla absorbance zméfena dvakrat a vypocitana jeji primeérna
hodnota.

4.5.3. Senzorické hodnoceni

Do senzorického hodnoceni vytvofenych emulzi bylo zapojeno 13 respondenti ve vékovém
rozmezi 25-50 let. Byl hodnocena konzistence, roztiratelnost, pocit hydratace, parfemace,
zanechani mastného nebo lepivého filmu po aplikaci. Respondenti hodnotili sledované
parametry ¢iselnou stupnici od 1 (nejlepsi) do 5 (nejhorsi) do predloZzenych dotaznikli. Dotaznik
je uveden v Ptiloha 7.

4.5.4. Méreni ufinku na pokozce

Pomoci sondy Corneometer zapojené v systtmu MPA 5 Courage + Khazaka byla méfena
hydratace pokozky po aplikaci vybranych emulzi v ¢ase. Zaroven byla pomoci ptistroje méiena
deskvamace kize pomoci pfistroje Visioscope PC-35. Sonda Corneometer byla pfilozena
alespoii desetkrat a vysledna hodnota hydratace byla vypoctena z priméru namétenych hodnot.
Deskvamace kiize byla méfena pomoci transparentnich foliovych paskt, pficemz folie byla
aplikovéna na métené misto na kiizi. Folie byla po odebrani z méfené¢ho mista pfipevnéna na
kameru Visioscopu, ktery potizuje 2D mikroskopické a makroskopické snimky, které nasledné
analyzuje.

Me¢fteni probihalo v oblasti ptedlokti, kdy byla oznacena 4 mista pro aplikaci emulzi a byla
zmeétena hydratace a deskvamace pred aplikaci na téchto mistech. Nasledné¢ byla na tato mista
aplikovany emulze a po 15 minutach byla zméfena hydratace a deskvamace. Méteni bylo dale
opakovano po 1 hodiné a 2 hodinach. Po 24 hodinach od prvniho naneseni bylo opakovéano,
emulze byly aplikovany na stejnd mista a po 15 minutach byla znovu zméfena hydratace
a deskvamace. Stejné bylo méteni provedeno po 48 hodinach od prvni aplikace.
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5.  VYSLEDKY A DISKUZE

5.6. Stanoveni ristu kultury bakterii pomoci turbidimetrie

Hodnota zékalu byla zméfena podle postupu popsané¢ho v kapitole 4.2.3. V Graf 1 jsou
zobrazeny ziskané hodnoty zakalu. Hodnota stupné McF po ukonéeni kultivace bakterii
mlécného kvaseni na upravené vlakniné pomoci A. sojae je kromé& mixu vyrazné nizsi oproti
kultivaci na neupravené vlakning. Po kultivaci komeréniho mixu na neupravené vlakniné byla
naméfena nejvyssi hodnota zékalu, a to 2,53 stupné McF. Na upravené vlakniné byla naopak
zjiSténa nejmensi hodnota zakalu, 0,78 stupné McF. Zatimco na neupravené vldkniné byla u
mMixu namétena nejnizsi hodnota zakalu (1,18 stupné McF), na upravené vlakniné byl zakal
nejvyssi (1,03 stupné McF)

Turbidimetrie i plotnova metoda potvrdily sniZeni nardstu na upraveném substratu A. sojae.
Vysledky mohly byt ovlivnény celkovou barvou média po kultivacich. Na Obrazek 8 a Obrazek
9 je mozné vidét rozdily v barvach jednotlivych substratii. Autoti studie [63] prokazali nizkou
korelaci mezi méteni zakalu s pouzitim McFarlandovych standardid s hodnotou CFU/mI
a podhodnoceni i nadhodnoceni poétu bunék az o 30-50 % Vv zavislosti na druhu. Autofi proto
doporucuji kombinovat turbidimetrické stanoveni s plotnovou metodou.
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Graf 1. Hodnoty zdkalu po jednotlivych kultivacich ve stupnich McFarlanda
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Obrazek 8 (vlevo): Vzhled substratu po kultivaci L. plantarum na vidkniné bez upravy (vlevo substrdt s
kulturou, vpravo substrat bez kultury)

Obrazek 9 (vpravo). Vzhled substratu po kultivaci L. plantarum na upravené viakniné pomoci A. sojae
(vlevo substrat bez kultury, vpravo substrat s kulturou)

5.7.  Stanoveni CFU pomoci plotnové metody

Vysledna hodnota CFU/ml byla ziskana ze stanoveni priimérného poctu narostlych kolonii na
miskach pfipravenych podle postupu v kapitole 4.2.4 a 4.3.2.3. V MRS médiu (Graf 2)
dosahovaly bakterie CFU/mI v #adu 102, kdy nejvyssi CFU/ml vykazoval komeréni mix
$5,7-10'2 CFU/ml. U ostatnich bakterialnich kultur se CFU/ml pohybovalo v rozmezi 2,2-10*2
az 2,5-10'2. Stanoveni v MRS médiu slouzilo pro porovnani riistu vybranych bakterii
V idealnim médiu a na vlakninovém substratu. Z Graf 2 je patrné, Ze oba individualni kmeny
LAB vykazovaly na MRS médiu pii daném zpisobu inokulace srovnatelné rlstové
charakteristiky. Zatimco smésna kultura vykazovala jen o néco vy$$i rist nez kmeny
kultivované samostatné, komplexni komeréni mix dosahl za stejnych inokulacnich podminek
n¢kolikandsobné vyssi ristové charakteristiky.
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Graf 2: Hodnota CFU/ml pro kultivaci v MRS médiu
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V Graf 3 jsou zobrazeny hodnoty CFU/ml pro kultivace na Cisté vlakninové frakci a na
vlakninové frakci upravené pomoci A. sojae. VSechny hodnoty CFU/ml se pohybuji v fadu
10™. Nejvyssi nariist pro neupravenou i upravenou vldkninu vykazoval mix, kdy hodnota
CFU/ml na ¢istém substratu dosahla 5,53-10'' a na fermentované vlakning 5,15-10%.
S vyjimkou kultury B. bifidum byl rozdil v ristu na piirodni vldkniné i na vlakniné
fermentované pomoci A. sojae pomérné maly, oba substraty poskytuji tedy vétSinu zivin pro
LAB podobné¢. V piipad¢ upravené vlakniny mohly byt niz§i hodnoty zptsobeny tim, Ze houba
prednostné spotfebovala slozky substratu, napi. jednoduché cukry, které pak zpiisobily nizsi
narlst na fermentované vlaknin€. V porovnani s hodnotami CFU/ml kultivaci v MRS médiu,
kde komer¢ni mix vykazoval nejvyssi hodnotu nardstu, ve vlakninovém substratu dosahl druhé
nejmensi hodnoty, 3,12-10'* CFU/m.

CFU kvantifikuje zivé, kultivovatelné bunky Vv substratu a méla by tedy byt v tomto ptipadé
vhodnéj$im ukazatelem narustu kultur oproti turbidimetrické metody.
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Graf 3: Hodnota CFU/ml pro kultivace na vldkninovych frakcich

5.8. Gravimetrické stanoveni biomasy A. sojae

Stanoveni mnozstvi narostlé biomasy Aspergillus sojae na konopné vlakniné pomoci
gravimetrie probéhlo podle postupu popsaného v kapitole 4.3.1.2. Hmotnost biomasy A. sojae
¢inila 1,91 + 0,09 g. Procentudlni nartst biomasy dosahl 9,4 + 0,6 %.

5.9. Charakterizace extrakti ziskanych po odstiedéni kultur a substrati

V nésledujici ¢asti prace byly charakterizovany supernatanty ziskané po kultivaci vybranych
bakterii mlééného kvaseni na konopné vlakniné bez upravy a po fermentaci A. sojae. Cilem
bylo charakterizovat obsazené latky uvolnéné ze substrati a vyprodukované bakteriemi
mlécného kvaseni béhem simulované koji fermentace a u kontrolnich kultivaci.

