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ABSTRAKT

Konopa je rastlina s obsahom mnohych aktivnych latok a Sirokym vyuzitim v priemysle.
Najvyznamnej$imi oblastami vyuzitia je potravinarstvo, farmaceuticky, textilny a kozmeticky
priemysel. Tato diplomova praca sa zaoberala charakterizaciou frakcii konopy, ktoré vznikaju
pri jej spracovani a ich moznymi aplikaciami. Teoretickd Cast’ bola zamerana na opis rastliny,
jej chemického zloZenia a priblizenim aktivnych latok, ktoré konopa obsahuje. Dalej bolo
zhrnuté jej priemyselné vyuzitie, postup spracovania konopy a sucasné aplikacie jednotlivych
frakcii. V ramci experimentalnej Casti boli analyzované konopné frakcie z pohl'adu obsahu
vyzivovych latok. TaktieZ boli pripravené extrakty s pouzitim troch rozptstadiel — hexan, 70%
etanol a destilovana voda, ktoré boli porovnané na zaklade vytaznosti fenolickych latok,
flavonoidov, antioxidantov, chlorofylov a kanabinoidov. Pri hexanovych a etanolovych
extraktoch boli analyzované aj antimikrobidlne ucinky. Vedl'ajsie produkty spracovania konopy
boli vyuzité do niektorych skriningovych aplikacii — biotechnologickej, kozmetickej
a potravinarskej. Z vysledkov prace plynie, ze extrakt so 70% etanolom mal najvyssi obsah
aktivnych latok. Z frakcii konopy mali najvyssi obsah aktivnych latok konopné trichomy
a kvety odrody Fedora. Vedl'ajsie konopné produkty maji potencial stat’ sa hodnotnymi
substratmi pre kultivaciu kvasiniek. Pletovy peeling s obsahom konopnej muky ako abrazivnej
zlozky mal priaznivé vysledky a bol prijatelny pre spotrebitel'ov, rovnako ako pripravend raw
tyCinka s obsahom konopnej muky, ktord bola podl’a hodnotitel'ov na porovnatel'nej trovni ako
komerc¢ne dostupné raw tyCinky s konopnym proteinom.

KEUCOVE SLOVA

Technické konope, kanabinoidy, vedl'ajsie produkty, senzoricka analyza



ABSTRACT

Hemp is a plant containing many active substances and it is widely used in industry. The most
common applications are the food, pharmaceutical, textile and cosmetics industries. This
diploma thesis dealt with the characterization of hemp fractions, which are created during hemp
processing and their potential applications. The theoretical part was focused on the description
of the plant, its chemical composition and the research of the active substances in hemp. Also,
its industrial use, the technique of hemp processing and the current applications of individual
fractions were summarized. In the experimental part, hemp fractions were analysed in terms of
nutrient content. Hemp extracts were prepared using three solvents - hexane, 70% ethanol and
distilled water, which were compared based on the extraction yield of polyphenols, flavonoids,
antioxidants, chlorophylls and cannabinoids. Antimicrobial effects were analysed in hexane and
ethanol extracts. By-products of hemp processing were used in some screening application in
biotechnology, cosmetics and nutrition. The results show that the extract with 70% ethanol had
the highest content of active substances. From the hemp fractions, hemp trichomes and Fedora
flowers had the highest content of active substances. Cannabis by-products have the potential
to become valuable substrates for yeast cultivation. Face scrub containing hemp flour as an
abrasive component had favourable results and was acceptable to consumers, as was the
prepared hemp flour raw bar, which was evaluated to be comparable to commercially available
hemp protein raw bars.
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Hemp, cannabinoids, by-products, sensory analysis
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1 UVOD

Konopa (Cannabis) je rastlina, ktorej vSestranne vyuzite'né vlastnosti boli 'ud'om zname uz od
staroveku. Bola povazovana za tradi¢ny zdroj obzivy, vldkien na vyrobu textilu a aj lieCivou
bylinou s omamnymi uG¢inkami. Je mozné ju pestovat’ aj v miernych podnebnych pasmach,
pricom je odolna voci chorobam a burindm a nevyzaduje naro¢nu starostlivost’.

V 20. storoci bolo vsak jej pestovanie a vyuzivanie silno potlacané, a to kvoli zdkonom,
ktor¢ ilegalizovali latku tetrahydrokanabinol (THC). Désledkom toho sa zvysil zaujem o druh
konopa siata (Cannabis sativa), ktory obsahuje minimum THC, ale zachovava si vSetky
vynimo¢né vlastnosti.

Rastlina okrem jej nenarocCnosti pestovania poskytuje mnoho cennych latok. Stonky
obsahuji vysokokvalitné celulézové vlakna. Semienka maji vysoky obsah oleja, ktory je
spomedzi rastlinnych olejov jednym z najzdravsich, a to vd’aka obsahu esencialnych mastnych
kyselin. Taktiez obsahuju protein predstavujuci jeden z mala rastlinnych kompletnych zdrojov
vSetkych esencidlnych aminokyselin. Semienka aj konopné SisSky navySe obsahuji mnozstvo
aktivnych latok, ako st fenolické latky, antioxidanty vitaminy a mineralne latky. V listoch a
kvetoch je zas pritomna skupina latok, pre ktori je konopa najznamejsia — kanabinoidy s
protizépalovymi, analgetickymi, antimikrobidlnymi a d’al§imi u¢inkami.

Pre vSetky tieto vlastnosti je konopa rastlinou, ktorej pestovanie a vyuzivanie je v dnesnej
dobe vel'mi cenené a je nan zamerana pozornost’. Konopa predstavuje obnovitelny a ekologicky
zdroj potravinarskych, textilnych a farmaceutickych surovin. Kazd4 jej ¢ast’ ma potencial byt
vyuzita do posledného gramu, a tak nezat’azit’ zivotné prostredie odpadmi.

V tejto praci sa zameriavame na chemicku analyzu vybranych casti rastliny a na niektoré
netradicné moznosti vyuzitia vedlajSich produktov vytvorenych jej spracovanim. Cielom je
rozsirit’ aplikacie konopy siatej v ramci konceptu tzv. cirkularnej ekonomiky a bezodpadového
hospodarstva a zvysit’ tak perspektivu jej vyuzitia.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Konopa siata

Rastlina konopa bola v histérii I'udstva vyuzivana po tisice rokov. Prvy konkrétny dokaz
0 pestovani sa datuje do treticho tisicro¢ia pred n.1. vo Vychodnej Azii. Konopa sa pestovala na
vlakno a ako potravina. Prvy papier vyrobeny v Cine bol prave konopny papier. Kvalitné
konopné vlakno naslo vyuzitie aj ako textilia, vyrabalo sa z neho oSatenie, ¢i pevné plachty
a rybarske siete. Boli zndme aj jej opojné ucinky, v niektorych kultarach bola konopa posvitna
rastlina. AvSak v minulosti, tak aj dnes st jednou z hlavnych pouziti konopy jej lieCivé Géinky.
Najmi V Azii boli zname medicinske vlastnosti konopy, napriklad pri niektorych
neurologickych chorobach [1][2].

2.1.1 Botanicka charakteristika

Konopa siata (Cannabis sativa) je jednoro¢na teplomilna rastlina, dorasta do vysky 1 —4 m.
Patri do ¢el'ade konopovité (Cannabaceae) a do rodu konopa (Cannabis). Pribuznym konopy
je chmel’ oby¢ajny (Hummulus lupulus). Rod konopa zahriuje tri samostatné druhy: konopa
indicka, konopa rumoviskova a konopa siata.

Konopa indicka (Cannabis indica) dorasta do vysky 1,5 m a rozkonaruje sa vetvenim. Tento
druh sa pestuje v tropoch a subtrépoch pre omamné latky obsiahnuté v zivici samicieho
stikvetia na vyrobu marihuany alebo hasisa. Obsah THC je tu vo vysokej koncentracii 1-25 %
[2].

Konopa rumoviskova (Cannabis ruderalis) je hospodarsky nevyznamna burina,
prispésobena na samovysev.

Konopa siata (Cannabis sativa) sa inak nazyva aj technické konope. Na rozdiel od konopy
indickej obsahuje menej kanabinoidov v zivici (CBD 0,5-1 %), pestuje sa pre vlakno a semeno.
Ma vysoky pocet geografickych ekotypov, napriklad konopa severnd, konopa stredoruska,
konopa juzna. V Europskej unii mézu pestované odrody technickej konopy obsahovat’ najviac
0,3 % THC [3].

Konopa ma dlanovité listy na dlhych stopkach, v pazuchach hornych listov sa nachadzaju
kvety. Je to dvojdoma rastlina, ¢iZe na rastline sa nenachadzaji si¢asne samcie a samicie kvety.
Samcie rastliny su mensSie, tenSie a svetlejSie v porovnani so sami¢imi rastlinami, na ktorych sa
po opeleni vetrom vyvinu plody nazky.

Odrody pestované kvoli kanabinoidom alebo oleju st malé, rozvetvené, S mensimi listami,
odrody pestované pre vlakno maji dlh¢, mélo rozvetvené stopky a produkuji menej semena.

2.2 Biologicky aktivne latky konopy siatej

Do dnesnej doby bolo objavenych az 483 prirodzenych zloziek konopy. Hlavnymi zlozkami
rastliny su proteiny, sacharidy, lipidy, terpény, kanabinoidy, flavonoidy a d’alSie skupiny latok.
Vicsina tychto latok nie je unikatna, obsahuju ich aj iné rastliny alebo Zivocichy.
Najvyznamnejsie s vSak kanabinoidy, ktoré sa vyskytuju takmer vylu¢ne v konope.



2.2.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy predstavuji najskiimanejSiu skupinu zlacenin v konope hlavne kvoli ich
Sirokému spektru farmaceutickych t¢inkov na l'udi, vratane psychotropnych aktivit. Tato
skupina obsahuje asi 90 preskimanych terpeno-fenolickych zlucenin zlozenych z 21-
uhlikového retazca, ktoré produkuju takmer vyhradne rastliny druhu Cannabis. Rastlina ich
produkuje ako ochrannu latku proti negativnym vplyvom z prostredia, napriklad proti UV
ziareniu, ale aj ako antibioticka latku. VA¢Sinou sa v jednej rastline nachadzaja 3-4 druhy
kanabinoidov [4].

Kanabinoidy sa podl'a chemickej Struktiry prirad'uji ku jednému z desiatich zékladnych
typov kanabinoidov, z ktorych najdélezitejSie typy su kanabigerol (CBG), kanabichromen
(CBC), kanabidiol (CBD), delta-9-tetrahydrokanabinol (THC) a kanabinol (CBN) [2].

/:\HO
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Obrdzok 1 Struktiirne vzorce kanabinoidov THC, CBD, CBN [5]

Najznamej$im a najpsychoaktivnejSim kanabinoidom je THC. Prave THC je latka
sposobujiica omamné efekty marihuany a aj mnohé medicinske vlastnosti. Na psychiku posobi
upokojujuco, sposobuje euforiu a pocit pohody, zintenziviiuje zmyslové vnimanie. Pri
vysokych déavkach vyvolava halucinacie. Vplyvom na nervovy systém zmieriiuje bolest’
(analgetikum), uvol'iiuje svalstvo a zvySuje chut’ do jedla. Taktiez zvySuje tep a rozSiruje cievy.
Utinky THC vsak zavisia od davky a od jednotlivca, eventualne moze vyvolat’ strach, zévraty
a nevol'nost [2].

V technickom konope dominuje kanabidiol CBD, ktory je v sti¢asnych Studiach s tématikou
konopy najcastejSim zadujmom. Nemd psychoaktivny efekt ako THC, ale vykazuje
protizapalové, analgetické, antioxidacné a antimikrobidlne uc¢inky. Pdsobi upokojujico
a zmiernuje strach.

Ostatné kanabinoidy nie su hlbSie preskimané, ale vykazuji taktiez protizédpalové,
antioxida¢né a iné farmakologické u¢inky. Kanabinol (CBN) je produkt degradacie THC [2][6].

Kanabinoidy sa produkuju v stonkéch, listoch a kvetoch rastlin. Najprv su pritomné v ich
karboxylovanej forme, teda forme kyselin. Kanabinoidné kyseliny sa povazuju za neaktivnu
formu, aktivacia nastava po ich dekarboxylacii na neutralne formy, ktoré su stabilnejSie a maju
pozadované UucCinky. SlabSia bioaktivita kyslej formy je spdsobena jej Struktirou a
nepriechodnostou do centralneho nervového systému cez hematoencefalicki bariéru.
Dekarboxylacia nastava prirodzene v rastline pocas starnutia, ale moze byt’ podporena susenim,
teplom, svetlom alebo vplyvom kyslika. Kanabinoidy st rozpustné v nepolarnych
rozpustadlach.



Na vplyv a t¢inky kanabinoidov maju synergicky efekt terpény a terpenoidy. Su to latky,
ktoré nie su Specifické prave pre rastlinu konope, ale ich pritomnost podporuje ucinky
kanabinoidov a zodpovedaju za osobiti ardmu a chut’ konope. Tieto latky st nepolarne, Cize sa
nachadzaju vo vylisovanom oleji aj v extrakte CBD, hoci sa ich obsah zniZuje pocas suSenia
kvoli ich vysokej prchavosti [7].

2.2.2 Fenolické latky

Fenolické latky patria do skupiny prirodnych antioxidantov, teda latok rastlinného pévodu.
Ako sekundarne metabolity chrania rastliny od oxida¢ného stresu, teda znizuju reaktivitu
kyslikovych radikalov. Podla Struktary ich delime na Styri skupiny — fenolové kyseliny,
stilbény, lignany a flavonoidy [8]. St obzvlast’ zaujimavé pre potravinarsky a farmaceuticky
priemysel. Z dovodu ich prinosov pre P'udské zdravie sa radia na Groven vitaminov ¢i
minerdlnych latok. Vdaka svojej antioxidaénej aktivite moézu byt prevenciou pred vznikom
chronickych chordb ako su rakovina a kardiovaskularne ochorenia [9][10].

Konopné fenoly sa nachadzaju hlavne v semienku, ale aj kvetoch ¢i listoch. Fenoly
Vv kvetoch st zvicsa polyfenoly a flavonoidy, ktoré sa bezne vyskytuju v inych druhoch rastlin.
Konopa obsahuje asi 21 druhov flavonoidov. NajzastiipenejSimi fenolickymi latkami
v semienku st kyselina hydroxyskoricova a lignamidy. Nachadzaju sa tu aj flavonoidy pre
konopu jedine¢né, napriklad kanflaviny a apigenin [1]

2.2.3 Primarne metabolity

Z latok, ktoré obsahuju frakcie konopy siatej, maji najvicsie zastipenie primarne metabolity,
teda latky so zakladnymi funkciami. Patria sem sacharidy, proteiny a lipidy.

Sacharidy st obsiahnuté v celej rastline ako stcast bunkovej steny a stavebna zlozka,
tvoriaca kvalitné vldkna, vdaka ktorym bola konopa pocas historie jej vyuzivania tak
vyznamna. Konopné vldkna obsahuju celulézu (55%), hemicelulozu (16%), pektiny (18%) a
lignin (4%) [11]. Celuldza je v prirode najrozsirenej$ou organickou zluceninou. Je to linearny
polymér D-glukézovych jednotiek viazanych glykozidovymi vidzbami p-(1—4).
Makromolekuly celuldzy sa viazu vodikovymi vézbami a tvoria v stenach rastlinnych buniek
trojrozmerné Struktury, ktoré sa nazyvaju celuléozové vlakna. Celuldza je nerozpustna vo vode
a vo vicsine rozpustadiel, rozpustit’ ju je mozné jedine v koncentrovanych kyselinach. Vtedy
dochadza ku hydrolyze a Stiepeniu na kratSie fragmenty. Hemicelulézy su necelulozové
polysacharidy, ktoré vypiaju priestor medzi celul6zovymi vlaknami. Okrem jednotiek glukdzy
obsahuju aj xylazu, galaktézu ¢i arabindzu, do tejto skupiny sa radia aj B — glukany. Pektiny st
polysacharidy s réznorodym zloZenim. Struktira pektinov je tvorena linedrnym retazcom,
zloZzenym z jednotieck D — galakturdnovej spojenych vdzbami a-(1—4), ktory sa nazyva
kyselina polygalakturonova. Jednotky galakturénovej kyseliny moézu byt esterifikované
metanolom a retazce polygalakturénovej kyseliny mézu obsahovat’ aj d’alSie monosacharidové
jednotky, najcastejSie rhamnozu, arabinozu a galaktozu [12].