5.9.1. Zména pH
Hodnota pH byla zmétena u supernatantti po kultivacich vybranych kultur LAB v MRS médiu
a na neupravené i upravené vlakninové frakci. Vysledné pH jsou zaznamenany v Graf 4.
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Byl pozorovan pokles pH oproti ristu v ¢istém MRS médiu a substratil, zfejme Vv zavislosti
na produkci kyseliny mlé¢né béhem fermentace.

Pfi vSech kultivacich doslo ke snizeni pH pod hodnotu 5. U vlakninové frakce kleslo pH
prumérné o 1,9 oproti Cisté vlakniné (pH 6,6), u vlakniny upravené pomoci A. sojae hodnota
klesala pramérné o 1,7 zZ puvodni hodnoty pH 6,2. V MRS médiu (pH 6) byl pokles v praméru
mnozstvi glukézy, ktera je snadno fermentovatelna na kyselinu mléénou. V supernatantu
samotné neupravené vlakniny je pH vyssi pfiblizné o 0,25-0,4, a to z divodu odlisného obsahu
dostupnych sacharidd a niz§iho mnozstvi vyprodukované kyseliny mlééné. Uprava A. sojae
ptispéla k snizeni hodnoty pH oproti neupravené vlakning.

pH
o P N W M O O N
1

Cisté L. plantarum B. bifidum mix komer¢ni mix
médium/substrat

MRS Vléaknina Vléknina po A. sojae

Graf 4: Hodnoty pH supernatantii

5.9.2. Stanoveni koncentrace fenolickych latek

Koncentrace fenolickych latek byla provedena podle postupu popsané¢ho v kapitole 4.4.2.
V Graf 5 jsou zobrazeny vysledné koncentrace fenolickych latek. Zatimco u kultivace bakterii
mlécného kvaseni na Cisté vlakninové frakci doSlo ke zvySeni fenolickych latek oproti Cisté
vlakninové frakci, tak u vlakniny upravené kultivaci A. sojae byla koncentrace snizena.
Samotna kultivace A. sojae zvysila obsah fenoli z 3,50+0,28 mg/g na 5,67+0,06 mg/g.
Kultivaci komeréniho mixu na neupravené vldkniné bylo dosazeno nejvysSi koncentrace
u kultivace L. plantarum s koncentraci 5,37+0,21 mg/g. U vlakniny upravené pomoci A. sojae
byl nejvetsi pokles v koncentraci fenolti namétfen u bakterie L. plantarum, kdy koncentrace
klesla z 5,67+0,06 mg/g na 4,07+0,05 mg/g. Nejmensi pokles v koncentraci vykazoval
B. bifidum, kdy se koncentrace snizila na hodnotu 4,67+0,06 mg/g.

Bakterie mlééného kvaSeni mohou béhem fermentace vyuzivat komplexnéjsi fenolické
latky, a proto mohlo dojit k poklesu jejich koncentrace [64]. Nejvyssi koncentrace u vlakninové
frakce byla pozorovana po Kultivaci komeréniho mixu. Pro upravenou vlakninu pomoci
A. sojae byla nejvyssi koncentrace zaznamenana po kultivaci mixu.
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Graf 5: Vyslednad koncentrace fenolickych latek po kultivacich

5.9.3. Stanoveni koncentrace flavonoidi

Obsah flavonoidi byl stanoven podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.3. Vysledné
koncentrace flavonoidi v mg/g jsou uvedeny v Graf 6. U vlakniny bez upravy zlstava
koncentrace piiblizné stejna a pohybuje se v hodnotach 1,41+0,02 mg/g az 1,44+0,05 mg/g.
Kultivaci A. sojae doslo ke zvyseni koncentrace flavonoidu z 1,43+0,06 mg/g na 1,86+0,04
mg/g. U vlakniny upravené pomoci A. sojae je stejné jako u celkovych fenolickych latek vidét
vyrazny pokles koncentrace flavonidi. Nejmen$i pokles v koncentraci flavonoidi byl
pozorovan u komer¢niho mixu, kdy z ptivodni hodnoty 1,86 mg/g klesla koncentrace na
0,66+0,06 mg/g. Nejvice koncentrace klesla u L. plantarum, kde byla naméfena koncentrace
0,52+0,08 mg/g.
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Graf 6: Vyslednad koncentrace flavonoidii po kultivacich
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5.9.4. Stanoveni antioxidac¢ni aktivity extrakti

Antioxidacni aktivita byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.4. Vysledné
hodnoty antioxida¢ni aktivity po jednotlivych kultivacich jsou zobrazeny v Graf 7. Po kultivaci
na vldknin¢ bez upravy doslo s vyjimkou komercniho mixu ke zvyseni antioxidacni aktivity.
Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval supernatant po kultivaci mixu L. plantarum
a B. bifidum, a to 7,4+0,2 mg/g. Nejnizsi antioxida¢ni aktivita byla zjiSténa u kultivace
s komer¢nim mixem, kdy koncentrace dosahla 4,41+0,28 mg/g. Pfi pouziti upravené vlakniny
pomoci A. sojae doslo k vyraznému snizeni antioxidacni aktivity u vSech pouzitych bakterii
mlécného kvaSeni. Nejveétsi pokles je patrny u mixu, kdy antioxidacni aktivita na neupravené
vlaknin¢ dosahla 7,37+0,23 mg/g a pii kultivaci na upravené vlakniné pouze 2,22+0,20 mg/g.
Kultivaci B. bifidum na neupravené vlakniné bylo dosazeno druhé nevyssi antioxidacni aktivity,
6,51+0,41 mg/g, a zaroven nejvyssi antioxidacni aktivity po kultivaci na upravené vlakning,
3,17+0,07 mg/g. Pii kultivaci B. bifidum na upravené vlakniné doslo k zachovani piiblizné
aktivita na neupravené vlaknin¢ byla zaznamenana u kultivace komeréniho mixu
(4,41+0,28 mg/g). Kultivaci komeréniho mixu na upravené vlaknin¢ bylo dosazeno zachovani
ptiblizné 57 % antioxidacni aktivity v porovnani s kultivaci na neupravené vlakniné.

Pokles antioxidacni aktivity po kultivacich bakterii mlééného kvaseni na vlaknin€ upravené
pomoci A. sojae mohl byt zptisoben pravé rozkladem komplexné&jsich fenolickych latek na
jednodussi, ktery ma vliv na celkovou antioxida¢ni aktivitu [64]. Celkové lze fici, ze hodnota
antioxidacéni aktivity odpovida caste¢né trendiim v hodnotach fenolickych latek, soucasné je
v8ak patrné, ze do redoxni rovnovahy komplexnich extrakt zasahuji i dalsi slozky uvolnéné
z médii nebo produkované bakteriemi mlé¢ného kvaSeni.
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Graf 7: Vysledna antioxidacni aktivita stanovenda po kultivacich

5.9.5. Stanoveni celkovych rozpustnych sacharidi dle Duboise
Obsah celkovych rozpustnych sacharidit byl stanoven podle postupu popsaného v kapitole
4.4.5. Vysledna koncentrace celkovych rozpustnych sacharidi je zobrazena v Graf 8.
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Po upravé vlakninové frakce kultivaci A. sojae doslo ke snizeni celkovych sacharidl
z 0,146+0,004 mg/ml na 0,114+0,003 mg/ml, z divodu vyuziti sacharidi pro vlastni rist
a metabolické potfeby. Ptfi porovnani vyslednych koncentraci celkovych a redukujicich
sacharidi je patrné, ze A. sojae preménuje neredukujici polysacharidy na redukujici, které
nasledné bakterie mlééného kvaseni metabolizuji [66]. Zatimco u neupravené vlakniny je
procentualni snizeni celkovych sacharidu fermentaci L. plantarum pouze 0 5,1 %, piedapravou
pomoci A. sojae doslo ke snizeni o 43,1 %. V ptipad¢ B. bifidum a mixu jsou procentualni
snizeni pro oba substraty podobna. Po fermentaci vlakniny komeré¢nim mixem doslo k poklesu
celkovych sacharidi o 33,8 %, piedipravou vlakninového substratu doslo k poklesu o 68,1 %.
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Graf 8: Vyslednd koncentrace celkovych sacharidii po kultivacich

5.9.6. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi dle Somogyi-Nelsona

Koncentrace redukujicich sacharidi byla stanovena tak, jak je popsano v kapitole 4.4.6.
Vysledné koncentrace redukujicich sacharidi jsou uvedeny v Graf 9. Pti kultivaci vybranych
bakterii mlééného kvaSeni na neupravené vlaknin€ doslo k zvySeni koncentrace redukujicich
sacharidi v supernatantu, pti¢emz nejvyssi dosazena koncentrace ¢inila 0,287+0,010 mg/ml pii
kultivaci B. bifidum.

Nejniz§i narist byl zaznamenan po kultivaci L. plantarum (0,218+0,006 mg/ml). ZvySeni
koncentrace redukujicich sacharidi po kultivacich jednotlivymi bakteridlnimi kulturami
odpovida snizeni koncentrace celkovych sacharidu stanovené v kapitole 5.9.5.

Z grafu je patrné, ze Upravou vlakniny kultivaci A.sojae doslo ke zvySeni obsahu
redukujicich sacharidi ptiblizné trojnasobné, a to z 0,153+0,014 mg/ml na 0,54+0,02 mg/ml.
Po kultivaci bakterii mlécného kvaseni na takto upravené vlakniné doslo k prudkému poklesu
koncentrace redukujicich sacharidii. Fermentaci Cisté vlakniny bakterialnimi kmeny dochazi
tedy spiSe k hydrolyze a tim zvyseni redukujicich cukrti [65]. Naopak u upravené vlakniny
mlécné bakterie uvolnéné redukujici cukry spottebuji. Kultura B. bifidum spotfebovala 78 %
uvolnénych redukujicich cukri a jejich koncentrace klesla na hodnotu 0,12 mg/ml, u ostatnich
kultur byla spotieba piiblizné 70 % a jejich koncentrace se pohybovala v rozmezi
0,161+0,014 mg/ml az 0,174+0,004 mg/ml.
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Graf 9: Vysledna koncentrace redukujicich sacharidi po kultivacich

5.9.7. Stanoveni koncentrace kyseliny mlééné pomoci HPLC

Postup stanoveni koncentrace kyseliny mlé¢éné v supernatantech po kultivaci v MRS médiu a na
vlakninovych frakci je uveden v kapitole 4.4.7. Rovnice kalibra¢ni piimky méla tvar
y =1,6491x — 0,024. Koncentrace kyseliny mlé¢né v supernatantu MRS média se pohybovala
vV rozmezi 75,9+3,3 mg/ml az 94,99+9,31 mg/ml. Jednotlivé koncentrace jsou uvedeny v Graf
10 a vyznamné se nelisi u individualnich kment a smési. Nejvyssi koncentrace kyseliny mlééné
byla namétena po kultivaci B. bifidum (94,99+9,31 mg/ml) a nejnizsi u kultivace L. plantarum
(75,91+3,31 mg/ml).
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Graf 10: Koncentrace kyseliny mlécné po kultivaci v MRS médiu
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Koncentrace kyseliny mlééné v supernatantech po kultivaci na vldkninovych substratech
dosahla v praméru 10,5 mg/ml. Nejvyssi koncentrace kyseliny mlé¢né na neupravené vlakning
byla dosazena kultivaci mixu, a to 10,9+0,2 mg/ml. Kultivaci L. plantatum bylo vyprodukovano
nejméné kyseliny mlécné pro v§echny substraty — v MRS dosahla koncentrace 75,9+3,3 mg/ml,
na neupravené vlakniné 9,8+1,2 mg/ml a na upravené vlaknin¢ 9,2+0,4 mg/ml.

V supernatantech po kultivaci B. bifidum a komer¢niho mixu na vlakniné upravené pomoci
A. sojae doslo k mirnému zvySeni obsahu kyseliny mlé¢né. Nizsi koncentrace celkovych
sacharidu (kapitola 5.9.5) po kultivaci bakterii mlééného kvaseni na vlaknin€ upravené A. sojae
koreluje s vyssi koncentraci kyseliny mlééné. Pokles redukujicich sacharidu (kapitola 5.9.6)
koreluje s vyssi produkci kyseliny mlééné pouze u kultivace B. bifidum, kdy spotieba
redukujicich sacharid doséhla pfiblizné 78 % a koncentrace kyselina mlé¢né byla stanovena
na 11,5+1,6 mg/ml. Koncentrace kyseliny mlééné po Kultivaci mixu na upravené vlakniné
dosahla s hodnotou 10,9+0,3 mg/ml, téméf shodného vysledku jako pii kultivaci na neupravené
vldkning.

Nizka koncentrace kyseliny mlécné oproti kultivaci v MRS médiu byla zpiisobena niz$im
obsahem celkovych sacharidi. Podle slozeni MRS média uvedeného na obalu je v tomto médiu
obsazeno 20 mg/ml glukézy. V konopné vladkniné bylo stanoveno 0,153+0,014 mg/ml
celkovych rozpustnych sacharidii (kapitola 5.9.5).
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Graf 11: Koncentrace kyseliny mlécné po kultivaci na vidkninovych substrdtech

5.9.8. Stanoveni koncentrace kanabinoidi pomoci HPLC
Koncentrace jednotlivych kanabinoidii byla naméfena podle postupu uvedeného v kapitole
4.4.8. Byla prokazana ptitomnost CBD a CBG, je mozna ptfitomnost i dal$ich kanabinoidd, ale
VvV ramci pouzité metody jsme je nebyli schopni stanovit. Vysledné koncentrace prepoctené na
1 g konopné vlakniny jsou uvedeny v Tabulka 7 a Tabulka 8.
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V cisté vlakninové frakci byla zjisténa koncentrace CBD 44,048,6 ug/g a CBG
20,5+7,6 pg/g. Po kultivaci na neupravené vlakninové frakci byl stanoven obsah CBD pouze
u L. plantarum, a to 14,1+2,8 pg/g. U ostatnich kultivaci na neupravené vlakniné koncentrace
obou kanabinoidii nebyla detekovana.

Ve vlakniné¢ upravené pomoci Aspergillus sojae byla zjisténa koncentrace CBD
19,1+2,6 ug/g a CBG 14,3£1,9 ug/g. Obsah CBG u vsech kultivaci na upravené vlakniné nebyl
detekovatelny. CBD bylo stanovenu u Kkultivace mixu a jeho koncentrace dosahla
11,3+3,3 ug/g.

V konopnych semenech kanabinoidy nejsou obsazeny a jejich pfipadnd pfitomnost se
vysvétluje jako kontaminace z okolnich ¢asti rostliny pfi sklizeni a nasledném zpracovani [67].
Ve studii [68] autofi zaznamenali v konopnych vyliscich 170 ug/g CBD, zatimco ve studii [69]
uvadéji autoii obsah CBD pod detekénim limitem. Koncentrace kanabinoidii v konopném
kolac¢i je ovlivnéna jak pouzitou odriidou rostliny, tak i ndslednou upravou nebo typem
extrakce.

Tabulka 7: Obsah kanabinoidit po kultivaci na konopné vidkniné

) CBD [pg/g] | CBG [ng/g]
Cisty substrat | 44,0+ 8,6 205+7,6
L. plantarum | 141+28 -
B. bifidum - -
Mix - -
Komeréni mix - -

Tabulka 8: Obsah kanabinoidii po kultivaci na vidkniné upravené pomoci Aspergillus sojae

) CBD [pg/g] | CBG [pg/g]
Cisty substrat | 19,1+ 26 143+19
L. plantarum - -

B. bifidum - -
Mix 11,3+ 3,3 -
Komeréni mix - -

5.9.9. Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita lyofilizati supernatanti byla stanovena pomoci difuzni diskové
metody a bujonové diluéni metody. Postupy prace jsou popsany v kapitole 5.9.9.1 (diskova
difuzni metoda) a kapitole 5.9.9.2 (bujonova dilu¢ni metoda). Pro oba typy antimikrobialnich
testi byly pouzity kultury Candida glabrata, Escherichia coli, Cutibacterium acnes
a S. epidermidis, které mohou souviset s piipadnym kosmetickym vyuzitim produktl
fermentace.