Proteiny st vysokomolekulové latky nachadzajuce sa vo vSetkych Zivych organizmoch.
Tieto makromolekuly sa skladaju z jedného alebo viacerych polypeptidovych retazcov. Kazdy
polypeptid pozostava z retazca aminokyselin spojenych peptidovymi vizbami. Bielkoviny st
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zdrojom dusika vo vyzive a nesu aj energeticki hodnotu. Maji mnozstvo délezitych funkcii
v bunke aj vorganizme, a to Struktirnu, enzymaticka, transportnu, pohybovil, obrannd,
regulacnu a nutri¢n. Proteiny st zlozené z aminokyselin, ktoré pre organizmus predstavuju

najdodlezitejsi zdroj dusikatych zltcenin. Kvalitu proteinov posudzujeme podla zastipenia
esencidlnych aminokyselin vo vhodnom pomere a tiez podla stravitenosti konkrétneho
proteinu. Miera kvality bielkoviny je charakterizovana biologickou hodnotou proteinov. Tato
hodnota zna¢i mnozstvo proteinov, ktoré si organizmus nesyntetizuje zo 100 g proteinov
prijatych z potravy. Zdroje bielkovin st zivociSne aj rastlinné. Niektoré zdroje bielkovin st
takzvané kompletné, Co znamend, ze obsahuju vsetky esencidlne aminokyseliny (vajcia,
mlieko, s6jovy protein a in¢). Konopny protein ako jeden z mala rastlinnych zdrojov obsahuje
vsetky esencialne aminokyseliny, teda ide o kompletny zdroj. Na rozdiel od ostatnych
rastlinnych zdrojov obsahuje aj metionin v dostatocnej miere. Obsah aminokyselin je
zobrazeny v Tabulke 1. Je vyborne stravitelny, hodnota stravitel'nosti je nad 85 % [13][14].

Tabulka 1 Obsah aminokyselin v konopnom proteine

Aminokyselina Cloein (\(/, /f)mteme Aminokyselina Clasalr (\(/, /f )mteme
Tryptofan 1,63 Tyrozin 2,70
Threonin 4,19 Arginin 10,53
Izoleucin 4,90 Valin 5,87

Leucin 6,67 Histidin 2,58
Lyzin 472 Alanin 5,06
Metionin 2,03 Kys. asparagova 11,20
Cystein 1,86 Kys. glutimova 22,10
Fenylalanin 5,24 Glycin 6,83
Prolin 441 Serin 531

Lipidy su estery vyssich mastnych kyselin a alkoholov a ich derivaty. Najvacsiu Cast’ lipidov
tvoria triacylglyceroly a polarne lipidy obsahujice zbytok kyseliny fosfore¢nej — fosfolipidy.
Triacylglyceroly maji funkciu zasoby azdroja energie, su energeticky najbohatSia
potravina [15].

Zakladnou stavebnou jednotkou lipidov st alifatické monokarboxylové kyseliny s retazcom
S4 az 26 atobmami uhliku, inak nazyvané aj mastné kyseliny. Pozname viac ako 50 druhov
mastnych kyselin. V prirode sa vyskytuji mastné kyseliny s parnym poctom uhlikov,
S nasytenymi alebo nenasytenymi véizbami. Nenasytené kyseliny m6Zu obsahovat’ jednu alebo
viac izolovanych dvojitych vézieb, zvyCajne v strednej Casti retazca. Niektoré nenasytené
mastné kyseliny si 'udské telo nedokaze syntetizovat, a preto sa nazyvaju esencialne [16].

Kazdy druh oleja ma charakteristické zloZenie mastnych kyselin. Obsah mastnych kyselin
urcuje vhodnost oleja pre urcité aplikacie a z toho dovodu je najvyznamnejSim kritériom pre
hodnotenie olejov. Z hladiska vyzivy st najddlezitejSie nenasytené formy mastnych kyselin.
Konopny olej obsahuje 70 — 80 % nenasytenych mastnych kyselin. Je v iom obsiahnuté vel'ké
mnozstvo esencidlnych mastnych kyselin, napriklad kyselina linolova a kyselina o— ay—
linolenova. Pomer kyseliny linolovej a kyseliny a — linolenovej je v konopnom oleji priblizne
3:1. Za optimalny pomer tychto mastnych kyselin (alebo pomer omega-6 : omega-3) v strave
sa povazuje 2:1 az 3:1, takze konopny olej ma z tohto ohl'adu idealne zloZenie [17].
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2.3 Chemické zloZenie produktov spracovania konopy siatej

Ciel'ovymi produktami spracovania konopy s najcastejSie konopny olej alebo vladkno.
Podl'a toho sa li8i vyber najvhodnej$ej odrody a postupu spracovania rastliny. Z kvetov a listov
sa Casto d’alSim spracovanim ziskava extrakt kanabinoidov. Vedl'ajsSimi produktami st korene,
listy, zbytky stoniek, vylisky a sedimentacny kal.

Vytazok oleja a vldkna sa liSi podla podnebia a konkrétnej odrody. Kvalitnejsie dlhé
konopné vlakna su vhodné na textilie. Stredné a kratke vlakna su vhodné na vyrobu papiera
a inych netkanych textilii (plienky). Zvyskové vlakna zo stonky sa mozu pouzit’ rozomleté
v produktoch ako su obaly, stavebné materialy.

Konopné semienka su podobné slne¢nicovym semienkam, s tym rozdiclom, Ze konopné
semienko ma okrem endospermu jedlé aj semenné obaly. Obsahuju 35 % oleja, 25 % bielkovin
a 20-30 % nerozpustnej vlakniny. Mozu obsahovat iba stopy kanabinoidov, ktoré sa do frakcie
semienok dostani kontamindaciou z inych Casti rastliny. Semienka obsahuju vel'mi zdravy olej
a takisto proteiny s Komplexnym obsahom aminokyselin, preto nachadzaju uplatnenie hlavne
V potravinarstve. V konopnych semendch moézeme najst’ vel'a prospesnych latok, ako napriklad
vitamin A, vitamin C a vitamin E. Obsahuju aj zdkladné mineralne latky (Mg, P, K, S, Zn, Ca,
Fe ) a st dobrym zdrojom manganu. Konopné semienka neobsahujt lepok, teda su vhodné aj
pre celiatikov [14].

Konopny olej ma vyuzitie ako samostatna potravina, alebo ako prisada v kozmetike,
tlaciarenskych farbach a nateroch. Vyraba sa zo semien lisovanim za studena. Konopny olej
vykazuje vyborné vlastnosti pre zdravie vdaka vysokému obsahu esencidlnych mastnych
kyselin. Je zlozeny z priblizne 80 % polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA), s najvy$§im
obsahom kyseliny linolovej (LA) a alfa-linolénovej (ALA), pricom ich pomer je priblizne 3:1,
¢o je jeden z najzdravSich pomerov z pomedzi pouzivanych rastlinnych olejov. Na rozdiel
od l'anového oleja, ktory ma sice lepsi pomer omega-3 a omega-6 mastnych kyselin, je konopny
olej chutny, teda vhodny na varenie, a taktieZ nie je taky nachylny na autooxidaciu ako 'anovy
olej. Konopny olej obsahuje 5 % kyseliny y-linolenovi (GLA), ktora sa nachadza iba
Vv niektorych olejoch rastlin. Vitaminy K a E rozpustné v tukoch st d’alSou dolezZitou zlozkou
konopného oleja. Konopny olej ma preto vynikajucu vyzivovi hodnotu [18]. Pri vyuziti
v kozmetike sa ocefiuje hlavne vysoky pomer nenasytenych mastnych kyselin, ktoré pleti
dodavaju hebkost” a hydratujua [2].

Obrazok 2 Konopné semienka a konopny olej[19]
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Vylisky po lisovani oleja st vysoko hodnotnou surovinou. Obsahujii minimum tuku, ale
vysoky podiel bielkovin. Konopné bielkoviny st dobre stravitelné a vyznacuju sa velkym
mnozstvom obsahu metioninu, ktory je napriklad v sdjovej bielkovine limitujuci. Blizsie
opisana charakteristika konopnych bielkovin je v kapitole 2.2.3. Z vyliskov sa da pripravit’
konopnd muka alebo konopny protein na vyuzitie v potravinach. Konopny protein sa vyraba
preosiatim konopnej muky od hrubsich otriib a obsahuje az 50 % bielkovin [20].

2.4 Legislativa ohP’adom pouzitia kanabinoidov

V minulosti bola konopa Vv svetovom priemysle nenahraditelna. Rocenka amerického
ministerstva hospodarstva V roku 1913 pisala o konope ako o najstarSej pestovanej plodine,
ktora zlepSuje kvalitu pody a produkuje jedno z najsilnejSich a najtrvacnejsich vlakien. Avsak
v roku 1937 bol v USA schvaleny Marihuanovy danovy zékon, s cielom zakazat' rekreacné
pouzitie konope, dosledkom ktorého sa stalo aj pestovanie technického konope zakézanym.
V roku 1961 doslo k celosvetovému zakazu pestovania konope podla Jednotného dohovoru
OSN o omamnych latkach. To malo za vysledok S§l'achtenia odrdd so zniZenym obsahom
psychoaktivneho A9-tetrahydrokanabinolu (THC) av 80. rokoch vznikol pojem technické
konope.

Podl'a nariadenia Eurdpskej tnie rovnako ako vlady Ceskej republiky &. 463/2013 Zb.
0 zozname navykovych latok sa ako technické konope oznacuje registrovana odroda, v ktorej
zastipenie psychoaktivneho THC nepresahuje 0,3 % hmotnosti suchej rastliny. Technické
konope moze byt pestované na tizemi o vymere do 100 m? bez povolenia. Odrody s obsahom
THC nad 0,3 % podla tohto nariadenia m6zZu pestovat’ iba licencovani pestovatelia [21].

2.5 Technologia spracovania konopy siatej

Postupy pestovania aj spracovania konopy sa lisia z zavislosti na poZadovanom produkte.
NajcastejSimi produktami pestovania konopy siatej su jej vlakna, konopny olej a extrakt
kanabinoidov.

V pripade konopnych vlakien su vybraté odrody produkujuce silné stonky. Rastlina je
nahusto vysiata, aby sa podporila vysoka a Stihla stonka a zber sa uskutociiuje eSte pred zacatim
kvitnutia, ¢ize nedochadza k vyvinu §isiek bohatych na zivice s kanabinoidmi ani k dozretiu
semena. V Case Zatvy sa konope odreze a zroluje do velkych kop, ktoré su pripravené na
prepravu do zariadeni na extrakciu a tvorbu vlakien [22].

V pripade pestovania konopy na semeno sa vyberajui odrody, ktoré produkuju vysoky obsah
oleja v semenach. Rastlinné oleje, najmé panenské oleje, sa dnes vyrabaju hlavne metodou
lisovania za studena. Takto ziskané oleje maju lepSiu vyzivova hodnotu, pretoze sa lepSie
zachovavaju ich povodné vlastnosti, €o je v potravinarskom priemysle vel'mi ziaduce. Okrem
toho moze olej ziskany pomocou systému lisovania za studena obsahovat’ vysSie podiely
bioaktivnych zlu€enin, ako si esencidlne mastné kyseliny, fenolické latky, flavonoidy a
tokoferol. Nevyhodou je, Ze oleje ziskané spdsobom lisovania za studena st vel'mi citlivé na
oxidac¢né procesy [23]. Zavody na vyrobu oleja pouzivaju na mechanické lisovanie za studena
skrutkovy alebo hydraulicky lis. Postup nezahfiia rafinatné kroky, iba Cistenie jednoduchou
sedimentaciou, aby sa odstranili necistoty, ako je jemna buniCina, Zivice a voda. Studené
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lisovanie vytvara rozne vedlajSie produkty: kaly, vylisky alebo mucky. Kal predstavuje
komplexni zmes pozostavajucu z malych kuskov lisovaného semena a Supky, ako aj
fosfolipidov, oleja, voskov av malom mnozstve aj latok, ako su fytosteroly, tokoferoly,
pigmenty a mastné kyseliny. Vylisky z konopnych semien s vedl'ajSim produktom po lisovani
semien na extrakciu oleja [20].

Semienka koﬁope Vylisky

|

Lisovanie _

|

Surovy olej

l

Sedimentacia

|

Oddelenie kalu

|

Panensky olej Kal

Obrazok 3 Schéma lisovania konopného oleja

Extrakt kanabinoidov je ziskavany zo spracovania kvetov a listov konopy, ked’ze obsahujt
najvyssi podiel tychto latok. Volba odrody konopy je klicova, ked’Zze jednotlivé odrody sa
vyznamne liSia v obsahu kanabinoidov.

Na extrakciu kanabinoidov sa mdézu vyuzivat' rozne extrakéné metody, ktoré vSak musia
spifat’ poziadavky na bezpecnost a kvalitu vysledného produktu. Najlastejsie sa vyuziva
extrakcia do organickych rozpustadiel s oznacenim GRAS (Generally Recognized as Safe)
alebo technoldgia extrakcie superkritickym COz. Podl'a parametrov rozpustnosti je etanol
najucinnejsim rozpustadlom pre kanabinoidy. Extrakcia superkritickym COz je sice pomalSia
a nakladnejSia metdda v porovnani s tradicnou extrakciou etanolom, ale vyznacuje sa malymi
dopadmi na zivotné prostredie: nepouZivaji sa organické rozpustadla a ako extrakéna
kvapalina sa pouziva oxid uhli¢ity s moznost'ou recyklovat’ pouzity CO2 na pestovanie rastlin.

V tejto diplomovej praci sa zameriavame na extrakciu organickymi rozpustadlami, a preto
je blizsie opisana prave tato metdda.
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Vysusené kvety konopy sa zomelu (na cCastice asi 50 pum) pomocou nozového mlynu.
Nasleduje regulované tepelné spracovanie V susiarni, pocas ktoré¢ho dojde ku dekarboxylacii
kyslych foriem kanabinoidov na ich aktivnu formu. Nasleduje samotna extrakcia v extrakénom
pristroji. VolI'ba extrakéného systému zavisi od velkosti prevadzky a spracovavaného objemu
rastliny. Po pociato¢nej extrakcii obsahuje extrakt eSte mnoho inych zloziek, ¢ize je podrobeny
kroku purifikacie. Extrakt sa moze Cistit’ stuZzenim a odstranenim voskov, lipidov a chlorofylu
pri nizkej teplote, ¢o sa nazyva zimovanie alebo odparafinovanie. Zmes sa ochladi na -20 az -
80 °C a necha sa 24-48 hodin usadzat’, nasledne je zmes filtrovana. Dal§imi metddami Gistenia
extraktu je destilacia, kryStalizacia alebo chromatografické metody.

Kvoli vyuzivaniu organickych rozpustadiel, ktoré mézu byt’ hrozbou pre zivotné prostredie
alebo zdravie, je tento extrakény proces v priemysle regulovany a podlieha dodrziavaniu
predpisov. Aj preto je najvhodnejSim rozpustadlom etanol, ktory je povazovany za bezpecny
na pouzitie vo farmaceutickych a potravinarskych produktoch [24][25].