5.9.9.1. Diskova difuzni metoda
Ptitomnost inhibi¢nich zoén pro vzorky lyofilizath supernatantii po kultivaci na neupravené
vlakninové frakci jsou zaznamenany v Tabulka 9. Pro kultivace na upravené vlakniné pomoci
A. sojae jsou zaznamy uvedeny v Tabulka 10.
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Mg¢feni inhibi¢nich zon probihalo pomoci pravitka. VSechny pfitomné inhibi¢ni zony neméli
V priméru vice nez 2 mm. Pfitomnost inhibi¢nich zoén ptiblizné odpovidd zaznamenané
antimikrobidlni aktivit¢ jednotlivych vzorki pomoci bujonového diluéniho testu
(kapitola 5.9.9.2), ale rozdil je v mife inhibice. Napfiklad pro komeréni mix kultivovany na
neupravené vlakniné byla stanovena antimikrobidlni aktivita pro C. acnes pies 30 % (pro
koncentraci lyofilizatu 1 mg/ml, Graf 15), pfi provedeni diskové metody se objevila inhibi¢ni
z6na o praméru pouze 1,8 mm. Vzorek komeréniho mixu po kultivaci na neupravené vlakning
vykazoval inhibi¢ni zény u E. coli, C. acnes a C. glabrata. VVzorek mixu pouze u C. acnes.
Cista vlakninova frakce a vzorek po kultivaci L. plantarum nevykazovaly z4dné inhibi¢ni zony
vuci sledovanym mikroorganismiim. U kultivaci na upravené vlakniné se inhibi¢ni zony
vyskytovaly u vzorku komer¢niho mixu proti E. coli a C. acnes. Vzorky L. plantarum
a B. bifidum nevykazovaly inhibi¢ni zony pro zadny z testovanych kultur. Kolem disku se
vzorkem upravené vlakninové frakce vznikly inhibi¢ni zény pro kulturu E. coli a C. acnes.
Vzhledem k vysledkiim byla diskova difuzni metoda pro stanoveni antimikrobialni aktivity
vzorki pouzita pouze jako orienta¢ni piehled, zda vzorek vykazuje alespoit minimalni inhibi¢ni
aktivitu vici sledované kultute.

Tabulka 9: Vyskyt inhibicnich zon pro vzorky z kultivaci LAB na vldkninové frakci (znaménko ,, +*

znacl inhibicni zonu 1-2 mm a znaménko ,,— " Znaci nulovou inhibicni zonu)
Mikroorganismus Cisty L. B. mix | Komer¢ni
substrat plantarum | bifidum mix
Staphylococcus - - - - -
epidermidis
Escherichia coli — — + - +
Cutibacterium acnes — - — + +
Candida glabrata — - + - +
Tabulka 10: Vyskyt inhibicnich zén pro vzorky z kultivaci LAB na vidkniné upravené pomoci A. sojae
(znaménko ,,+ “ znaci inhibic¢ni zonu 1-2 mm a znaménko ,,—” znaci nulovou inhibic¢ni zonu)
Mikroorganismus Cisty L. B. mix | Komeré&ni
substrat plantarum | bifidum mix
Staphylococcus - - - - -
epidermidis
Escherichia coli + — - - +
Cutibacterium acnes + - — + +

Candida glabrata — — _ _

5.9.9.2. Bujonova diluéni metoda

Antimikrobidlni aktivita proti jednotlivym testovanym kulturdm byla vypoctena z primérné
hodnoty nardstt kultury vjamkach mikrotitraéni desticky po 24 hodinach. Pro kazdou
koncentraci vzorku byl ode¢ten pramérny zakal po 24 hodinach inkubace a pied inkubaci.
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Vysledny nartist kultury byl stanoven porovnanim tohoto zdkalu s hodnotou zékalu pozitivni
kontroly, ktera predstavovala 100% nartst. Narust kultury byl poté pfepocitan na procentualni
antimikrobidlni aktivitu. Koncentra¢ni fada jednotlivych vzork se pohybovala v rozmezi 0,03-
1 mg/ml.

V Graf 12 je znazornéna antimikrobidlni aktivita vzorkd po kultivaci bakterii mlé¢ného
kvaSeni na konopné vlakninové frakci proti kvasince Candida glabrata. Samotna vlakninova
frakce nevykazovala Zadnou antimikrobialni aktivitu, a tedy sama ziejm¢& neobsahuje
antimikrobialni latky. Vzorek lyofilizatu supernatantu L. plantarum pti po¢ate¢ni koncentraci
1 mg/ml dosahoval antimikrobidlni aktivity pfiblizn€ 16 %, ktera vSak s klesajici koncentraci
vzorku rychle klesala a od koncentrace 0,13 mg/ml byla nulova. Vzorek lyofilizat
supernatantu B. bifidum vykazoval nejsiln€jsi a zaroven nejkonzistentn&jsi antimikrobialni
aktivitu, kdy koncentrace vzorku 1 mg/ml vykazovala aktivitu pfiblizné 15 %, do koncentrace

Cv v

cvwr

koncentraci. Ostatni vzorky dosahly nulové aktivity pti koncentraci 0,13 mg/ml.

U lyofilizath vzorkl supernatantd po kultivaci bakterii mlééného kvaseni na upravené
vlakniné pomoci A. sojae nebyla zjist€na zadna antimikrobialni aktivita. Pfedaprava substratu
antimikrobidlnich latek bakterii mlé¢ného kvaseni ti¢innych proti testované kvasince. Samotna
upravena vlaknina méla také nulovou antimikrobialni aktivitu, Aspergillus sojae béhem ristu
pravdépodobné nevyprodukoval antimikrobialni latky proti kvasince C. glabarata. Pokud by
méla hlavni antimikrobidlni uc¢inek kyselina mlééna, je mozné, ze v komplexnim
fermentovaném konopném médiu byla ¢asteéné neutralizovana jinymi slozkami (tomu
odpovidaji i hodnoty pH na komplexnich médiich) a u kvasinek schopnych dobré adaptace na
kyselejsi pH nebyl antimikrobidlni efekt zaznamenan.
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Graf 12: Antimikrobialni aktivita lyofilizati supernatantii po kultivaci LAB na konopné viakniné proti
Candida glabrata
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Graf 13 zobrazuje procentualni antimikrobialni aktivitu proti bakterii Escherichia coli.
Stejné jako u C. glabrata nevykazoval ¢isty vlakninovy substrat antimikrobialni aktivitu.
Nejvyssi antimikrobialni aktivita u po¢atecni koncentrace byla stanovena u vzorku komeréniho
mixu, kterd dosahla 30,7 %, nasledné vsak prudce klesala se snizujici se koncentraci vzorku.

Vzorky ze supernatantt L. plantarum a B. bifidum nedosahovaly pii po¢ate¢ni koncentraci
tak vysoké antimikrobialni aktivity, ale na pravé na rozdil od vzorku komeréniho mixu a mixu
vykazovaly malou antimikrobidlni aktivitu i pfi nejnizsi koncentraci. Vzorek L. plantarum pfi
koncentraci 0,03 mg/ml dosahl 1,2 % antimikrobialni aktivity a vzorek B. bifidum 4,4 %.
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Graf 13: Antimikrobidlni aktivita lyofilizatii supernatantii po kultivaci LAB na konopné vidkniné proti
Escherichia coli

Hodnoty antimikrobialni aktivity pro vzorky kultivaci bakterii mlééného kvaSeni na
upravené vlaknin€ pomoci A. sojae jsou zobrazeny v Graf 14. Antimikrobialni aktivita byla
zjisténa pouze u substratu upraveném plisni a po kultivaci komeréniho mixu. Aspergillus sojae
tedy produkuje béhem rtstu urcité latky, které ptsobi proti E. coli antimikrobialné a pfi
pocatecni koncentraci vzorku bylo dosaZeno aktivity 11 % Antimikrobialni aktivita upravené
vlakniny klesla na nulu az v koncentraci 0,06 mg/ml. Kultivaci komeréniho mixu dochéazelo
k produkci vice antimikrobialnich latek, protoze pocatecni aktivita dosahovala hodnoty 17,3 %.
Pti koncentraci vzorku 0,25 mg/ml byla antimikrobidlni aktivita 12,2 %, s dal§im fedénim vSak
prudce klesla na nulu. Pfi kultivaci kultur L. plantarum, B. bifidum a jejich mixu nedochazelo
k vyznamné produkci antimikrobidlnich latek a tyto vzorky nevykazovaly Zadnou
antimikrobidlni aktivitu.
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Graf 14: Antimikrobialni aktivita lyofilizatii supernatantit po kultivaci LAB na upravené vidkniné
pomoci A. sojae proti Escherichia coli

Na Graf 15 je uvedena zjisténa antimikrobialni aktivita vzorkd po kultivacich na ¢isté
vlakninové frakci proti Cutibacterium acnes, Graf 16 zobrazuje vzorky po kultivacich na
upravené vlakniné pomoci A. sojae. V obou pfipadech dosahl nejvyssi antimikrobialni aktivity
vzorek komeréniho mixu. Kultivaci komeréniho mixu na neupravené vlakniné bylo dosazeno
V pocatecni koncentraci antimikrobidlni aktivity 31,4 %. Aktivita mirn¢ klesala se zvySujicim
se fedénim a v koncentraci vzorku 0,13 mg/ml prudce Kklesla na nulu. V ptipad¢é upravené
vlakniny do stejné koncentrace vzorku aktivita klesala téméf linearné (z 28,8 % na 1,59 %)
a nulové hodnoty doséhla az pti koncentraci 0,06 mg/ml. Na rozdil od pfedchozich vysledk je
zde mozné pozorovat srovnatelny inhibi¢ni efekt extraktu komeréniho mixu na pfirodnim
| fermentovaném substratu, proti C. acnes ziejmé fermentovany extrakt obsahuje dalsi
biologicky aktivni latky, které na tuto bakterii plisobi selektivné a vzorek by mohl mit
potencialné vyuziti v kosmetice proti akné. Vzorek po kultivaci mixu na neupravené vlakning
dosahoval antimikrobialni aktivity pouze v poc¢ate¢ni koncentraci lyofilizat, a to pfiblizné 5 %.
Na upravené vldknin€ byla jeho antimikrobialni aktivita vyssi a klesla na nulu az pii koncentraci
0,25 %. Do tohoto rozdilu mohla pfispét ur€ita antimikrobialni samotné upravené vlakniny
pomoci A. sojae, ktera pii koncentraci vzorku 1 mg/ml dosahovala hodnoty 7,2 %.
U neupraveného substratu nebyla antimikrobialni aktivita pozorovéana. Kultivaci kultury
L. plantarum a B. bifidum nebylo ani v jednom ptipadé dosazeno antimikrobialni aktivity proti
Cutibacterium acnes.

54



antimikrobiali aktivita [%]

35

30

25

20

15

10

0 \l & L. 2

1,00 0,50 0,25 0,13 0,06 0,03
¢ [mg/ml]

=>=(istd vlaknina =3¢=L. plantarum =3=B. bifidum =¢=mixXx ==¢=komeréni mix

Graf 15: Antimikrobidlni aktivita lyofilizati supernatantii po kultivaci LAB na konopné vidkniné proti
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Graf 16. Antimikrobidlni aktivita lyofilizatii supernatantii po kultivaci LAB na upravené vidkniné

pomoci A. sojae proti Cutibacterium acnes
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Pro kulturu Staphylococcus epidermidis byla pro vSechny vzorky stanovena nulova
antimikrobialni aktivita. S. epidermidis produkuje biofilm, ktery ho miZze chranit pied
exogennimi antimikrobialnimi latkami, a i kdyz byla prokazana ucinnost bakteriocinti proti
tomuto kmeni [70], v této praci nebyla pfitomnost bakteriocinti sledovana. Je tedy mozné, zZe
vybrané kmeny neprodukovaly dostatek bakteriocind uc¢innych proti S. epidermidis a v dalsi
praci by bylo tfeba se zaméfit na pritomnost antimikrobialnich latek v supernatantech, urcit,
0 jaké jde latky a stanovit jejich koncentraci.

5.10. Priprava kosmetickych emulzi

Postup ptipravy emulzi je popsan v kapitole 4.5. Odlisny vzhled mezi ptipravenymi emulzemi
dany odliSnym slozenim zakladu je mozné pozorovat na Obrazek 10. VSechny emulze byly
podrobeny odstfedivému testu V analytické centrifuze LUMISizer, dale byla sledovana jejich
antioxidacni aktivita v delSim casovém useku. Emulze byly podrobeny senzorickému
hodnoceni dvanacti respondenty, a nakonec byl zméten ucinek vybranych emulzi na kizi.

Obrazek 10: Vzhled pripravenych emulzi (vlevo emulze ¢.1, uprostied emulze ¢. 2, vpravo emulze ¢.3)

5.10.1. Odstredivy test
Prib¢h odstredivého testu na analytické centrifuze LUMISizer a rovnice pro vypocet teoretické
stability jednotlivych emulzi jsou popsany Vv kapitole 4.5.1. Grafické znazornéni ziskanych
indext nestability je uvedeno na Graf 17. Index nestability se udava od 0 do 1, pficemz hodnoty
blizké 0 ukazuji na velmi stabilni emulzi, nebot’ béhem méfeni nedochazi k sedimentaci nebo
koalescenci. Naopak hodnoty blizké 1 jsou vysledkem rychlého a tiplného rozvrstveni béhem
méfeni velmi nestabilni emulze. Index nestability u testovanych emulzi se pohyboval od 0,16
do 0,25. Indexy maji, S vyjimkou emulzi s pfidavkem supernatantu B. bifidum, klesajici trend
od emulze ¢.1 k emulzi ¢.3. Zaklady emulzi se lisily v obsahu emulgatort. Emulze ¢.1 byly
stabilizovany jednim emulgatorem (cetearyl alkohol), emulze ¢.2 obsahovaly dva emulgatory
(cetearyl alkohol a stearat sachardzy) a v emulzich ¢€.3 byly pfitomny tii emulgatory (cetearyl
alkohol, stearat sacharozy a glyceryl stearat citrat). Vyssi obsah emulgatora mél vliv na
vysledny index nestability emulzi.
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Emulze ¢.1 vykazovaly nejvyssi indexy nestability, kdy nejvice nestabilni byla emulze
s ptidavkem supernatantu po kultivaci mixu s hodnotou indexu nestability 0,25. Nejnizsi index
nestability z téchto emulzi byl naméfen u emulze s ptidavkem supernatantu po kultivaci
L. plantarum (0,22). Emulze se supernatanty B. bifidum a komeréniho mixu mély stejné indexy
nestability, a to 0,24.

Vramci emulzi €.2 byl nejniz$i index nestability naméfen u emulze s pfidavkem
supernatantu B. bifidum (0,17), zatimco nejvyS$i index nestability byl zjistén u emulze
s ptidavkem supernatantu L. plantarum (0,21).

Emulze ¢.3 byly celkové nestabilnéjsi, S vyjimkou emulze s pfidavkem supernatantu
B. bifidum. Nejnizsi index nestability, s hodnotou 0,16, byl zjistén u emulze s piidavkem
supernatantu mixu.