2.6 Priemyselné vyuzitie konopy siatej

Vsestrannost’ vyuzitia konopy prinasa vel'a materialov, ktoré sa mézu spracovat’ na tisicky
roznych produktov. Casopis Popular Mechanics z roku 1938 uviedol, Ze ,,z konopy sa da
vyrobit’ viac ako 25 000 produktov, od celofanu az po dynamit.” Hlavnymi surovinami st
lykové a bunicité vldkna zo stonky, semend, konopny olej a vylisky. Konopa ako technicka
plodina je obnovitelnym zdrojom tychto surovin, ktoré sa mézu vyuzit' v Sirokom spektre.

Pestovanie konopy je najroziirenejsie v Cine, Anglicku, Franctzsku, Holandsku, Mad’arsku
a Rusku (1999) [26].

2.6.1 Aplikacia konopy siatej v kozmetike

Kanabinoidy sa neddvno dostali do popredia v retazcoch ako sucast produktov v
starostlivosti o plet. CBD sa stalo modernou ingredienciou, ¢o inSpiruje mnoho znaciek k jej
zaClefiovaniu do svojich vyrobkov. Vyrobky s CBD slubuju protizdpalové, analgetické
a hydrata¢né ucinky, sredukciou vrasok, alebo inak povedané, poskytujii pomoc s akné,
s liecbou ekzémov, psoriazy a iritacie. Vedecké studie v tejto oblasti potvrdzuja potencial CBD
Vv liecbe koznych ochoreni, avsak ich rozsah este nie je dostatocny [27].

V kozmetike je Casto vyuZzivany aj samotny konopny olej, niektoré znacky sa Specifikuju
vyhradne na pouzitie tohto druhu oleja. Kozmetické pripravky s konopnym olejom st zamerané
hlavne na problematicku plet’ s ekzémom ¢i nachylnost'ou k akné. Prednosti konopného oleja
su jeho vyborné vstrebavanie sa do pokozky a obsah prospesnych aktivnych latok ako st
nenasytené mastné kyseliny, chlorofyly a antioxidanty. Konopna olej pokozku hydratuje, ale
nezanechava na nej mastny film, a je hypoalergénny [28][29].

VyuZitie ma aj esencidlny (alebo étericky) olej z konopy. Esencialny olej je zmes prchavych
latok ako su terpény, ziskava sa destilaciou s vodnou parou z kvetov a listov. Nesie
koncentrovanu aromu konopy a preto ma vyuzitie ako primes do kozmetickych vyrobkov a
Vv arématerapii. Inhalaciou pary s obsahom esencialneho oleja moze byt lieCeny zapal nosnych
dutin [30]. Najprchavejsia frakcia obsahuje monoterpény a seskviterpény (napriklad eugenol,
cineol, linalool), z ktorych niektoré maju protirakovinové, analgetické a dezinfekéné ucinky
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alebo podporuju paméit. Menej prchava frakcia obsahuje kanabinoidy, ktorych pozitivne
zdravotné uc¢inky su rozobrané v kapitole 2.2.1, ale v pripade aplikacie éterického oleja je
najprospesnejsi ich analgeticky a protizapalovy ucinok [31][2].

2.6.2 Aplikacia konopy siatej v potravinarstve

Konopny olej je zatial’ stale najhodnotnejs$i produkt konopného priemyslu. Priméarne sa
vyuziva v studenej kuchyni a ako potravinovy doplnok vo forme olejovych kapsli. Ma prijemnu
orieSkovu chut’ a zaujimavu zelenkasta farbu. Kvoli vysokému obsahu nenasytenych mastnych
kyselin nie je vhodny na tepelnu Upravu, ale vyuziva sa na vyrobu dresingu, majonézy Ci
zalievky Salatu. Netradicné vyuzitie konopy je Vv prichucovani piva [14]. Jeho najvacsim
benefitom je vysoky obsah nenasytenych mastnych kyselin aidedlny pomer o6 a w3
mastnych Kyselin, ktory bol opisany v kapitole 2.2.3. Okrem toho je zaujimavy aj obsah
antioxidanov, vitaminov A a E, ktory prispieva K jeho zdravotnym ucinkom — znizuje obsah
cholesterolu akrvny tlak, ma preventivne ucinky proti kardiovaskularnym ochoreniam
a rakovine.

Konopné semienka st konzumované lipané alebo nelupané. Vdaka obsahu vsetkych
esencialnych aminokyselin a vysokému obsahu nenasytenych mastnych kyselin s optimalnym
pomerom omega-6 a omega-3 st povazované za superpotravinu. Okrem tohto obsahuji mnohé
mineralne latky, vitaminy a fenolické latky, ako je pojednavané v kapitole 2.3. Konopné
semienka byvaji komer¢ne dostupné aj prazené. Tepelna uprava zvysuje dostupnost’ aktivnych
latok, ako st polyfenoly, uvolnenim tychto latok z bunkovej steny [32].

Z vyliskov konopnych semienok sa vyraba konopna muka, pouZite'na pri peceni a vareni.
Jej chemické zloZenie je opisané v kapitole 2.3. Jej pridavkom do potravin sa zvySuje obsah
bielkovin a vldkniny, v porovnani s pouZitim pSeni¢nej alebo kukuri€nej muky. Takisto je
vyznamny obsah fenolickych latok, teda antioxidantov. Konopnad muka je bezlepkova, ¢ize ma
vyuzitie V pecive pre celiatikov, napriklad v bezlepkovych chleboch alebo susienkach. Napriek
tomu, Ze pridavok konopnej muky zlepSuje nutri¢ni hodnotu jedla, ma negativny vplyv na
organoleptické vlastnosti. Dodava jedlu horkii pachut a tmavozelenu farbu, Co znizuje
prijatel'nost’ vyrobkov pre spotrebitel’a [33].

Preosiatim konopnej muiky sa oddeluje jemnejsia frakcia, takzvany konopny protein. Ten sa
stava zaujimavym hlavne kvoli vysokému obsahu metioninu a argininu. Arginin je prekurzor
pre oxid dusnaty, takze je povazovany za latku prospesnu pre srdce. Komer¢ne dostupné su
proteinové koncentraty s obsahom proteinu do 70 %, ale obsahuju aj pomerne vysoké
mnozstvo Kyseliny fytovej, ktora je antinutrient a znizuje stravitelnost’ proteinu a teda
funkcnost’ [33][34].

2.6.3 Aplikacia konopy siatej v medicine

Konope sa dnes pouziva na lieCbu najréznejSich zdravotnych problémov. Najéastejsie sa
pouziva na l'avu od bolesti u pacientov s rakovinou, chronickymi bolest'ami alebo bolest'ami
spojenymi so skler6zou multiplex. Konope sa tiez pouziva na zmiernenie zipalu a na
zmiernenie priznakov suvisiacich s neurodegenerativnymi poruchami, ako je Parkinsonova
choroba, Alzheimerova choroba a epilepsia [1].
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Latky zodpovedné za prospesné zdravotné ucinky konopy su kanabinoidy. THC podporuje
chut' do jedla, ¢im pomaha pacientom, ktori kvoli svojej chorobe pocituju nechutenstvo,
prijimat’ potrebné Zziviny. Pacientom podstupujicim chemoterapiu zase pomaha potlacit
nevolnost’ a potrebu zvracania. Pri liecbe roztrisenej sklerdzy je zase prospesné zmiernenie
bolesti a svalovych ki¢ov. Analgetické u¢inky THC sa taktiez vyuZzivaji pri pacientoch, ktori
trpia na chronické bolesti sposobené akoukol'vek diagnézou. Nevyhodou latky THC je to, ze
moze spdsobovat’ uzkostné stavy a tym podnecovat’ psychotické stavy u pacientov. Typicka
denna davka pri Gzivani THC je 5- 30 mg/den. Vyskum pri inych ochoreniach je zatial
nedostatocny, ked’ze bolo THC dlhodobo ilegalne [35].

ZaujimavejSim a vSestrannej$im kanabinoidom pri aplikovani v medicine je kanabidiol
(CBD), ktory nema psychoaktivne G¢inky ako THC a dokonca potlaca psychoaktivne t€inky
THC. Hlavnym benefitom uZzivania CBD su jeho antipsychotické ucinky, a to konkrétne
Vv potlacani pocitu tizkosti a zlepSovani kognitivnych funkcii. Dlhodobé uzivanie CBD znizZuje
vyskyt panickych stavov [2]. Pouziva sa pri lieCbe schizofrénie, kvoli zmierneniu paranoje
a halucinécii. CBD sa pouziva pri tazsich formach epilepsie, aj u deti, lebo vyrazne znizuje az
eliminuje pocet zadchvatov. M4 takisto neuroprotektivnu funkciu, ¢ize nachadza vyuzitie pri
liecbe Alzheimerovej choroby. Vdaka antioxidacnému a protizapalovému ucinku prispieva
Kk prevencii autoimunitnych chordb, ako su diabetes mellitus 1. typu alebo artritida. CBD je
V dnesnej dobe intenzivne Studovand latka a okrem vymenovanych medicinskych pouziti mé
eSte mnoho priaznivych ucinkov pri lie¢be rdoznych ochoreni bez zavaznych vedlajsich
ucinkov. Typicka denna davka CBD je 200-600 mg/den [35][2].

2.6.4 Dalsie aplikacie konopy siatej

Ako bolo spominané, konopa siata ma tisice vyuziti. Okrem aplikacii bliZSie rozobratych
v predchadzajucich podkapitolach je pouzitie konopy rozsirené v textilnom a stavebnickom
priemysle.

Textilny priemysel je tretim najvacS$im odvetvim na svete. V dnesSnej dobe sa z prirodnych
rastlinnych vlakien najCastejSie vyuZzivaji bavlna, juta ¢i I'an, avSak na naSom tuzemi boli
vV minulosti najvyznamnej$imi zdrojmi vldkna prave I'an a konopa. Pred viac ako storo¢im zacal
vyznam konopy klesat’, vzhI'adom na rozsirenie dovozu bavlny, a neskor kvdli vyrobe umelych
vlakien. Spotrebitel'ské trendy v odevnom priemysle sa vSak stale viac sustred’'uju na organické
a ekologické materidly. Technické konope je rastlina s vysokou vytaznost'ou vldkna, az 36 %
zo stonky, respektive 1 tona vldkna na hektar. Konopné vlakna maji mnoho dobrych vlastnosti.
V porovnani s ostatnymi vldknami st hlavne aseptické, vysoko absorpcné a hypoalergénne. Ich
pevnost’ a pruznost’ je porovnatelnd s l'anovym vldknom. Z technologického hladiska je mozné
pouzit’ na spracovanie konopy uz existujiice technoldgie a pristroje na spracovanie l'anového
vlédkna, CiZze by sa pri zvySenom dopyte o konopny textil nemuseli vyvijat nové postupy
[22][36].

V stavebnictve je mozné vyuzit celt stonku konopy. Tvrda Cast’ stonky je vyuzivana v
materidloch na budovanie stien, méksie Casti skor ako sticast’ omietok. Beton s konope je stale
viac a viac pouzivany stavebny material kvoli jeho dobrym vlastnostiam a obnovitel'nosti tohto
zdroja. V porovnani s ostatnymi stavebnymi materialmi ma nizSiu hustotu, dobré akustické a
izola¢né vlastnosti a vysoké pohlcovanie vlhkosti. Beton s ¢astami konopy obsahuje okrem
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rastliny aj vapno a vodu. Jeho vyuzitie je na vyrobu tehly, formovanie omietky alebo vypln
stien [37].

2.7 Konopa siata v cirkularnej ekonomike

Konopa siata je obnovitel'ny zdroj obzivy a materialu. Jej spracovanie vytvara malo vedl'ajSich
produktov. Tieto odpady st hodnotné svojim chemickym zlozenim a maji mnoho vyuziti, ¢im
sa konopa siata stdva idedlnou komoditou na zaradenie do cirkularnej ekonomiky.

Cirkularna ekonomika je jednym z nastrojov na dosiahnutie udrzatelného hospodarstva
a zabezpecenie lepsej kvality zivota na planéte. Je zaloZena na myslienke, aby vSetky produkty
mohli byt opitovne zapojené do cyklu po ich pouziti, kde sa stani opatovne zdrojmi pre nové
produkty alebo sluzby. To znamena, Ze odpad ako taky uz nebude viac existovat’ [38][39].

V sucasnosti, ked’ rastie vo svete uvedomenie si potreby ochrany Zivotného prostredia na
d’alSie prezitie I'udstva a hl'adaju sa ekonomické alternativy, narastda zaujem o pestovanie
a spracovanie konopy. Rastliny konopy st vSestranne vyuzitelné a zarucuji kompatibilitu
S principmi zachovania zivotného prostredia. Ekonomika ich pestovania sa zvySuje
prostrednictvom u¢innych spracovatel'skych technolégii a vyvojom novych produktov
s vyuzitim technickych odrdd. Tieto aspekty viedli k narastu pestovatel'skych ploch v EU, kde
sa vyrazne rozsiruje trh s konopnymi produktami. Rastice Gspory pri vel'koplosnom pestovani
konopy st spdsobené vylepsenou technoldgiou zberu a modernym spracovanim rastliny [26].

Konopa siata je cennou alacnou biosurovinou, ktord sa moéze pestovat’ vo vacsine
klimatickych pasiem. Je to rychlorastica bylina odolnd voci chorobam a burindm, co
minimalizuje pouZitie pesticidov a herbicidov. Konopa méze byt’ vyznamna pri ekonomickom
rozvoji pol'nohospodarskych oblasti; mézu sa vytvorit’ nové pracovné miesta a podporit’ tak
lokalne vyroby.

Technické konope je rastlina s vysokou vytaznostou vlakna a je povazovana za ekologick,
takZe ma potencial stat sa udrZatelnym zdrojom vldkien na textilie. V porovnani s
najpouzivanej$im zdrojom textilného vlakna — bavlnou, je jej pestovanie kratSie, ked’ze sa
vlakno zbiera uz pred kvitnutim a vyzaduje aj menej zavlaZovania. Dal$ou vyhodou je jej
pestovanie primarne v Eurdpe, ¢o vyhovuje zvySujucemu sa dopytu po lokalnych produktoch
hlavne v Eurodpe, ktora je svetovy lider v ekologickych zameroch [36][40].

Tym, ze je celosvetovy trend legalizovat pestovanie technickej konopy, zaCina byt jej
pestovanie viac konkurencieschopné. Na rozdiel od pdvodnych surovin, ako bavlna, nie je
konopa zavisla na chemikalidch. Jej vyuzitim ako suroviny na vyrobu papiera sa obmedzi
zasahovanie do lesov, naopak, jej samotny rychly rast znizuje koncentraciu CO2 Vv atmosfére
[26].

2.8 Analytické metody

2.8.1 Chromatografia

Chromatografia je separatna metdda vyuzivajica dve fyzikalne odliSné fazy na oddelenie
separovanych latok. Jedna faza je nepohyblivd — stacionarna, druhd pohyblivd — mobilna.
Pohybom mobilnej fazy su molekuly vzorky unaSané a na zéklade odliSnej afinity ku mobilne;j
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a stacionarnej faze su latky separované. Uplatiiuji sa tu intermolekuldrne sily (hydrofilné,
hydrofobne, elektrostatické...) [41].

Podl'a mechanizmu interakcie latky s fazami sa rozliSuje adsorpcnd, rozdel'ovacia, ionexova,
gélova permeacna a afinitnd chromatografia.

Tabulka 2 Typy interakcii v chromatografii

Typ Rozdelovacia vlastnost’ zloZiek
Adsorpéna rozdel'ovacia Schopnost’ zloziek putat’ sa na SF
Rozdelovacia Rozpustnost zloziek v MF a SF
Tonexova Pritazlivé sily posobiace na zlozky od SF
Gélova permeacna Velkost' zloziek na pérovitej SF
Afinitna Uzko selektivna afinita zlozky ku SF

Mobilnou fazou je pri plynovej chromatografii plyn, pri kvapalinovej chromatografii
kvapalina, alebo tekutina v nadkritickom stave pri chromatografii s nadkritickou mobilnou
fazou.

V chromatografickej sustave je zaradeny aj detektor, teda chromatografickd separacia
sucasne poskytuje identifikéciu latky a stanovenie koncentracie pri porovnani so Standardmi,
¢ize kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu. Pri koléonovej chromatografii vznika chromatogram,
ako vyhodnotenie signalov z detektoru. Plocha piku je priamo umerna mnozstvu latky [42].

2.8.2 Spektrofotometria

Spektrofotometria UV-VIS (ultrafialova a viditelna oblast’) je inStrumentalna analyticka
metodda vyuZzivajica optické vlastnosti chemickych latok. Pocas analyzy je sledovand interakcia
molekul so Ziarenim. Molekuly absorbujive Ziarenie v rozmedzi 200-800 nm vytvaraji zmeny
mnozstva Ziarenia dopadajiceho na detektor. VyuZitim spektrofotometrie je mozné analyzovat’
latku kvalitativne, ked’ s absorpéné spektra analyzovanych 1atok porovnané so spektrami
Standardov. Princip kvantitativnej analyzy opisuje Lambert-Beerov zakon, podla ktorého je
absorbancia linearne zavisla na koncentracii vzorky, molarnom absorpénom koeficiente a
hrubke kyvety. Ako zdroj Ziarenia v spektrofotometrii sa pouziva wolfrdmova lampa, vodikova
alebo deutériova vybojka. Ziarenie je rozdelené na jednotlivé vinové dizky monochromatorom,
a tie st zamierené na kyvetu so vzorkou. Merana veli¢ina je absorbancia Ziarenia pri prestupe
vzorkou. Na konci pristroja je umiestneny detektor, najcastejsie sa vyuziva fotodidda [43].

2.8.3 Antimikrobialne testy

Testy citlivosti mikroorganizmov na analyzovanu latku patria medzi zakladné mikrobiologické
metddy. Tymito metdédami mozno zistit’ hodnotu minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC), ¢o
je kl'aicovy ukazovatel’ antimikrobidlneho ucinku latky. Oznacuje sa tak koncentracia danej
latky, ktora vidite'ne zabranuje rastu kultury za definovanych podmienok [44].

Dalsia hodnota, ktora sa da uréit’ antimikrobidlnymi testami je minimalna antimikrobialna
(baktericidna) koncentracia, MBC, teda koncentracia danej latky, pri ktorej mikroorganizmus
za danych podmienok nepreZije a nie je schopny sa mnozit'.
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Jamkovy dilu¢ny test sa vykondva na mikrotitracnych dostickach s 96 jamkami. Jamky
obsahuju kultaru skiimaného mikroorganizmu a antimiktobidlnu latku. Po inkubdcii
Vv optimalnych podmienkach pre dany mikroorganizmus je do jamiek pridana modra latka
resazurin, ktora sa v prostredi aktivheho metabolizmu bunky zoxiduje na ruzovu latku
resorufin. Antimikrobialny ucinok je vyhodnocovany vizualne alebo fotometricky. Zaroven
s meranim UCinku vzoriek na mikroorganizmus je potrebné vykonat' aj kontroly cistoty
jednotlivych zloZiek obsahu jamky [43].

Minimalna antimikrobidlna koncentracia je zistend preockovanym inkubovanych kultir na
tuhy agar bez inhibitorov. Misky st po inkubécii v optimalnych podmienkach pre dany
mikroorganizmus vyhodnotené vizualne, hodnoti sa narast kolonie, ¢o znamena, zZe dana
kultura je schopna sa mnozit’ a tvorit’ kolonie.
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3 CIELE PRACE

Ciele diplomovej prace so zameranim na komplexné vyuzitie frakcii konopy siatej su tieto:

* Teoreticky prehl'ad — zloZenie technickej konopy, spracovanie, produkty a ich aktivne
latky.

» Optimalizacia postupov frakcionacie rastliny technickej konopy a analyza aktivnych
zloziek

» Stanovenie aktivnych zloZziek a biologickych ucinkov vybranych frakcii zo spracovania
konopy.

* Vyhodnotenie a diskusia vysledkov
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie, pristroje a mikroorganizmy

4.1.1 Pouzité chemikalie

ABTS, Sigma Aldrich (SRN)

Aceton, p.a., LachNer (CR)

Acetonitril pre HPLC, Gradient Grade, Sigma-Aldrich (SRN)
Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)

Etanol, p.a., LachNer (CR)

Etanol pre UV-VIS, Lachema (CR)

Fenol, p.a., LachNer (CR)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (SRN)

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

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

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

Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO (USA)
Kanabidiol CBD, Sigma Aldrich (SRN)

Kanabigerol CBG, Sigma Aldrich (SRN)
Kanabichromen CBC, Sigma Aldrich (SRN)

Kanabinol CBN, Sigma Aldrich (SRN)

Katechin, Sigma Aldrich (SRN)

Kyselina gallova, Sigma Aldrich (SRN)

Kyselina sirova (96%), LachNer (CR)

Metanol pro HPLC, VWR Chemicals BDH PROLABO (GB)
Octan aménny, p.a., Lachema (CR)

Peroxodisiran draselny, p.a., Sigma Aldrich (SRN)
Trolox, Sigma Aldrich (SRN)

Uhli¢itan sodny, p.a., LachNer (CR)

Cetearylalkohol, Cetylalkohol Mi¢a a Harasta s.r.0., Blansko (CR)
Glycerin bezvody, p.a., LachNer (CR)

Polysorbat 80, Dr. Kulich Pharma, s. r. 0. (CR)

Agar Powder, Himedia (IND)

BHI médium, Himedia (IND)

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

Kvasni¢ny autokatalyzat, Himedia (IND)

LB médium, Sigma-Aldrich (SRN)

NB médium, Himedia (IND)

Pepton, Himedia (IND)
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4.1.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)

Centrifiiga Sigma Laborzentrifugen (SRN)

Kolona Arion Plus C18 3,0 um, 4,6 x 150 mm, ARION CHROMATOGRAPHY
Koléna Kinetex 5 u C18, 4,6 x 150 mm, Agilent Technologies (USA)
Laminarni box Airstream, ESCO (SN)

Magneticka mie$acka, Lavat (CR)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)

HPLC/UV-VIS, ThermoFisher Scientific, Finnigan SURVEYOR (USA)
HPLC/PDA/UV-VIS, ThermoFisher Scientific, ultiMate 3000 (USA)
Spektrofotometer VIS, Helios 8, Unicam (GB)

Susiareti, Memmert GmbH + Co. KG (SRN)

Temperovana trepatka HeidolphUnimax 1010, Labicom (CR)
Ultrazvukovy kapel’ PS 02000 (CR)

Vakuové odparka RV 06, IKA (SRN)

Vodny kiipel' EL-20, Merci a.s. (CR)

Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

Systém MPA 5, Courage + Khazaka (SRN)

Sonda Corneometer® CM 825

Sonda Tewameter® TM 300

4.1.3 PouZité mikroorganizmy

Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Cutibacterium acnes CCM 3437
Escherichia coli CCM 3954

Rhodosporidium toruloides CCY 062-0002-001

4.2 Analyzované konopné frakcie

V tejto diplomovej praci boli analyzované frakcie konopy siatej a vedlajSie produkty jej
spracovania na CBD extrakt a konopny ole;j.

Konopa siata je spracovavana nasledujucim postupom: Z rastliny st oddelené kvety a listy,
ktoré su spolu suSené a drvené. Pocas tohto procesu z povrchu listov prirodzene opadavaju
trichomy a usadzujt sa. Tato zmes kvetov a listov je extrahovana 70% etanolom a vznikd CBD
extrakt a vyextrahované zbytky. Stonky st tiez oddelené a predstavuju odpadny produkt,
¢ize su kompostované. Semienka konopy su lisované za studena, pricom vznikaju vylisky
(pelety) a surovy olej, ktory sedimentuje a je filtrovany.

Frakcie konopy, ktoré boli analyzované boli nasledovné: 1) zmesi listov a kvetov konopy,
2) trichomy, 3) konopné semienka, 4) vylisky vo forme peliet, 5) sedimentac¢ny kal a 6) konopné
stonky. Zmes listov a kvetov je sypka zmes podobna ¢aju, ktora obsahuje susené listy a Sisky
konopy. Trichémy st chipky na povrchu listov rastliny a po suseni tvoria najjemnejsiu frakciu

23



usadent pod zmesou listov a kvetov. Konopné semienka su plody rastliny, v naSom pripade sa
jednalo o nelupané semienka. Pri lisovani semienok vznika surovy olej a vylisky — pelety. Tieto
pelety boli pre Gcely kazdej analyzy a pouzitia pomleté v kuchynskom mixéri alebo vibracnym
mlynom podl'a pozadovanej vel'kosti Castic a po pomleti boli ozna¢ované ako konopna muka.
Po vylisovani oleja zo semien vznika surovy olej, ktory sa necha sedimentovat’. Po odteceni
panenského oleja ostava sedimentacny kal obsahujuci konopny olej a necistoty zo semienok,
ktoré udavaju kalu vyssiu viskozitu. Konopné stonky st zmes malych aj hrubsich stoniek
rastliny.

Zmesi listov a kvetov boli k dispozicii v troch odrodach — Fedora, Futura a Santhica.
Z odrody Santhica boli frakcie z dvoch ro¢nikov. Z odrody Santhica boli analyzované aj
vedlajsie produkty jej spracovania z roku 2019 aj 2021: konopné pelety a sedimenta¢né kaly.
Prehl'ad vzoriek je uvedeny v Tabul'ke 3.

Tabulka 3 Analyzované frakcie konopy siatej

Frakcia Odroda Ro¢énik Oznadenie
Fedora 2019 KveFed19

Zmes kvetov a listov Futura 2020 KveFut20
Santhica 2019 KveSan19

Santhica 2020 KveSan20

Semienka Santhica 2020 SemSan20
Trichomy Santhica 2020 TriSan20

Mika Santhica 2019 MukSan19

Mika Santhica 2020 MukSan20
Kal Santhica 2019 KalSan19
Kal Santhica 2020 KalSan20
Stonky Santhica 2020 StoSan20

4.3 Priprava extraktov frakcii konopy

Z vybranych frakcii boli pripravené extrakty s pouzZitim troch rozptstadiel — hexanu, 70%
etanolu a destilovanej vody. Tieto rozpustadla st dobre dostupné, maju oznacenie GRAS
(Generally Recognized as Safe) a st r6znej polarity — nepolarny je hexan, stredne polarny etanol
a polarna voda.

Hexéanové a etanolové extrakty boli pripravené pomocou pristroja Soxtherm s prislusnym
extrakénym programom podl'a manudlu vyrobcu. Boli pripravené hexanové a etanolové
extrakty 6smych vybranych frakcii — Styroch zmesi listov a kvetov, semienok, trichomv a dvoch
muk. Na analytickych véhach bolo navdzenych 5 g (iba v pripade muk 10 g) vzorky do
celul6zovej patrony, ktora bola vlozena do sklenenej nadoby od vyrobcu. Extrahovana vzorka
bola prekryta vatou a cez patronu bolo pridanych 100 ml daného rozpustadla. Nadoba bola
umiestnena do pristroja Gerhardt Soxhterm. Po ukonceni extrakcie bol extrakt kvantitativne
prevedeny do predom odvazenej slziCkovej banky a zbytky rozpustala boli odparené na
rotacnej vakuovej odparke. Extrakt bol zvazeny na analytickych vahach a z rozdielu navazok
bol gravimetricky stanoveny obsah lipidickych latok vo vzorke. Extrakty boli nasledne
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rozpustené V presnom objeme daného rozpustadla a boli uschovavané v sklenenych lickovkach
pri teplote -20 °C.

Vodny vyluh bol pripraveny zo vSetkych jedenastich frakcii. Na analytickych vahach bolo
navazenych 0,5 g vzorky, prevedenych do 250 ml Erlenmayerovej banky a doplnenych
destilovanou vodou do 100 ml. Banky boli uzavreté a ponechané na trepacke 24 hodin. Po
extrakcii boli tuhé zbytky vzoriek odfiltrované a vyluh bol uchovavany v plastovych
skimavkach v mraznicke.

4.4 Stanovenie celkovych rozpustnych sacharidov podl’a Duboisa

Rozpustné sacharidy boli stanovené spektrofotometricky podl’a Duboisa. Na zostrojenie
kalibra¢nej krivky bol pouzity zakladny vodny roztok glukézy o koncentracii 1 mg/ml a bolo
merané koncentraéné rozpitie 0,02 — 0,1 mg/ml. Pre stanovenie celkovych sacharidov vo
vzorkach bol do plastovych uzatvarateI'nych skimaviek odpipetovany 1 ml roztoku vzorky,
nasledne bol pridany 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Bolo
potrebné dbat’ na Cerstvost’ roztoku fenolu, inak bola analyza nepresna. S chemikaliami bolo
pracované Vv digestore a s rukavicami. Zmes bola pretrepana a ponechana 30 minat inkubovat’
pri laboratornej teplote. Napokon bola na spektrofotometri zmerana absorbancia pri vinovej
dizke 490 nm oproti slepej vzorke. Na davkovanie zmesi do kyvety bola pouzitd automaticka
pipeta s cielom obmedzit’ kontakt s kyselinou sirovou. Pripadné potrebné riedenie vzoriek bolo
prevadzané destilovanou vodou.

4.5 Stanovenie celkového dusiku a hrubej bielkoviny Kjeldahlovou metédou

Na stanovenie obsahu bielkovin v konopnych frakciach bola vyuzita Kjeldahlova metéda. Na
filtrany papier bol navazeny 1 g analyzovaného materialu, bol do papiera zabaleny a vloZeny
do mineraliza¢nych trubic spolu s 2 g Weiningerovho katalyzatoru. V digestore bolo do trubic
pridanych 10 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Trubice boli vloZzené do mineraliza¢ného
bloku v pristroji Gerhardt Kjeldatherm, bol zapnuty program (whey flour) a prebehla
mineralizacia, ktora trvala asi 3 hodiny.

Po vychladnuti bol mineralizat premieSany, podl'a potreby bola pridana destilovana voda
a ty¢inkou boli rozmiesané vzniknuté krystaly. Bol pridany indikator fenolftalein a trubica bola
umiestnené do destilaéného pristroja Gerhardt. Do pristroja bola vlozena aj titratnd banka
s predlohou na spétnu titraciu — 25 ml 0,05M kyseliny sirovej. V pristroji bol k mineralizatu
automaticky pridany 33% roztok hydroxidu sodného a vzniknuty amoniak bol predestilovany
s vodnou parou do predlohy, program trval cca 4 minuty. Predloha bola po ukonc¢eni destilacie
z pristroja vybrata stym, ze hadicka bola oplachnuta destilovanou vodou, kvoli kvapkam
vzniknutého hydroxidu amoénneho. Predloha bola titrovand 0,IM odmernym roztokom
hydroxidu sodného (Standardizovanym na kyselinu salicylovu), na Tashirov indikator. Ak
mnozstvo predestilovaného amoniaku presiahlo kapacitu predlohy kyseliny sirovej (2,5 mmol
dusika, ¢o odpoveda asi 0,2 g bielkovin), predloha bola hned’ po pridani Tasirovho indikatoru
sfarbena na zeleno. Z tohto dovodu bolo potrebné vediet dopredu predpokladany obsah
bielkovin a pripadne mineralizat pred destilaciou vhodne nariedit’ (kvantitativne preniest’ do
odmernej banky a doplnit’ destilovanou vodou; do destila¢nej trubice pipetovat’ také mnozstvo
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roztoku, aby bola vzorka vhodne zriedena). Zo spotreby bol vypocitany obsah dusika vo vzorke
(Rovnica (1)).
c a4
oo Vo o — (CNaoH YNaon)]. 5.
w= [rus0, Viaso, — (et oot -100% (1)

My avazka

4.6 Stanovenie obsahu lipidov a profilu mastnych kyselin pomocou GC

Obsah lipidov a profil mastnych kyselin bol stanoveny pomocou plynovej chromatografie po
transesterifikacii mastnych kyselin vo vzorke. Bola pripravend transesterifikatna zmes, ktorej
zlozenie bolo 15%o0bj roztok H>SO4 v metanole s obsahom interného Standardu — kyseliny
heptadekanovej C17 v koncentracii 0,5 g/1. Tato zmes bola uchovavana v chlade, takze bola pred
kazdym pouzitim zahriata na izbovu teplotu.