Stearat sachardzy je emulgator snizujici povrchové napéti na rozhrani olej/voda a je mozno
ho kombinovat i s jinymi emulgatory pro vylepseni stability emulzi [71]. V ptipad¢ emulze ¢.2
s pfidavkem supernatantu B. bifidum mohlo dojit k synergickému efektu extracelularnich
produktii metabolismu kultury B. bifidum s timto emulgatorem, a proto doslo k poruseni trendu
poklesu indexu nestability.
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Graf 17: Indexy nestability pripravenych emulzi

V Tabulka 11 jsou uvedeny vypocitané teoretické stability emulzi. Primérna stabilita emulzi
byla stanovena na 444 dni + 2 dny. I pfes nejvyssi index nestability ma emulze ¢.1 s ptidavkem
supernatantu komer¢niho mixu po piepoctu nejvyssi teoretickou stabilitu (447 dni).
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Tabulka 11: Vypoctené teoretické stability emulzi

Supernatant | Emulze &. | Teoreticka stabilita [dny]
1 442
445
445
443
441
446
446
444
446
447
443
443

L. plantarum

B. bifidum

Mix

Komeréni mix

WINIFRPIWINFP[WINFPWIN

Systém analytické centrifugy krom¢ indext nestability vyhodnotil i zavislost transmise na
poloze v kyveté. Jako poloha je vtomto piipadé oznaCovana vzdalenost od osy otaceni.
Maximalni hodnota polohy v grafu, 130 mm, odpovida dnu kyvety. Na Graf 18 je zobrazena
zavislost transmise na poloze vzorku emulze ¢.1 s pfidavkem supernatantu L. plantarum. Graf
19 byl hodnocen v ramci méteni emulze ¢.1 s pfidavkem supernatantu mixu. Zelena barva
v grafu odpovida transmisi naméfené jako posledni, zatimco transmise namétend pied ni je
zaznamenavana barvou ¢ervenou. Posunuti ptechodu mezi oddélenou vodnou fazi v kyveté, jak
je vidét na Obrazek 11, mizeme v grafech pozorovat v oblasti 124-130 mm. Proces krémovanti,
pfi kterém dochazi ke stoupani rozptylenych ¢astic nebo kapek na hladinu, je mozné v grafech
pozorovat jako rozptyl kiivek v levé ¢asti do pozice 110 mm a 111 mm.

Obrazek 11: Kyveta s emulzi po ukonceni odstredivého testu (Cervené zvyraznéna oddelend vodna faze
emulze)
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Graf 18: Zavislost transmise na poZiCi V kyveté pro vzorek emulze ¢.1 s pridavkem supernatantu L. plantarum
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5.10.2. Hodnoceni antioxidacni aktivity

M¢éfenim antioxidacni aktivity pfipravenych emulzi probihalo postupem popsanym
v kapitole 4.5.2. V nize uvedenych grafech jsou zobrazeny zavislosti antioxida¢ni aktivity
jednotlivych emulzi méfené v ¢asovém tseku 11 dni.

U emulzi ¢.1 (Graf 20) dochazelo k nejstrmé&j$im poklesim antioxida¢ni aktivity
V porovnani s dal§imi emulzemi. Celkové nejvyssi antioxida¢ni aktivita byla zjiSténa u emulze
s ptidavkem supernatantu B. bifidum, kdy pocate¢ni antioxida¢ni aktivita 0,333+0,001 mg/g
postupn¢ klesala na 0,233+0,010 mg/g. U emulzi se supernatantem B. bifidum a komeréniho
mixu byl pozorovan prudsi pokles antioxida¢ni aktivity mezi 7. a 11. dnem. V piipadé emulzi
se supernatanty L. plantarum a mixu dochazelo k poklesu jiz po ¢tvrtém dni.

Antioxida¢ni aktivita emulzi ¢.2 (Graf 21) za¢ind v uz8im rozmezi hodnot, 0,303-
0,324 mg/g. Pti méfeni nebyl zaznamenan takovy vykyv antioxida¢ni aktivity mezi
jednotlivymi emulzemi, tak jako pfipadé¢ emulzi ¢.1. Nejpomalejsi degradaci antioxidaéni
aktivity vykazovala emulze piidavkem supernatantu komeréniho mixu, kde byl sledovan
vyrazn&jsi pokles od 7. dne (0,23+0,03 mg/g) do 11. dne (0,175+0,006 mg/ml).

Nejvyssi zustatek antioxidac¢ni aktivity u emulzi ¢.3 (Graf 22) byl pozorovan u emulze
s piidavkem supernatantu B. bifidum, pficemZz na zacatku byla antioxida¢ni aktivita
0,326+0,002 mg/g a postupné klesala do 7. dne, kdy antioxidaéni aktivita klesla nejstrmé&ji na
hodnotu 0,249+0,010 mg/g. Nejvyssi absolutni pokles byl zjistén u emulze s ptidavkem
supernatantu L. plantarum, kdy rozdil mezi pocate¢ni (0,355+0,006 mg/g) a kone¢nou
(0,188+0,015 mg/g) hodnotou antioxida¢ni aktivity ¢inil 0,167 mg/g. V ptipadé emulze
s ptidavkem supernatantu mixu se s hodnotou 0,070 mg/g jednalo o nejmensi relativni pokles
antioxidacni aktivity.

Celkoveé lze fici, Ze antioxidacni aktivita byla ovlivnéna pfitomnosti rtizného poctu
emulgatorfi. Zatimco emulze €.1 obsahovali jen jeden emulgator a dochazelo k nejrychlejsi
degradaci antioxida¢nich slozek, tak v pfipadé emulzi ¢.3 se tfemi emulgétory byla pozorovana
nejpomalejsi degradace. Pro dlouhodobéjsi udrzeni antioxidacni aktivity je tedy vhodné pouZit
zaklad se tfemi emulgatory, ptfipadné pfidat do kosmetické formulace pomalu degradovatelné
antioxidanty, jako je vitamin E.
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Graf 20: Antioxidacni aktivita emulzi &1 v case
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Graf 21: Antioxidacni aktivita emulzi &2 v case
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Graf 22: Antioxidacni aktivita emulzi &.3 v case

5.10.3. Senzorické hodnoceni

Vytvotené emulze byly hodnoceny 13 respondenty, z nichz tfi byli muzi a zbytek zeny. 61,5 %
z respondentti patiilo do veékové kategorie 25-30, ve véku 31-40 bylo 23,1 % respondentii
al154% uvedlo ve€k vrozmezi 41-50 let. Respondenti hodnotili vlastnosti dvanacti
pfipravenych emulzi ¢iselnou stupnici od 1 (nejlepsi hodnoceni) do 5 (nejhorsi hodnoceni).
Procentualni zastoupeni typt pokozky, které byly uvedeny respondenty, je zobrazeno v Graf
23. Emulze ¢.1 s pfislusnymi supernatanty byly oznaceny jako vzorky 1-4, emulze ¢.2 jako
vzorky 5-8 a emulze ¢.3 jako vzorky 9-12. Senzoricka analyza prob¢hla za i¢elem vyhodnoceni
nejlepSiho emulzniho zékladu. Ptidavek rozdilného supernatantu pro ptislusny emulzni zaklad
byl vtomto prizkumu vyhodnocen jako minimalni a rozdilné vysledné hodnoceni bylo
pozorovano pouze V ramci typll emulznich zéklada.

7,7%

= normalni suchd = mastna = smiSena

Graf 23: Zastoupeni typii pokozky mezi respondenty
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Primérné hodnoceni emulzi ¢.1 je zobrazeno v Graf 24. Nejlépe hodnocenou vlastnosti
U téchto emulzi byla roztiratelnost, kterd dosahla primérné znamky 1,9. Konzistence téchto
emulzi byla v porovnani s ostatnimi dvé typy emulzi hodnocena jako nejhorsi s primérnou
znamkou 2,5. V otdzce pozadavku vylepSeni ¢i zmény byla nejcastéji uvadéna parfemace
nasledovana tvorbou mastného filmu a lepivosti. Do emulzi nebyly ptfidany zadné vonné¢ latky,
a tudiz vSemi respondenty u v§ech testovanych vzorkl byl uveden namét na zlepSeni parfemace.
Tvorba mastného filmu doséhla primérného hodnoceni 2,4 a lepivost 2,2.