V pripade analyzy hexanovych extraktov bolo 300 pl extraktu pipetovanych do
krymplovacej vialky a odparenych v termobloku v digestori pri 60 °C. V pripade stanovenia
lipidov v biomase nakultivovanych kvasiniek bolo do krymplovacej vialky na analytickych
vahach navazenych 10-15 mg lyofilizovanej biomasy.

Do vialky so vzorkou bolo pridanych 1,8 ml transesterifikaénej zmesi, vialka bola
zakrymplovana ainkubovana dve hodiny v termobloku pri 85 °C, kedy prebehla
transesterifikacia mastnych kyselin. Po ochladeni bolo do 4 ml vialky pridanych 0,5 ml 0,05M
roztoku NaOH, ku ktorym bol pridany obsah krymplovacej skimavky a bol pridany 1 ml
hexanu pre HPLC. Tato zmes bola extrahovana na multi-pozi¢nom vortexe asi 10 min. Po
ustaleni faz bolo z hornej hexanovej vrstvy odpipetovanych 0,1 ml do GC vialky a doplnenych
0,9 ml hexanu pre HPLC. Takto pripravené vzorky mohli byt analyzované na GC alebo
skladované v mraznicke.

Bol pouzity plynovy chromatograf Trace GC s automatickym davkovacom, objem
davkovanej vzorky bol 0,1 pl. Analyza na GC prebiechala pri 250 °C s prietokom 1 ml/min,
nosny plyn bol vodik a analyza trvala 25,5 mintty. Na detekciu jednotlivych zlozZiek pristroj
vyuzival plamenovy ioniza¢ny detektor.

Ziskané hodnoty boli vyhodnotené v programe Chromeleon 7.2, prevedené do MS Excel
a spracované. Vyhodnocovany bol celkovy obsah lipidov apomer nasytenych,
mononenasytenych a polynenasytenych mastnych kyselin.

4.7 Stanovenie celkovych fenolickych latok

Na stanovenie obsahu fenolickych latok bola pouzita spektrofotomericka metoda. Kalibracna
zavislost' bola zhotovena s pouzitim kyseliny gallovej ako zastupcu polyfenolov. Boli
pripravené kalibra¢né roztoky kyseliny gallovej v koncentraciach 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml.
Do skumaviek bolo napipetovanych 1 ml Folin-Ciocaltovho ¢inidla zriedeného destilovanou
vodou v pomere 1:9, 1 ml destilovanej vody a 50 pl vzorky. Zmes bola vortexovana
a inkubovana 5 minat. Nésledne bol pridany 1 ml nasytené¢ho roztoku uhli¢itanu sodného,
skimavky boli vortexované a inkubované 15 minut. Pri slepej vzorke bolo namiesto vzorky
pridané dané rozpustadlo.

Analyza polyfenolov v extraktoch prebiehala obdobne, rozdiel bol iba v tom, Ze bolo do
slepej vzorky pridavané dané rozpustadlo. Na analyzu hexanovych extraktov bolo do
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skimaviek napipetovanych 50 pl extraktu, ktory bol v digestore odpareny (asi 30 min)
a nasledne bol rozpusteny v acetone. Vymena hexdnu za aceton bola nevyhnutnd, pretoze hexan
nie je mieSatel'ny s vodnymi roztokmi pouzivanymi v priebehu analyzy. Bol zvoleny aceton
kvoli rozpustnosti organickych molekul, ale si¢asnej miesSatel'nosti s vodou, nevyhodou bolo
jeho rychle odparovanie, ¢o bolo eliminované pouzivanim mrazené¢ho acetonu. Tieto vzorky
boli merané oproti slepému vzorku obsahujuceho aceton.

Vzorky boli spektrofotometricky analyzované pri vilnovej dizke 750 nm. Z regresie
kalibra¢nej krivky bola vypocitand linearna zavislost' koncentracie kyseliny gallovej na
absorbancii, z ktorej bol vypocitany celkovy obsah polyfenolov v jednotlivych analyzovanych
vzorkach frakcii konopy.

4.8 Stanovenie celkovych flavonoidov

Na stanovenie obsahu flavonoidov bola pouzita spektroskopicka metdda s pouzitim katechinu
na zostrojenie kalibra¢nej zavislosti. Boli pripravené roztoky katechinu v koncentraciach 0,05;
0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 mg/ml. Do skimaviek bolo napipetovanych 1,5 ml destilovanej vody, 0,5 ml
vzorky a 0,2 ml 5% roztoku dusi¢nanu sodného. Skimavka bola vortexovana a inkubovana
5 minuat. Nasledne bolo do zmesi pridanych 0,2 ml 10% roztoku chloridu hlinitého, skimavka
bola opit’ vortexovand a inkubovana d’al$ich 5 minuat. Potom bolo pridanych 1,5 ml 1M roztoku
hydroxidu sodného a 1 ml destilovanej vody, zmes bola vortexovana a inkubovana 15 mint.
V pripade slepej vzorky bolo pouzité rozpustadlo namiesto roztoku katechinu.

Analyza extraktov prebiehala rovnako, srozdielom hexanovych vzoriek, ktoré boli
pipetované do skimavky a nechané v digestore na odparenie hexanu (pri zvislej polohe to trvalo
asi 6 hodin) a boli rozpustené v acetone.

Pocas inkubacie skamaviek boli v zmesi tvorené zrazeniny, takze boli vzorky pred analyzou
prevedené do Eppendorfovej skiimavky a centrifugované pri 14000 Hz 1 minttu. Vzorky boli
spektroskopicky merané pri vinovej dizke 510 nm oproti slepej vzorke. Z regresie kalibraéne;
krivky bola vypocitana linearna zavislost’ koncentracie katechinu na absorbancii, z ktorej bol
vypocitany obsah celkovych flavonoidov v jednotlivych analyzovanych vzorkdch frakcii
konopy.

4.9 Stanovenie antioxida¢nej aktivity

Spektrofotometrické stanovenie antioxidacnej aktivity vyuziva latku ABTS (2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) ako oxidovadlo, ktoré¢ po reakcii s antioxidantom
zhasa radikal a roztok ABTS straca sfarbenie. Meria sa prebytok ABTS v roztoku.

Roztok ABTS bol zriedeny etanolom pre UV-VIS na vyslednu absorbaciu 0,7 pri vinovej
dizke 734 nm. Boli pripravené kalibraéné roztoky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina) v 60% vodnom roztoku etanolu pre UV-VIS
s koncentraciou 50; 100; 200; 300 a 400 pg/ml. Na spektrometricku analyzu boli pouzité ziizené
kyvety.

Do skimaviek bolo napipetovanych 10 pl vzorky. Nasledne bol do slepej vzorky pridany
1 ml roztoku ABTS aeste pred pipetovanim do analyzovanych vzoriek bola zmerana
absorbancia slepej vzorky v ¢ase 0 oproti 60% roztoku etanolu pre UV-VIS. Potom bol
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pridany 1 ml roztoku ABTS do vSetkych vzoriek a boli inkubované 10 minut v tme a nasledne
bola zmerana absorbancia oproti 60% roztoku etanolu pre UV-VIS. V pripade hexanovych
extraktov bolo 10 ul vzorky odparené a rozpustené priamo v 1 ml roztoku ABTS. Slepé vzorka
Vv tom pripade predstavovala iba roztok ABTS.

Vysledné absorbancie vzoriek, ktoré boli pouzité na vyhodnotenie analyzy, boli dosiahnuté
od¢itanim hodnoty absorbancie vzorky Vv ¢ase 10 min od absorbancie slepej vzorky v ¢ase
0 min. Z regresie kalibra¢nej krivky bola vypoc¢itana linearna zavislost’ koncentracie Troloxu
na absorbancii, z ktorej bol vypocitany obsah antioxidantov V jednotlivych analyzovanych
vzorkach frakcii konopy.

4.10 Stanovenie chlorofylov

Mnozstvo chlorofylov bolo stanovené spektrofotometricky. Extrakty boli vhodne nariedené
prislu$nym rozpustadlom a boli spektroskopicky analyzované pri vinovej dizke A = 645 nm a
A = 663 nm. Koncentracie chlorofylu A (ca) a chlorofylu B (cb) boli vypocitané podla
nasledujucich vzt'ahov:

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

Cb = 22,90 ) A645 - 4',68 ) A663 [mg - l_l]

4.11 Stanovenie kanabinoidov pomocou HPLC

Obsah kanabinoidov v hexanovych a etanolovych extraktoch bol analyzovany na HPLC.
Vzorky hexanovych extraktov boli vhodne riedené, hexanové extrakty boli odparené
a rozpustené v acetonitrile.

Mobilnou fazou A bol acetonitril pre HPLC a mobilna faza B bola Milli-Q voda. Bola
pouzita gradientova eltcia (Tabul'ka 4) s prietokom 1 ml/min a koléna Arion Plus C18 3,0 um
150 mm x 4,6 mm. Teplota separacie bola 30 °C a bol vyuzity detektor s dibddovym polom.

Bola namerana kalibracia zmesi kanabinoidov (CBG, CND, CBN, CBC) v koncentracnom
rozpati 5 — 200 mg/ml azjej rovnice krivky kalibracnej boli vypocitané koncentracie
jednotlivych kanabinoidov vo vzorkach.

Tabulka 4 Tvar gradientu u eliicie kanabinoidov pri HPLC stanoveni

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,0 30 70
0,3 30 70
2,3 100 0
53 100 0
8,3 30 70
11,0 30 70
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4,12 Stanovenie antimikrobialneho ué¢inku

Hexanové a etanolové extrakty frakcii konopy boli testované na antimikrobidlny ucinok
diluénym jamkovym testom, kontrolou usmrtenia buniek a kontrolou zivotaschopnosti buniek.
Antimikrobidlny ucinok bol stanovovany vo¢i 3 mikroorganizmom, a to Staphylococcus
epidermidis, Cutibacterium acnes a Escherichia coli.

Na kultivaciu Staphylococcus epidermidis a Cutibacterium acnes bolo pouzivané médium
BHI (Brain heart infusion) a na kultivaciu Escherichia coli médium LB (Lysogeny Broth). Pred
pripravou mikrotitracnych dostic¢iek boli zaockované kultury mikroorganizmov do tekutého
média a ponechané inkubovat’ 24 hodin pri teplote 37°C.

4.12.1 Jamkovy dilu¢ny test

Na jednej mikrotitraénej dostiCke s 96 jamkami boli analyzované hexanové a etanolové
extrakty v Styroch koncentracidch. Dalej boli vykonané kontroly &istoty média, merania
antimikrobidlneho Gc¢inku rozpustadiel, takisto v Styroch koncentracidch a antimikrobialneho
uc¢inku antibiotika ampicilin v $tyroch koncentraciach (pozitivna kontrola). Na dosticke boli aj
jamKy s ¢istou kultarou bez inhibicie a jamky so vzorkami extraktov bez kultury (negativna
kontrola).

Pred ofkovanim dosticky boli 24-hodinové kultiry mikroorganizmov vhodne zriedené
sterilnym médiom. Na zaciatku o¢kovania dosticky bolo do vsetkych jamiek pridanych 100 pl
média s pouzitim multikanalovej pipety. Do jamiek s najvyssou (vyslednou) koncentraciou
vzorky bolo pridanych 50 pl média naviac a 50 pl extraktu, pipetou bol obsah jamky zamiesany
a 100 pl bolo prenesenych do druhej koncentracnej rady. Postup bol Styrikrat zopakovany
a poslednych 100 pl bolo odpipetovanych do odpadu, ¢im bolo dosiahnuté postupné riedenie
arovnaky objem v kazdej jamke. Podobny postup riedenia bol pouzity na pipetovanie
koncentracnej rady ampicilinu, kontrol rozpustadiel a kontrol extraktov. Nakoniec bolo do
kazdej jamky (okrem kontroly extraktov) pipetovanych 100 pl kulttry.

Takto pripravené mikrotitracnd doSticka bola analyzovana pomocou ELISA readeru pri
A =630 nm v ¢ase 0 a potom po 24-hodinovej kultivacii pri 37 °C.

Vysledky boli vyhodnotené v programe MS Excel. Hodnoty néarastu buniek vo vSetkych
jamkach boli prepocitané na percento narastu oproti narastu Cistej kultary bez inhibicie.

4.12.2 Kontrola schopnosti buniek tvorit’ kolonie

Boli pripravené tuhé agarové médid v Petriho miskdch a zo spodku misky boli prilepené
mriezky (vid’ Tabulka 5) s 96 okienkami odpovedajucimi rozlozeniu jamiek v mikrotitraénej
dosticke. Po 24-hodinovej inkubacii mikrotitraénej dosticky a po zmerani v ELISA readri
Vv ¢ase 24 hod boli zmesi z jednotlivych jamiek zaockované na tuhé agarové médium pomocou
sterilnych Sparadiel. Vpichy boli umiestiiované na zéklade nalepenej mriezky, aby odpovedali
jamke na dosticke. Takto zaoCkované Petriho misky boli 24 hodin inkubované pri 37 °C
a nasledne bolo vizudlne vyhodnotené, ktoré jamky obsahovali Zivé mikroorganizmy.
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Tabulka 5 Mriezka pod Petriho misku

1(2|3[4(5|6|7(8]9(1l0f11]12

I|o|n(mlojo|wm|>

4.12.3 Kontrola metabolickej aktivity buniek resazurinom

Po 24 hodinéch inkubovania a po druhom zmerani pri A = 630 nm bolo do jamiek obsahujucich
kultaru pridanych 20 pl sterilného roztoku resazurinu s koncentraciou 0,15 mg/ml. Resazurin
je farebny (tmavofialovy) indikétor, ktory je redukovany na ruzovy resorufin aerobnym
dychanim metabolicky aktivnych buniek a bol pouzivany ako indikator zivotaschopnosti
buniek. Mikrotitra¢na dosticka bola inkubovana 30 minut pri 37°C a bola zmerana absorbancia
obsahu jamiek pomocou ELISA readeru pri vinovych dizkach 570 a 607 nm. Vysledky boli
vyhodnotené vizualne na zaklade zafarbenia jamiek.

4.13 Kultivacia kvasiniek na konopnom substrate

Na kultivaciu karotenogénnej kvasinky Rhodosporidium toruloides boli pouzité tri druhy
odpadnych substratov z vyroby CBD extraktov, a to konopna muka, sedimentac¢ny kal a zvysky
kvetov po extrakcii etanolom. Boli pouzité $tyri r6zne odrody kvetov a dva ro¢niky konopnych
muk.

4.13.1 Hydrolyza konopnych frakecii

Konopné substraty bolo potrebné upravit’ hydrolyzou na ziskanie dostupného zdroja uhliku.
V pripade substratu z kalov bola prevedend bazické hydrolyza triacylglycerolov. Do pyrexove;j
flase bolo pridanych 500 ml destilovanej vody, 50 g kalu a 12 g hydroxidu draselného. Flasa
bola zahrievand a mieSand na magnetickej mieSacke pri 65 °C asi 4 hodiny. Po prebehnuti
hydrolyzy bol nadbytok hydroxidu zneutralizovany na neutrdlne pH kyselinou sirovou.
V pripade ostatnych substratov bola vykonana kysla hydrolyza polysacharidov. Do pyrexovej
flase boli navazené 4 g zbytkov po extrakcii, respektive 45 g miky a boli doplnené 250 ml 1%
roztoku kyseliny sirovej. Tato zmes bola autoklavovana. Po ochladeni bola zmes neutralizovana
na idealne pH pre enzym celulaza (4,5 — 5,5) a bolo pridanych 200 pl enzymu. Flase boli
umiestnené na magneticki miesacku a boli ponechané hydrolyzovat’ pocas noci pri 75 °C.