V Graf 25 je uvedeno prumérné hodnoceni emulzi ¢.2, které je viditelné posunuto smérem
ke stiedu grafu, tedy k lepSim hodnocenim. AZ na parfemaci, kterd méla primérné hodnoceni
3, dosahly vSechny ostatni vlastnosti primérné znamky 1,9 nebo 2.

Pramérné nejlépe byly hodnoceny emulze ¢.3 (Graf 26), u kterych se s vyjimkou parfemace
pohybovaly znamky v rozmezi 1,6-1,9. Pravé vstiebatelnost byla ohodnocena primérnou
znamou 1,6, po ni nasledovala konzistence, tvorba mastného filmu a roztiratelnost se znamkou
1,7. Vzhledem Kk nejlepsimu celkovému hodnoceni byly emulze ¢.3 vybrany pro méfeni u¢inku
na pokozce pomoci sondy Corneometer a ptistroje Visioscope.

konzistence

5
4
parfemace roztiratelnost
3
pocit hydratace vstiebatelnost
tvorba mastného filmu lepivost

Graf 24: Primérné hodnoceni emulzi &. 1
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Graf 25: Priimérné hodnoceni emulzi ¢.2
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4
parfemace roztiratelnost
3
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tvorba mastného filmu lepivost

Graf 26: Primérné hodnoceni emulzi ¢.3

5.10.4. Méfeni uc¢inku na pokozZce
Pro méteni G€inku emulzi s jednotlivymi supernatanty po kultivacich bakterii mlécného kvaSeni
na neupravené vladkniné byly vybrany emulze ¢€.3, které byly nejlépe ohodnoceny v senzorické
analyze a také obsahovaly emulgatory (stearat sachar6zy a glyceryl stearat citrat), které
napomahaji hydratovat pokozku. Pomoci sondy Corneometer byla zjiStovana hydratace v Case
a jeji prubéh je zobrazen v Graf 27.
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Jako dal$i parametr byla sledovana deskvamace pokozky v ¢ase pomoci pfistroje Visioscope
PC-35, pticemz vysledné hodnoty jsou uvedeny v Graf 28. Prubéh meéfeni je popsan
v kapitole 4.5.4.

Sondou Corneometer je vyhodnocena hydratace pokozky v relativnich jednotkach. Hodnoty
pod 30 se interpretuji jako ,,velmi sucha pokozka“, rozmezi mezi 30-40 odpovida ,,suché*
pokozce a pro namétenou hodnotu vyssi nez 40 je pokozka oznacCovana jako ,,dostatecné
hydratovand®. Pfed nanesenim emulzi se hydratace pokozky pohybovala mezi 22,3+0,8 az
25,4+0,9, pokozka tedy byla velmi sucha. Po naneseni vSech ¢tyi emulzi na pokozku nedoslo
k vyraznému navyseni hydratace. Prudké navyseni hydratace bylo pozorovano po 1 hodiné od
aplikace emulze s ptidavkem supernatantu B. bifidum, kdy hodnota hydratace dosahla 37,7+0,5.
Emulze s piidavkem supernatantu L. plantarum zvysila po 1 hodiné hydrataci na hodnotu
31,5+0,7. Po dvou hodinach od naneseni emulzi hydratace u téchto dvou emulzi opét klesla. Pti
méfeni po 24 hodinach byla vyhodnocena hydratace pokozky, kde byla nanesena emulze
L. plantarum (hodnota 42,1+0,6) a emulze B. bifidum (hodnota 39,6+0,9) jako dostate¢né
hydratovana. Po opétovném naneseni emulzi vzrostla hodnota hydratace pouze u emulze
B. bifidum, naopak u emulze L. plantarum hydratace klesla. Po 48 hodinach od prvotni aplikace
emulzi doslo k poklesu hydratace vyrazné pouze u emulze B. bifidum z hodnoty 42,7+1,2 na
hodnotu 34,94+0,7. V piipad¢ emulze L. plantarum hydratace klesla minimalné, a to z hodnoty
37,8+1,2 na hodnotu 36,9+0,7. Po dalsi aplikaci téchto emulzi bylo pozorovano vyrazné
zvySeni hydratace. Emulze s ptidavkem supernatantti mixu a komeréniho mixu vykazovaly
zvySenou hydrataci pokozky az jejich opétovné aplikaci po 24 hodinach a celkové jejich
hydrata¢ni G¢inek byl niz§i nez u emulzi s piidavkem supernatantt L. plantarum a B. bifidum.

50,0 -
45,0 -
40,0 -
35,0 -

30,0 A

Hydratace [-]

25,0 A

20,0 -

15,0 T T T T T T T 1
pred 15minut 1 hodina 2 hodiny 24 hodin 24 hodin + 48 hodin 48 hodin +
15 minut 15 minut

—>—L. plantarum —¢=B. bifidum —¢=mix komer¢ni mix

Graf 27: Hydratace pokozky v ¢ase
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Termin deskvamace oznacuje odlupovani odumielych koznich bunék (korneocytit)
Z povrchové vrstvy kuze. Vyssi deskvamace znamena obvykle sussi, Supinatéjsi pokozku se
slabsi bariérou, a naopak nizka deskvamace svéd¢i o vice hydratované pokozce. Pted aplikaci
emulzi vykazovala pokozka vysokou deskvamaci, a po aplikaci se hodnota deskvamace
emulze L. plantarum (10,77), nasledované emulzi B. bifidum (14,33). Po dvou hodinach od
aplikace deskvamace opét vzrostla. Vys$s$i hodnota deskvamace v porovnani s pocatecni
hodnotou pied aplikaci emulzi byla zjisténa pouze u emulze mixu, kdy na zacatku byla
deskvamace stanovena na 34,4 a po dvou hodiniach na 49,9. Ostatni emulze neptekrocily
hodnotu pocatecni deskvamace. Po 24 hodindch od naneseni emulze deskvamace klesla,
s vyjimkou emulze komeréniho mixu, ktera zhodnoty 37,8 vzrostla na hodnotu 45,4.
Opétovnou aplikaci krému doslo ke snizeni deskvamace u v§ech emulzi na hodnoty v rozmezi
12,84-18,1. Po 48 hodindch od prvotni aplikace emulzi doSlo k vyraznému zvyseni
deskvamace, u emulze s piidavkem komeréniho mixu hodnota opét piesahla ptvodni
deskvamaci. Dal§im nanesenim emulzi se deskvamace snizila.
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15 minut 15 minut
—L. plantarum —¢=B. bifidum —¢=mix komer¢ni mix

Graf 28: Deskvamace pokozky v case

Pro jednordzovy a okamzity efekt v rozmezi jedné hodiny byla vyhodnocena jako nejlepsi
emulze s pridavkem L. plantarum. AvSak pro udrzeni niz$i deskvamace mezi aplikacemi
vykazovala vyhodnéjsi vysledky emulze s ptidavkem supernatantu B. bifidum. U emulzi mixu
a komercniho mixu by bylo vyzadovano ¢astéj$i opakovani nanadSeni pro stabilné;si vysledek.

Oba typy méieni jsou ovlivnény typem pokozky, celkovou hydrataci organismu a dalSimi
faktory, a pro lepsi interpretaci hydrata¢nich u¢inkli emulzi by bylo tfeba je opakovat v delSim
Casovém intervalu 1 pro vice typu pokozky.
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6. ZAVER

V ramci diplomové prace bylo prokazano, ze vlakninova frakce konopného kolace miize byt
perspektivni surovinou pro vyrobu kosmetickych ptipravkii obohacenych o metabolity bakterii
mlééného kvaSeni. Pro fermenta¢ni proces byly vyuzity kultury Lactiplantibacillus plantarum,
Bifidobacter bifidum, jejich kombinace v poméru 1:1 a komeréné dostupny mix bakterii
mlécného kvaseni.