Vo vsetkych hydrolyzatoch bol analyzovany obsah sacharidov. V pripade hydrolyzatov kalu
bola zmes filtrovana Biichnerovou filtraciou, do skimavky boli odpipetované 2 ml vzorky
hydrolyzatu, boli pridané 2 ml hexanu a zmes bola pretrepana. Pre vycirenie vodnej fazy bola
skimavka centrifugovana. VVzorka spodnej vodnej fazy bola prefiltrovana a bola analyzovana
kvapalinovou chromatografiou na urcenie obsahu glycerolu. Hydrolyzaty muk a zbytkov po
extrakcii boli prefiltrované Biichnerovou filtraciou. Boli odobrané vzorky, ktoré boli 400 az
500-krat zriedené a na analyzu obsahu sacharidov bola pouzitad metdda podl'a Duboisa opisana
v kapitole 4.4.
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4.13.2 Priprava médii a kultivacia

Boli pripravené a sterilizované inokulacné média YPD do Erlenmayerovych baniek.
Inokulum I bolo zaockované kvasinkou z pevnej agarovej pody. Po 24 hodinach inkubacie na
trepacke za laboratornych podmienok pod stalym zdrojom svetla bolo 15 ml Inokula |
zaoCkovanych do Inokula II. Aj toto inokulum bolo za rovnakych podmienok inkubované 24
hodin anasledne boli produkéné médid pripravené z hydrolyzatov konopnych frakcii
zaoCkované 10 ml Inokula Il.

Produk¢éné média boli pripravené z hydrolyzatov konopnych frakcii. Bol zndmy obsah
glycerolu v hydrolyzatoch kalov aobsah sacharidov v hydrolyzatoch muk a zbytkov po
extrakcii. Obsah dusiku bol znamy z Kjeldahlovej metédy stanovenia dusiku. Do
Erlenmayerovej banky bolo pridanych 50 ml hydrolyzatu a dopredu vypocitané mnozstvo
gluk6zy a mocoviny, aby bola v médiu dostatocna koncentracia zdroja uhliku a dusiku — 30 g/l
sacharidov a 0,84 g/l dusiku. Dalej boli pridané zlu¢eniny s biogénnymi prvkami, a to KH2PO4
4 g/l, MgSOa4- 7 H20 0,7 g/l. Pridané latky do hydrolyzatov opisuje Tabul'ka 6.

Zaockované produkéné média boli inkubované 96 hodin na trepacke pod stalym zdrojom
svetla za laboratérnych podmienok.

Tabulka 6 Pridavky latok do 50 ml hydrolyzatu konopnych frakcii pre kultivaciu kvasiniek
KveFed | KveFut | KveSan | KveSan | MukSan | MukSan | KalSan | KalSan

19 20 19 20 19 20 19 20
0,54 0,62 1,27 1,17 0,98 0,99 0,98 0,94

Pridavok

glukézy (g)
Pridavok

mocoviny (g)
KH2PO4(g)| 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

MgSOu- 7
H.O (g)

0,06 0,05 0,06 0,06 - - 0,08 0,08

0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04

4.13.3 Spracovanie a analyza kvasinkovej biomasy

Po Styroch dnoch kultivicie bolo z médii odobranych 50 ml do centrifugacnej skimavky.
Skumavky boli dvakrat centrifugované, medzi jednotlivymi sta¢aniami bola biomasa premyta
destilovanou vodou. Supernatant bol vyliaty a biomasa bola lyofilizovana. Lyofilizat bol
zvazeny na analytickych vahach a boli odobraté malé mnozstvd na analyzu lipidov (postup
stanovenia opisany v kapitole 4.6) a analyzu karotenoidov a ergosterolu na HPLC.

Na analyzu na HPLC bolo do zavitovych plastovych skimaviek navazenych 15-20 mg
biomasy a bol pridany 1 ml destilovanej vody. Po 30-minutovej rehydratacii boli skimavky
centrifugované (1400 Hz/3 min) abol odliaty supernatant. Bolo pridanych asi 0,5 ml
sklenenych guli¢iek a skimavky boli na 10 sekiind vortexované na homogenizéri. Obsah bol
preliaty do 15ml skimavky, boli pridané 2 ml chloroformu a skimavky boli vortexované 10
minut na multi-pozi¢nom vortexe. Do zmesi bol pridany 1 ml destilovanej vody, skimavka bola
zamieSana a centrifugovana pri 3000 Hz 1 minatu. Spodna chloroformova vrstva bola
kvantitativne odpipetovana do 15 ml sklenenej skumavky. Roztok bol v termobloku odpareny
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s posobenim dusika pri 45 °C. Odparok bol rozpusteny v 1 ml zmesi acetonitril:etylacetat 2:1,
prefiltrovany cez PTFE filter a analyzovany na pristroji HPLC.

4.14 Vyuzitie konopnych frakcii v kozmetike

Na baze vedlajsich produktov zo spracovania konopy siatej bol vyrobeny pletovy peeling.
Produkt bol uréeny na odstranovanie odumretych Casti pokozky a Cistenie porov od starého
mazu. Na jeho vyrobu bol pouzity sedimentacny kal v kombinacii s konopnym olejom, ktoré v
peelingu sluzili ako rozpustadlo na odstranenie mazu. Okrem tejto funkcie konopny olej
obsahuje aktivne latky, ktoré predchadzaju tvorbe akné. Druhym odpadnym produktom
pouzitym v peelingu bola konopnd muka zastavajuca abrazivnu funkciu. V komercne
dostupnych peelingoch st na tento ucel ¢asto pouzivané polyetylénové mikrogulicky, ktoré
avSak v podobe mikroplastov kontaminuju zivotné prostredie, predovSetkym povrchové vody.
Spravne namletd konopnd muka by mohla predstavovat ich prirodni a biodegradabilnu
alternativu.

4.14.1 Vyroba plet'ového peelingu

Do ¢istej kadicky boli navazené vsetky tukové zlozky a emulgator (olej, kal, cetearyl alkohol
a polysorbat 80). Kadicka bola umiestnena do vriaceho vodného ktpela a zmes bola miesana,
az do rozpustenia cetearyl alkoholu. Medzitym boli do druhej Cistej kadicky navdzené sypké
zlozky (kaolin a konopna muka) a nasledne boli vmiesané do rozpustenej tekutej Casti. Po
ochladeni boli do zmesi pridané vonné esencie. Zmes bola poriadne premieSand a eSte
Vv tekutom stave davkovana do Cistej plastovej fl'asticky.

Tabulka 7 Recptura pletového peelingu

Zlozka Obsah (%)
Konopny kal 31,70
Kaolin 28,20
Konopny olej 17,70
Konopna muka 400 um 8,56
Konopna muka 200 um 2,14
Cetearyl alkohol 8,50
Polysorbat 80 2,70
Esencia kajeput 0,40
Esencia geranium 0,10

Po prvotnom vyskasani produktu bola optimalizovana hustota pridavkom kaolinu
(zahustovadlo). Peelingovy efekt prvého produktu bol prili§ silny, aZ neprijemny. Bolo to
sposobené velkost'ou a tvarom castic muky pomixovanej v kuchynskom mixéri. Preto boli
vylisované konopné pelety pomleté pomocou vibra¢ného mlyna a ¢astice miky boli rozdelené
na sustave sit (vid’ Obrazok 4). Boli pouzité sita s velkostou 6k 100, 200, 400, 710 a 800 pm.
Preosiate frakcie sa od seba lisili farbou, tvarom castic a distribiciou (vid® Obrazok 5). Pri
nasledujucej priprave peelingov boli do produktu vmieSané mucne frakcie s velkost’ou Castic
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200 a400 pum abolo vyhodnotené, Ze do vysledného produktu buda pridané obe frakcie
v pomere 8:2. Frakcia s velkostou ¢astic 200 um zabezpecCovala jemny abrazivny efekt, na
druht stranu frakcia s velkostou castic 400 pm pdsobila masaznym dojmom a prekrvila
pokozku. Dany pomer zabezpe€il U€¢inny mechanicky peeling odumretych buniek pokozky
a zaroven prijemny pocit pri aplikacii. Po optimalizécii zloZenia peelingu boli vybraté esencie
pre vhodn parfumaciu. Vysledné zlozenie produktu znazoriiuje Tabulka 7.

Obrazok 5 Frakcie konopnej miiky (zlava pomixovana mika, frakcia 800 um, frakcia 710 um, frakcia 400 um, frakcia 200
um, frakcia 100 um)

4.14.2 Hodnotenie plet’ového peelingu

Peeling bol senzoricky analyzovany respondentami, ktory produkt dva tyzdne pouzivali.
Senzoricka analyza obsahovala vyplnenie dvoch online dotaznikov - po prvom pouZiti a po
dvoch tyzdinoch pouZivania. Prvy dotaznik bol zamerany na hodnotenie prvého dojmu
zZ produktu, druhy dotaznik na celkovy dojem a pozorované t¢inky na plet. Ukazka dotaznikov
je v Prilohe E.

Respondenti pouzivali peeling trikrat do tyzdna podl'a ndvodu na pouzitie. Hodnotitelia
dostali vzorku peelingu nadavkovaného do plastovych flasti¢iek. Odhadnuté potrebné
mnozstvo na jedno pouzitie bolo 5 g, ¢ize 30 g na 6 pouziti. Pocas trvania testovania bol
S hodnotitelmi udrziavany kontakt a priebezne im bolo pripominané, aby na aplikovanie
nezabudli.
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4.14.3 Meranie hydratacie pokoZky a transepidermalnej straty vody

Na meranie hydratacie pokozky a transepidermalnej straty vody (TEWL) boli pouzité sondy
Corneometer a Tewameter zapojené v systétme MPA 5 Courage + Khazaka. Na vnutorné
predlaktie boli fixou vyznacené dve oblasti na prikladanie sond. V pripade merania hydratacie
bolo zmeranych osem hodn6t, z ktorych bola vypocitana priemerna hodnota a v pripade TEWL
bolo meranie opakované trikrat. Nasledne bol vypocitany priemer z dvoch oblasti predlaktia.
Bola premerana pokozka bez aplikovaného produktu, 15 mintt po aplikécii produktu a 24 hodin
po aplikécii produktu.

4.15 Vyuzitie konopnych frakcii v potravinarstve

4.15.1 Vyroba raw tyc¢inky

Raw tyc¢inka bola vyrobend s pouzitim konopnej muky a recepturou podobnou komeréne
dostupnym raw ty¢inkam s obsahom konopného proteinu. Vylisované pelety boli pomixované
Vv kuchynskom mixéri na konopni muku. Mixovanie bolo opakované dvakrat s cielom
dosiahnut’ texturu podobnt hladkej muke apo prvom mixovani bola muka preosiata
kuchynskym sitom, za i¢elom odstranenia najvacsich castic.

Receptira tyCinky je zobrazend v Tabul'ke 8. Najprv bolo navazené kakaové maslo, ktoré
bolo rozpustené vo vriacom vodnom kupeli. Vla$ské orechy boli kuchynskym noZom nasekané
na malé kuisky. Do misky boli navazené suroviny, bolo pridané rozpustené kakaové maslo, zmes
bola poriadne premie$ana a nasledne bola vytvarovana ty¢inka. Produkt bol zabaleny do
potravinarskej folie a uchovavany pri 4 °C.

Tabulka 8 Receptura raw tycinky

Zlozka Obsah (%)
datlova pasta 45
konopna muka 25
kakaové maslo 17
kakaovy prasok 5
vlasské orechy

4.15.2 Senzoricka analyza raw tyciniek

Senzoricka analyza raw ty¢iniek s konopnym proteinom prebichala dia 13.7.2021 od 9. do 14.
hodiny v laboratoriu senzorickej analyzy VUT FCH. Na jej prevedenie boli pouzité taniere
s ozna¢enim kodov vzoriek, pohare na vodu, vytlacené dotazniky a pera. Hodnotenia sa
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zGcCastnilo celkom 22 hodnotitelov - Studentov a zamestnancov VUT FCH. Hodnotitelia
reprezentovali beznych spotrebitel’'ov, nakol’ko neboli Specidlne zauceni, dotaznik bol vyplneny
na zaklade uvodnych instrukcii. Boli hodnotené Styri vzorky, z toho jedna bola raw tyCinka
vyrobena z analyzovanej konopnej muky, dve komeréne dostupné raw tyCinky s obsahom
konopného proteinu a jedna komercne dostupna tyc¢inka s inym druhom proteinu. Dodavatelia,
kody a zlozenie tycCiniek je uvedené v Tabulke 9.

Tabulka 9 Specifikdcia vzoriek

Nazov Kod ZlozZenie (uvedené vyrobcom)

Datle 53 %, konopny protein, keSu maslo 11 %, kakao z neprazenych

Marva (grizly.cz) Al kakaovych bobti, konopné seminko, dyniové seminko

nasa tyCinka A2 Tabul’ka 8

Datlova pasta 54%, orechy (kesu, mandle, lieskovoorieskova pasta) 30 %,

Lifebar A3 Sokolada 15,5 %, vanilka
Raw cannabis Datlova pasta, konopna bilkovina 10 %, prazené liskové ofechy 10 %,
protein bar A4 | konopné seminko, kakaové maslo, kakaovy prasek se snizenym obsahem
(konopex-market.cz) tuku 6 %

Senzoricka analyza pozostavala z hodnotenia vzoriek s pouzitim stupnic, hodnotenia
senzorického profilu a zostavenia poradia podl'a celkovej prijatel'nosti vzorku. Pre hodnotenie
vzhladu, konzistencie, vone a celkovej chuti bola pouzita graficka nestruktirovana stupnica
hedonického typu. Pri profilovom teste boli hodnotené deskriptory chuti (sladka, kysla,
horka a pachut’) na stupnici intenzitného typu. Formular pre senzorické hodnotenie je uvedeny
Vv Prilohe F. Na spracovanie vysledkov bol pouZzity program MS Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Priprava extraktov

Podl'a postupu v kapitole 4.3 boli pripravené extrakty vybranych 6smych konopnych frakcii
(Tabul’ka 10) s pouzitim hexanu a 70% etanolu ako extrahovadiel pomocou pristroja Soxtherm.
Po ukonceni extrakénych programov a po dodatocnom odpareni zbytku rozpustadla bolo
gravimetricky stanovené mnozstvo vyextrahovanych lipidov a lipidickych latok. Po opdtovnom
rozpusteni v uréenom mnozstve rozpustadla (hexanové extrakty 20 ml, etanolové extrakty
50 ml) bola vypocitana koncentracia extraktov (vid® Tabulka 10). Vzhl'adom na rozdielnu
polaritu pouzitych rozpustadiel boli aj vysledné extrakty odlisné, etanolové boli vizualne
tmavsie a po zmrazeni obsahovali vyssi podiel nerozpustnych casti, preto boli odparky
rozpustené vo vic¢Som objeme rozpustadla ako hexédnové. Extrakty boli uchovavané
Vv sklenenych liekovkach.

Okrem extraktov boli pripravené aj vyluhy vSetkych jedenastich frakcii konopy
v destilovanej vode, podla kapitoly 4.3, aboli uskladiiované v plastovych skimavkach.
V tychto vyluhoch bol okrem obsahu ostatnych meranych latok stanoveny aj obsah rozpustnych
sacharidov. Vsetky tri druhy konopnych extraktov boli uchovavané uzavreté pri teplote -20 °C.

Tabulka 10 Koncentrdcia extraktov

Vzorka Koncentracia extraktu (mg lipidickych latok/ml extr. ¢inidla)
Hexdnové extrakty Etanolové extrakty
KveFed19 10,35 22,38
KveFut20 18,85 23,81
KveSan19 7,92 17,07
KveSan20 7,93 27,43
SemSan20 16,76 10,38
TriSan20 37,71 29,91
MukSan19 43,19 23,62
MukSan20 43,90 23,03

Santhica Santhica Fedora Futura Trichémy ~ Semienka Muka Muka
2019 2020 2019 2020 San-2019' San-2020

A

Obrazok 6 Hexdanové extrakty
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Fedora Futura Santhica  Santhica § semienka Trichémy Mduka Muka
— 2019 . 2020 —— 2019 =~ 2020 == " San-2019 == San-2020 *

Obrazok T Etanolové extrakty

5.2 Stanovenie rozpustnych sacharidov

Podl'a postupu podl'a Duboisa opisané¢ho Vv kapitole 4.4 bol stanoveny obsah rozpustnych
sacharidov vo vodnych vyluhoch konopnych frakcii. Pre vypocet koncentracie bola pouzita
kalibra¢na zavislost’ roztoku glukézy s rovnicou A = 9,5481 - ¢ (Priloha A).

Obsah rozpustnych sacharidov vo frakciach je znazorneny v Tabul'ke 11. Vzhl'adom k tomu,
ze sa jednalo o vodné vyluhy bez chemickej tpravy (hydrolyzy polysacharidov), vysledky
nezahhaju celkovy obsah sacharidov. Podiel rozpustnych sacharidov sa pohyboval medzi
4,66 % az 17,98 %, z toho najvyssi podiel mali konopné kvety. Namerané vysledky sa radovo
zhoduju s inymi Stadiami [45], kde je uvedeny obsah sacharidov (bez vlakniny) Vv listoch
15,3 % a v stonke 5,3 %.

Rozdiely medzi odrodami boli rozpoznatelné, najvyssi obsah rozpustnych sacharidov
obsahovala Fedora. Vysoky obsah rozpustnych sacharidov v kvetoch moze mat’ vyuzitie pri
priprave konopnych ¢ajov. Namerany obsah rozpustnych sacharidov je vSak zavisly na
podmienkach extrakcie a velkosti Gastic.

Tabulka 11 Obsah rozpustnych sacharidov vo vluhoch frakcii konopy

. , Obsah rozpustnych
Koncentracia rozpustenych . . :
Vzorka sacharidov - vyluh (/) sacharldov_ — povodna
frakcia (%)

KveFed19 0,90 +£ 0,07 17,98 %
KveFut20 0,81 +£0,03 15,51 %
KveSanl19 0,71 +0,11 13,68 %
KveSan20 0,67 +0,01 13,59 %
SemSan20 0,29 + 0,02 5,85 %
TriSan20 0,44 £ 0,06 8,45 %
MukSan19 0,34 +0,02 6,28 %
MukSan20 0,41 £0,04 8,16 %
KalSan19 0,36 + 0,05 5,01 %
KalSan20 0,26 £ 0,02 4,66 %
StoSan20 0,49 + 0,06 8,84 %
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Graf 1 Obsah rozpustnych sacharidov vo frakciach konopy
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5.3 Stanovenie celkového dusiku a hrubej bielkoviny Kjeldahlovou metodou

Celkovy obsah hrubych bielkovin bol stanoveny vo vsetkych frakciach konopy Kjeldahlovou
metédou podla kapitoly 4.5, stanovenie bolo opakované dvakrat a hruba bielkovina bola
vypocitand pomocou prepocitavacieho faktoru 6,25.

Najvyssi podiel proteinov mali frakcie semienok (22,27 %) a muk (15,55-15,59 %). Obsah
proteinov v semienku sedi s literaturou [2], av§ak namerany obsah bielkovin v mtikach je nizsi
ako v inych studiach, kde v pomletych vyliskoch bolo nameranych az 27,9 % [20]. Tento
rozdiel méze byt’ spésobeny rozdielnym postupom pri lisovany konopného oleja, kedy vznikaja
vylisky. V pripade, ze $tadie pracovali s mikou bez Casti semennych obalov, méze to byt
dovod rozdielnych vysledkov.

Nasledovali frakcie kvetov, rozdiely v odrodach neboli velmi vyrazné. Obsah bielkovin
v kvetoch a listoch sa pohyboval medzi 11,58 — 14,29 %. V porovnavanej stadii [45] bol
namerany V listoch konopy obsah bielkovin 13 %, ¢o sa zhoduje s naSimi vysledkami pre zmes
kvetov a listov. V stadii bol namerany obsah proteinov v stonke nizsi (5,3 %) ako bol u nas,
avSak to moze byt sposobené vyberom hrubky stoniek. Nasa vzorka stoniek obsahovala zvicsa
tenké stonky, ktoré maju iné zloZenie ako napriklad najhrubsia Cast’ rastliny, kde je vytvorené
celulozové vldkno. Najmenej proteinov sa nachadzalo v sedimenta¢nych kaloch, pod 1 %.

Obsah bielkovin (priemerné hodnoty z dvoch stanoveni) vo frakcidch konopy je znazorneny v
Tabul'ke 12 a v Grafe 2.
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Tabulka 12 Obsah bielkovin vo frakcidach konopy

Vzorka Obsah dusika % Obsah bielkovin %
KveFed19 1,85 11,58
KveFut20 2,29 14,29
KveSan19 1,98 12,34
KveSan20 2,05 12,84
SemSan20 3,56 22,27
TriSan20 1,24 7,75
MukSan19 2,49 15,59
MukSan20 2,49 15,55
KalSan19 0,13 0,79
KalSan20 0,13 0,82
StoSan20 1,66 10,40

Porovnanie ro¢nikov konopy naznacuje, ze rastliny vypestované v roku 2020 mali vys$si podiel
bielkovin ako rastliny z roku 2019. Tento trend vSak nie je pozorovany pri porovnani kalu
a semienok z tychto dvoch rokov, prave naopak, u nich je namerany obsah bielkovin vel'mi
podobny. Zlozenie kvetov alistov je pravdepodobne nachylnejSie na malé rozdiely
Vv pol'nohospodérskych podmienkach, ako je napriklad pocasie v dany rok.
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Graf 2 Obsah bielkovin vo frakciach konopy

5.4 Stanovenie obsahu lipidov a profilu mastnych kyselin pomocou GC

Lipidy a profil mastnych kyselin boli merané podl'a postupu v kapitole 4.6 GC analyzou
hexanovych extraktov. Kvety a trichdmy obsahovali 0,15 % az 0,55 % lipidov, s vynimkou
odrody Futura, pri ktorej bol namerany obsah lipidov 2,42 %. Muky obsahovali 3,17 — 3,61 %
a semienka 7,81 % lipidov. Obsah lipidov v sedimenta¢nych kaloch bol 37,74 a 40,74 %.
Percentualny podiel lipidov vo frakciach je znazorneny na Grafe 3 a Grafe 4.
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Tieto vysledky st celkovo niz$ie ako je uvadzané v inych $tadiach. Prva studia [13] uvadza
obsah lipidov v semienkach 25 — 35 % a v mutke 8 — 10 %, ¢o je potvrdené aj literatiirou
s tématikou konopnych semienok. V druhej §tadii [45] bol namerany obsah lipidov v listoch
8,9 % a Vv kvetoch 12,5 %. Nase vysledky s v porovnani s tymito dvoma §tidiami viac ako
trikrat nizsie. Tento rozdiel moze byt spdsobeny ucinnostou transesterifikdcie mastnych
kyselin, ktora je pre nasledné stanovenie methylesterov kyselin zasadna. Co je ale s ostatnymi
Studiami v sulade je porovnanie obsahu lipidov medzi frakciami. Ako sme ocakavali, najvyssi
obsah tukov je v kaloch, ktoré st olejova frakcia s ¢asticami podrvenych semienok. Ako aj
podla vysledkov, tak aj podl'a vizualneho porovnanie kalu z roku 2019 a z roku 2020 bolo
zrejmé, ze kal 2020 je tekutejSi, ateda obsahuje viac oleja. Moze to byt sposobené
rozdielnostami v spracovani kalu, najmé r6znou dobou sedimentécie surového oleja, alebo
odobratim kalu z inej hibky.

Takisto sa d4 vycitat’, Zze vylisovand muka obsahuje vyrazne mensie mnoZzstvo tuku ako
semienka, ¢o je logické, vzhl'adom na proces lisovania semienok.
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Graf 3 Obsah lipidov vo frakciach konopy — kvety a miiky
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Graf 4 Obsah lipidov vo frakcidch konopy — semienka a kaly

Graf 5 znaroznuje profil nasytenia mastnych kyselin. Ten sa v ramci roznych odrod zmesi
a trichomov lisil v zastipeni mononenasytenych mastnych kyselin. Futura mala v porovnani
s ostatnymi odrodami vy$$i podiel MUFA, zato oba ro¢niky odrody Santhica tieto mastné
kyseliny vobec neobsahovali. Podielovo najviac polynenasytenych mastnych kyselin
obsahovali semienka, ktoré zaroven obsahovali minimum mononenasytenych mastnych
kyselin. Profil mastnych kyselin v muikach a sedimenta¢nych kaloch bol zisteny skoro totozny
a obsahoval pomerne najviac mononenasytenych mastnych kyselin zo vSetkych frakcii konopy.

Prekvapivy je rozdiel profilu mastnych kyselin v kale a v semienkach, kde v mastnych
kyselinach zo semienok nie je pritomnd skoro ziadna Cast mononenasytenych mastnych
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kyselin. Profil mastnych kyselin v kale je vSak velmi podobny s profilom v mukach.
Predpokladame, Ze vo frakciach muiky a kalov, kde uz prebehlo lisovanie a dlhsSie skladovanie,
mohlo dgjst’ ku ¢iastocnej oxidacii polynenasytenych mastnych kyselin. Napriek tomu je obsah
PUFA v kale aj muke stale vel'mi priaznivy pre VyuZitie v potravinarstve ¢i kozmetike.
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Graf 5 Profil mastnych kyselin vo frakciach konopy

5.5 Stanovenie celkovych polyfenolov

Podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.7 bol namerany obsah polyfenolov v extraktoch vzoriek.
Koncentracia celkovych polyfenolov bola vypocitana podla kalibracnej rovnice Kyseliny
gallovej A = 1,647 - ¢ (Priloha B).

Merania vzoriek extraktov boli opakované trikrat a bol vypocitany priemer a smerodajna
odchylka. Tabul'ka 13 zobrazuje vysledné koncentracie polyfenolov v extraktoch a vyluhoch aj
mnozstvo prepocitané na 1 g povodnej vzorky (s pouzitim vypocitanej koncentracie extraktov
z kapitoly 5.1).

Z pohl'adu extrakcie polyfenolov boli najefektivnejsie rozpustadla etanol a voda, zatial’ ¢o
hexanové extrakty obsahovali vyrazne menej polyfenolov, ¢iZze vysledky mézu byt iba
orienta¢né. Polyfenoly st polarne latky rozpustné vo vode, ¢o je dovod ich slabého uvolnenia
do nepolarneho hexanu.

Tabulka 13 Obsah polyfenolov v konopnych vzorkach a extraktoch

Hexanova extrakcia Etanolova extrakcia Vodny vyluh

Povodna Povodna Povodna

Vzorky Extrakty ovocna Extrakty ovocna Extrakty ovocnd

vzorka vzorka vzorka

¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)

¢ (mg/g) ¢ (mg/g) ¢ (mg/g)
KveFedl9 | 0,87+0,09 | 3,44+0,36 | 0,86+0,02 | 8,65+0,19 | 0,07+0,00 | 13,45+0,41
KveFut20 | 0,84+0,02 | 3,34+0,81 | 0,79+0,01 | 7,90+0,11 | 0,05+0,00 | 10,36 +0,43
KveSanl9 | 0,34+0,03 | 1,37+0,11 | 0,70£0,02 | 6,91+0,21 | 0,05+0,00 | 9,24+0,36
KveSan20 | 0,36+0,03 | 1,43+0,12 | 0,95+0,00 | 9,46+0,03 | 0,05+0,00 | 10,54 +0,20
SemSan20 | 0,15+0,02 | 0,61+0,09 | 0,39+0,01 3,89+0,11 0,02 +£0,00 | 3,84+0,47
TriSan20 | 1,10+0,07 | 433+0,26 | 1,37+£0,03 | 13,61 £0,25 | 0,07+0,00 | 12,99 +0,39
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MukSan19 | 0,11+0,01 | 0,23+0,01 | 1,12+0,01 | 557+£0,05 | 0,02+0,00 | 3,58+0,14

MukSan20 | 0,11+0,02 | 0,22+ 0,04 1,31+0,01 | 6,57+0,05 | 0,03+0,00 | 529+0,11
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Graf 6 Obsah polyfenolov vo frakcidch konopy — extrakcie réznymi rozpustadlami

Zo vsetkych troch extrakénych metod vSak vyplyva, ze najvyssi obsah polyfenolov sa nachadza
Vv trichomoch (13,61 mg/g). Pri kvetoch bol vodny vyluh vhodnejsi na extrakciu (9,24 — 13,45
mg/g) a boli zaznamenané aj rozdiely v odrodach - najviac polyfenolov obsahovala Fedora
(13,45 mg/g). Takisto sa lisili porovnavané dva ro¢niky odrody Santhica, ako v pripade zmesi
tak aj pri mukach bola bohatSia na polyfenoly Santhica 2019. Porovnanie frakcii z pohl'adu
obsahu polyfenolov je ukazané v Grafe 6.

Vysoky obsah polyfenolov v kvetoch konopy moze byt” sposobeny tym, Ze tieto Casti boli
susené, ¢o zvySuje obsah aktivnych latok v materiali z dovodu ich odstiepenia z bunkovej steny
rastliny [32].

5.6 Stanovenie celkovych flavonoidov

Podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.8 bol namerany obsah flavonoidov v extraktoch vzoriek.
Koncentrécia celkovych flavonoidov bola vypocitana podla kalibra¢nej rovnice katechinu -
A = 0,3471 - ¢ (Priloha C).

Merania vzoriek extraktov boli opakované trikrat a bol vypocitany priemer a smerodajna
odchylka. Tabul'ka 14 zobrazuje vysledné koncentracie flavonoidov v extraktoch a vyluhoch aj
mnozstvo prepocitané na 1 g povodnej vzorky (s pouzitim vypocitanej koncentracie extraktov
z kapitoly 5.1).

Ako je vidno na Grafe 7 Vytazok extrakcie flavonoidov bol vyrazne vyssi pri pouziti vody,
vytazky s pouzitim etanolu a hexanu st porovnatel'né. Flavonoidy su latky stredne polarne az
polérne, ¢ize st menej afinitné ku poldrnemu hexanu.

Najvyssie koncentracie flavonoidov st obsiahnuté v kvetoch konopy (19,32 — 23,33 mg/Q)
a nasledne v trichdmoch. Rovnako ako v pripade polyfenolov, suSenie zvySuje dostupnost’
flavonoidov a tak suSené Casti obsahuju vyssie mnozstvo tychto latok. Pri porovnani odrod
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konopy, najvyssi obsah flavonoidov mala Fedora anajniz§i Santhica. V porovnavanych
ro¢nikoch odrody Santhica st mierne rozdiely, a to také, ze Santhica v roku 2020 obsahovala
viac flavonoidov, ¢o sa potvrdilo aj v pripade muk.