Byla testovana enzymaticka piedaprava konopné vlakniny pomoci plisné Aspergillus sojae
pro naslednou kultivaci vybranych kmenti bakterii mlééného kvaSeni. Pii enzymatické
predupravé doSlo ke zvySeni dostupnosti fenolickych latek, flavonoidi a redukujicich
sacharidu, které nasledné bakterie mlé¢ného kvaseni vyuzily pro svou metabolickou aktivitu.
Spektrofotometrickymi stanovenimi byl sledovan nartst koncentrace fenolickych latek,
flavonoidl, antioxida¢ni aktivity a redukujicich cukrti po Kultivaci A. sojae. Naslednou
kultivaci kmeni LAB doslo k vyznamnému poklesu sledovanych koncentraci, ziejmé
v disledku utilizace pomoci bakterii mlééného kvaseni, pfipadné sniZzenim stability zpiisobené
metabolity LAB.

V extraktech po kultivacich kmena bakterii mlé¢ného kvasSeni na upravené i neupravené
vldkniné byla stanovena koncentrace kyseliny mlééné. Pro referenci byly vybrané kmeny
kultivovany v MRS médiu, které pro bakterie mlééného kvaseni predstavuje idealni prostiedi.
V porovnani s produkci kyseliny mlééné v MRS médiu dosahla jeji produkce na Cistém
vlakninovém substratu pfiblizné 12 % a na upravené vldkniné 12,4 %. Dale byla zjiStovana
ptitomnost kanabinoidii V jednotlivych extraktech, pficemz bylo stanoveno malé mnozstvi
CBD a CBG v upravené i neupravené konopné vlakning. Piitomnost CBD byla prokéazana i po
kultivaci L. plantarum na neupravené vlaknin¢ a mixu na pfedupraveném substratu.

Pro extrakty zkultivaci na neupravené vladkninové frakci byly navrzeny tii typy
kosmetickych emulzi liSicich se v obsahu emulgatori. Stabilitni testy na analytické centrifuze
LUMISizer potvrdily, Ze nejvice stabilni emulze byla s pfidavkem tii emulgatord (cetearyl
alkohol, stearat sachardzy a glyceryl stearat citrat). Na zaklad€ senzorické analyzy provedené
13 respondenty byly emulze s obsahem tii emulgatort testovany pro jejich ¢inek na pokozce
pomoci sondy Corneometer métici hydrataci pokozky a pfistroje Vioscope PC-13, ktery
sledoval deskvamaci pokozky. Z vysledki bylo mozné urcit, ze pravidelné opakovani aplikace
emulze je efektivni ke stabiln€j§imu udrZeni hydratace a integrity kozni bariéry.

Extrakty byly také testovany pro jejich antimikrobialni aktivitu vaéi Staphylococcus
epidermidis, Cutibacterium acnes, Escherichia coli a Candida glabrata. Diskova difuzni
metoda byla pouZzita pouze jako orienta¢ni parametr, z dlivodu vyskytu malych inhibi¢nich zon.
Pro kvasinku Candida glabrata vykazoval nejvétsi antimikrobialni ucinek extrakt po kultivaci
B. bifidum na neupravené vlakning. Proti grampozitivni bakterii S. epidermidis nebyl stanoven
zadny antimikrobialni G¢inek. Pro C. acnes byl stanoven antimikrobidlni ucinek pro extrakt
kultivace komeréniho mixu a mixu pro upravenou i neupravenou vldkninu. Na tuto bakterii
vykazoval maly antimikrobialni u¢inek i samotny extrakt upravené vlakniny pomoci A. sojae.
Za nejperspektivnéjsi 1ze tedy povazovat potencialni vyuziti pfipravenych extraktti v kosmetice
proti akné.
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Tato pilotni studie poukazuje na atraktivni moznost spojit udrzitelnou valorizaci
zemédélskych odpadt s biotechnologickymi postupy pro vytvoreni funk¢nich kosmetickych
produkti. Pro budouci praci je doporucovdno navézat detailni analyzou produkovanych
bakteriocinti I metabolitd pfitomnych po kultivaci A. sojae.
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8.
CBC

CBD
CBE
CBG
CBL
CBN
CBND
CBT
CCM
CFU
GRAS
LAB
HPLC
McF
NMF
PRR
THC
TNF-a
uv
VIS

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

kanabichromen

kanabidiol

kanabielsoin

kanabigerol

kanabicyklol

kanabinol

kanabinodiol

kanabitriol/kanabicitran

Czech Collection of Microorganisms

kolonie tvofici jednotky (Colony Forming Unit)

vSeobecné povaZovany za bezpecny (Generally Recognised As Safe)
bakterie mlééného kvaseni (Lactic Acid Bacteria)
vysokouéinna kapalinova chromatografie

McFarlandova jednotka

ptirozeny hydratacni faktor (Natural Moisturizing Factor)
receptory rozpoznavajici vzory (Pattern Recognition Receptor)
tetrahydrokanabinol

faktor nadorové nekrézy o (Tumor Necrosis Factor o)

zateni v ultrafialové oblasti spektra

zafeni ve viditelné oblasti svétla



9. PRILOHY

Priloha 1: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni celkovych
fenolickych latek
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Priloha 2: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni celkovych
fenolickych latek
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Priloha 3: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni antioxidacni aktivity
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Priloha 4: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni celkovych sacharidii
dle Duboise
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Priloha 5: Kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci pro stanoveni redukujicich
sacharidii dle Somogyi-Nelsona
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Priloha 6: Rovnice kalibracnich krivek pro stanoveni koncentrace kanabinoidii pomoci HPLC

Kanabinoid | Rovnice kalibra¢ni primky

CBG y=1,2612-x
CBD y =1,3139 - X
CBN y =1,1802 - x

CBC y=072-X




Priloha 7: Dotaznik k senzorické analyze kosmetickych emulzi

DOTAZNIK K SENZORICKE ANALYZE KOSMETICKYCH EMULZI{
Pohlavi:
Zena muz
Vék:
25-30 31-40  41-50
Vas typ pokozky:
normalni sucha mastna smiSena
Trapi Vas nadmérna dehydratace pokozky?
vibec malo stiedné velmi
Pouzivate pravidelné hydratac¢ni produkty?
vibec ziidka Vv pfipadé potfeby  pravidelné
Mate sklony k podrazdéni pokozky?
vibec malo stiedné velmi

Potykate se s precitlivélosti pokoZKky na urcité slozku/y kosmetickych pripravka? Pokud
ano, uved’te nazev slozky.

ne



HODNOCENI TESTOVANYCH PRODUKTU

Jak jste byli spokojeni s aplikaci emulzi na pokozku?
Pozn. Hodnot'te, jako ve Skole, tzn. za nejlepsi se povazuje 1, za nejhorsi 5.

Vzorek 1 2 3

Konzistence

Roztiratelnost

Vstiebatelnost

Lepivost

Tvorba mastného filmu

Pocit hydratace

Parfemace

Vzorek 5 6 7

Konzistence

Roztiratelnost

Vstiebatelnost

Lepivost

Tvorba mastného filmu

Pocit hydratace

Parfemace

Vzorek 9 10 11

Konzistence

Roztiratelnost

Vstiebatelnost

Lepivost

Tvorba mastného filmu

Pocit hydratace

Parfemace




Co byste na testovanych produktech vylepsili nebo zménili?

Vzorek ¢. 1
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek €. 2
konzistence

lepivost
vsttebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek €. 3
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 4
konzistence

lepivost
vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic



Vzorek ¢. 5
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydratacni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 6
konzistence

lepivost
vstfebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 7
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 8
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic



Vzorek ¢. 9
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 10
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 11
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic

Vzorek ¢. 12
konzistence

lepivost

vstiebatelnost
roztiratelnost
parfemace

hydrata¢ni schopnosti
tvorba mastného filmu
jiné:

nic