Vodné vyluhy semienok a muk poskytli zaver, Ze obsah flavonoidov sa v tychto frakciach
vyrazne neli$i (7,15 — 9,69 mg/g), ale extrakty v hexane aj etanole naznacujt, ze miky obsahuju
mierne vyss§i obsah flavonoidov ako semienka. Tento rozdiel méze byt sposobeny odliSnymi
podmienkami extrakcie v pristroji Soxtherm oproti luhovaniu za laboratornej teploty, ¢o ma

vplyv na uvolnenie latok do extraktu.

Tabulka 14 Obsah flavonoidov v konopnych vzorkach a extraktoch

Hexanova extrakcia Etanolova extrakcia Vodny vyluh
Povodna Pévodna Povodna
Vzorky Extrakty v Extrakty v Extrakty v
vzorka vzorka vzorka
¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)
¢ (mg/g) ¢ (mg/g) ¢ (mg/g)
KveFed19 | 1,21+0,02 | 4,80+0,07 | 0,40+0,03 | 3,99+0,11 | 0,12+0,00 | 23,33+0,72
KveFut20 1,40 £ 0,20 5,59+0,79 0,79+0,14 7,92 +0,48 0,11 £0,01 21,1 +£2,71
KveSan19 | 0,36+0,02 | 1,43+£0,08 | 0,19+0,02 | 1,92+0,06 | 0,10£0,01 | 19,32+1,39
KveSan20 | 0,39+0,04 | 1,55+0,17 | 0,33+0,01 | 3,26+0,04 | 0,10£0,01 | 19,96+ 1,98
SemSan20 | 0,13+0,03 | 0,51+0,11 | 0,08+0,02 | 0,79+0,08 | 0,05+0,01 | 9,69+1,98
TriSan20 | 0,17+0,07 | 0,680,226 | 0,52+0,04 | 5,19+0,15 | 0,06£0,06 | 11,92+1,15
MukSan19 | 0,23 +0,11 | 2,27+0,36 | 0,36+0,07 | 1,77+0,06 | 0,04+0,01 | 7,15+1,34
MukSan20 | 0,57+0,22 | 1,15+0,44 | 0,50+0,03 | 2,52+0,02 | 0,05+0,01 | 9,59+1,95
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5.7 Stanovenie antioxidacnej aktivity

Spektrofotometricka metdda pre stanovenie antioxidacnej aktivity sa nazyva TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). Podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.9 boli namerané
absorbancie vzoriek extraktov a antioxida¢ni aktivita je vyjadrena ako hodnota ekvivalentu
Standardu Troloxu. Koncentracia celkovych antioxidantov bola vypocitana podl'a kalibracnej
rovnice Troloxu - A = 0,0013 - ¢ (Priloha D).

Merania absorbancie vzoriek extraktov boli opakované trikrat a bol vypocitany priemer
a smerodajna odchylka. Tabulka 15 zobrazuje vysledné koncentracie antioxidantov
Vv extraktoch a vyluhoch aj mnozstvo prepocitané na 1 g povodnej vzorky (s pouzitim
vypocitanej koncentracie extraktov z kapitoly 5.1).

Z pohladu ucinnosti extrakcie bola vhodna extrakcia etanolom a vodny vyluh, tieto dve
metody st porovnatelné v hodnote TEAC (vid Graf 8). Hexanové extrakty vSak obsahovali
vyrazne mensSie koncentracie. Ako v pripade polyfenolov a flavonoidov, latky s antioxida¢nou
aktivitou su Casto polarne a tak maji niz$iu rozpustnost’ v hexane.

Vsetky metddy vsak odhalili najvyssiu koncentraciu antioxidantov v trichomovej frakcii
konopy (50,95, resp. 61,45 mg/g) anasledne v kvetoch (18,94 — 37,52 mg/g). Frakcie
pochadzajice zo semien a mik konopy obsahovali oproti listom a kvetom menej antioxidantov,
6,02 — 14,36 mg/g. Tymto vysledkom odpovedaji hodnoty celkovych fenolickych latok aj
celkovych flavonoidov, ktoré st zrejme zodpovedné za antioxidacné UCinky extraktov.
Vplyvom susenia listov a kvetov je z materialu uvolnenych viac fenolickych latok a takisto
dochadza ku dekarboxylacii niektorych latok, ¢im sa stavaju biologicky aktivnejSie (napr.
kanabinoidy).

Rozdiely v skimanych odrodach konopy su viditelné (najmé Vv pripade hexanovych
extraktov), ale nie st v troch extrakénych metddach porovnatel'né. Tato réznorodost’ mdze byt
sposobend tym, Ze meranie antioxidacnej aktivity zahffia viacero skupin latok rdznej polarity,
ktorych obsah sa v odrodach moéze lisit’.

Tabulka 15 Obsah antioxidantov v konopnych frakciach a extraktoch

Hexanova extrakcia Etanolova extrakcia Vodny vyluh
Pévodna Pévodna Pévodna
Vzorky Extrakty Extrakty Extrakty
vzorka vzorka vzorka
¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)
¢ (mg/g) ¢ (mg/g) ¢ (mg/g)
KveFed19 | 2,30+0,04 | 9,12+0,18 | 3,75+0,04 | 37,52+0,44 | 0,13+0,01 | 27,08+ 1,63
KveFut20 | 4,34+0,04 | 17,30+£0,18 | 2,53+0,08 | 25,34+0,84 | 0,15+0,03 | 28,17 +5,53
KveSan19 | 1,81+0,02 | 7,24+0,09 | 2,04+0,05 | 20,16+0,47 | 0,18 +0,04 | 34,87 +8,39
KveSan20 | 4,06+0,04 | 16,27+0,17 | 2,96+0,37 | 29,62+3,37 | 0,09+0,02 | 18,94 + 3,32
SemSan20 | 0,24 £ 0,05 0,96+0,19 | 0,81+0,04 | 8,01+0,37 | 0,05+0,04 | 10,35+ 8,32
TriSan20 | 3,75+0,10 | 14,76+0,38 | 5,11 +£0,02 | 50,95+0,16 | 0,32+0,04 | 61,45=+7,69
MukSan19 | 0,18+0,04 | 0,36+0,07 | 2,35+0,04 | 11,63+0,22 | 0,03£0,02 | 6,02+2,85
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MukSan20 | 0,09+0,05 | 0,12+0,12 | 2,03+0,04 | 10,12+0,22 | 0,07+0,01 | 14,36+ 1,65
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Graf 8 Obsah antioxidantov vo fi-akcidch konopy - extrakcie réznymi rozpustadlami

5.8 Stanovenie chlorofylov v extraktoch

V troch druhoch extraktov frakcii konopy bol stanoveny obsah chlorofylu A aB
spektrofotometrickou metdodou opisanou v kapitole 4.10. Absorbancie boli merané trikrat, ich
priemerné hodnoty boli dosadené do rovnic uvedenych v kapitole 4.10 a bol vypocitany obsah
chlorofylu A (ca) a B (cb). Grafy 9 a 10 zobrazuja obsahy chlorofylov prepocitané na 1 g
povodnej vzorky (s pouzitim vypocitanej koncentracie extraktov z kapitoly 5.1).

Najviac chlorofylu A bolo vyextrahovaného do 70% etanolu a chlorofylu B do vody. Kvety
konopy a trichdmy obsahovali najviac pigmentu, zatial' ¢o najmenej chlorofylov obsahovali
frakcie muk. Kvety a listy konopy su zelené Casti rastliny podielajice sa na fotosyntéze rastliny
najviac, naopak semienko a muka tato funkciu nenesu.

Struktarny rozdiel medzi chlorofylom A aB je taky, Ze nepoldrna metylova skupina
chlorofylu A je v chlorofyle B nahradena polarnou aldehydovou, ¢o spdsobuje rozdiel v ich
rozpustnosti. Chlorofyl A je rozpustny hlavne v polarnych rozpustadlach a etanole, vo vode
vel'mi nizko, ¢o potvrdzuju aj namerané vysledky.
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5.9 Stanovenie kanabinoidov pomocou HPLC

Stanovenie kanabinoidov bolo uskuto¢nené pomocou HPLC metddy opisanej v kapitole 4.11.
Tato metdda bola vybrana kvoli schopnosti odseparovat CBG a CBD, ¢o je velmi
problematické, ked’ze sa tieto dve molekuly liSia iba v polohe jednej vdzby, a preto maja
podobnu polaritu, vel'kost’ aj vytvaraju podobné interakcie.

Hexanové (prevedené do acetonitrilu) aj etanolové extrakty boli na analyzu vhodne zriedené
tak, aby obsah kanabinoidov nepresiahol separa¢nu kapacitu kolony, ale zaroven boli latky vo
vzorke detegovatelné. Namerané plochy pikov boli vlozené do kalibraénych rovnic
jednotlivych kanabinoidov a bol vypocitany obsah v pug/ml extraktu aj v pug/g povodnej vzorky.
Analyzy boli prevedené dvakrat, vysledky st uvedené ako priemery z dvoch stanoveni.

Boli porovnavané vytaznosti extrakcie pri pouziti hexanu a 70% etanolu. Z Grafu 11 sa da
odcitat’, Ze rozpustadlo malo vyrazny vplyv na extrakciu kanabinoidov. Avsak rozdiely nie st
koherentné, v pripade extraktov kvetov mala pri niektorych odrodich vysSiu vytaznost
extrakcia 70% etanolom, nickedy naopak hexanom. Najvacsi rozdiel bol v§ak zaznamenany pri
frakcii trichémov, kde bol s pouzitim hexanovej extrakcie namerany obsah kanabinoidov

46



73998,6 nug/g (7,4 %), zatial' o S pouzitim etanolu iba 4 785,5 pg/g (0,5 %). Trichomy su
chipky na povrchu listov a kvetov, tvoria najjemnejsiu frakciu vysusenej zmesi a obsahuju
najviac aktivnych latok. Bolo to potvrdené aj v predchadzajuacich kapitolach, kde boli
vyhodnotené koncentracie fenolickych latok a antioxidantov v extraktoch. VzhI'adom na to, Ze
v etanolovom extrakte bol namerany niz$i obsah kanabinoidov ako v samotnych kvetoch,
predpokladame, Ze tento vysledok nie je iplne smerodajny. Nezrovnalost’ mohla byt spdsobena
chybou v riedeni alebo vyhodnocovani HPLC chromatogramu.

Podrla Grafu 11 je v8ak zrejmé, Ze frakcia trichomov obsahuje podstatne viac kanabinoidov
ako samotné kvety a listy. Z troch odrod mala najvyssi obsah kanabinoidov prave Fedora 2019,
ktora bola zo sledovanych odréd aj najbohatSia na fenolické latky a antioxidanty. Z dvoch
ro¢nikov odrody Santhica bol obsah kanabinoidov vys$si v roku 2020, ¢o je pozorované na
vysledkoch hexanovych aj etanolovych extraktov a rovnako to koreluje aj s vy$sim obsahom
fenolickych latok aj antioxidantov v ro¢niku 2020. Obsah celkovych kanabinoidov v kvetoch
sa pohyboval medzi 4 447,4 ug/g (0,4 %) az 17 594,5 ng/g (1,8%), €o je nizsie v porovnani so
Stadiou [46], ktora zistila obsah kanabinoidov v kvetoch po hexanovej extrakcii 3,2 %. V stadii
sa uvadza, ze sa pracovalo s kvetmi, ¢ize SiSkami konopy, na rozdiel od nasej vzorky, ktora
predstavovala zmes listov a kvetov. TaktieZ uvedena $tidia vyuzivala iny postup extrakcie, ¢o
ma vplyv na vysledny vytazok. Vsetky priemerné namerané hodnoty su uvedené v Tabul'kach
16 a17.
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Graf 11 Obsah celkovych kanabinoidov vo frakcidch konopy — rézne extrakcie

Ako sa aj uvadza v literature [14], v semienkach sa nenachadzaju ziadne kanabinoidy, jedine
Z dovodu kontaminacie inymi Castami rastliny. Tym padom nie st kanabinoidy ani vo frakciach
pochéadzajucich zo semienok, ¢o su kal a muka. Tento predpoklad bol potvrdeny aj naSou
analyzou. Semienka obsahovali iba stopy kanabinoidov (5,54 ug/g). Muky obsahovali trochu
vys$$ie mnozstvo (27,35-52,70 pg/g), o mohlo byt zapriinené prave tym, Ze sa jedna o uz
spracovanu frakciu, takZze pocas procesov mohlo ddjst’ ku kontaminécii, napriklad ak boli
v lisovanych semienkach Casti stoniek alebo listov.
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Graf 12 Obsah kanabinoidov v extraktoch a frakcidach konopy - hexanova extrakcia
Tabulka 16 Obsah kanabinoidov v extraktoch a frakciach konopy - hexanova extrakcia
CBG CBD CBC Celkové kanab.
Hexanova Povodna Povodna Povodna Povodna
extrakcia E(xtr/al:l(;c)c vzorka E():ltg"zﬁlt)c vzorka E():ltgr/anljlt)c vzorka E():ltgr/anljlt)c vzorka
He ¢ (ng/g) ¢ (ng /g ¢ (ng /g ¢ (ng/g)
KveFed19 189,25 1126,48 2644,79 | 15742,81 121,83 725,19 2955,87 1759,45
KveFut20 92,62 554,12 142,19 850,70 28,80 172,28 263,61 157,71
KveSanl19 565,24 3394,45 124,12 745,35 51,22 307,57 740,58 444,74
KveSan20 124794 | 7503,27 221,28 1330,45 84,63 508,85 1553,86 934,26
SemSan20 0,00 0,00 9,18 55,39 0,00 0,00 9,18 5,54
TriSan20 11231,51 | 66266,49 | 1101,04 | 6496,17 209,48 1235,97 | 12542,03 | 7399,86
MukSan19 32,90 98,64 58,33 174,88 0,00 0,00 91,23 27,35
MukSan20 26,22 78,55 141,10 422,70 8,59 25,72 175,91 52,70

Tabulka 16 a Graf 12 zobrazujii namerané hodnoty obsahu jednotlivych kanabinoidov
V hexanovych extraktoch v pug/ml a aj obsah latok v povodnej vzorke v pg/g.

Ako sa zmieniujeme uz v Kkapitole 2.2.1, kazda odroda konopy produkuje 3-4 druhy
kanabinoidov. V Ziadnej skimanej frakcii nebol detegovany kanabinol (CBN), ¢o bola
predpokladané, ked’ze CBN je produkt degradacie THC, ktoré sa v konope siatej vyskytuje iba
V minimalnych mnoZstvach.

Z nameranych profilov kanabinoidov st jasne viditeI'né charakteristiky jednotlivych odrod:
Fedora produkuje dominantne CBD, v mensej miere CBC a CBG. Futura produkuje
najvyraznejSie CBD, potom CBG a najmenej CNC, ale ich rozdiel nie je taky vyrazny. Santhica
ma najdominantnej$i kanabinoid CBG, nasleduje CBD a v najmensej miere produkuje CBC.
Identicky profil je pozorovany v oboch ro¢nikoch odrody Santhica aj v trichdémoch tejto

odrody.
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Graf 13 Obsah kanabinoidov v extraktoch a frakciach konopy - etanolova extrakcia
Tabulka 17 Obsah kanabinoidov v extraktoch a frakcidch konopy - etanolova extrakcia
CBG CBD CBC Celkové kanab.
Et l 4 N '3 A r r 3 N 3
Ao ova Extrakt c Povodna Extrakt c Povodna Extrakt c Povodna Extrakt c Povodna
extrakcia (ng/ml) vzorka (ng/ml) vzorka (ng/ml) vzorka (ng/ml) vzorka
" cug/g) | " cugr/g) | " cugr/g) | " c(ng/g)
KveFed19 0,00 0,00 947,56 9491,57 78,94 790,69 1026,50 1028,23
KveFut20 209,48 2095,47 786,69 7869,26 59,12 591,42 1055,30 1055,61
KveSanl19 511,33 5063,84 53,94 534,19 0,00 0,00 565,27 559,80
KveSan20 686,64 6867,91 54,54 545,52 0,00 0,00 741,18 741,34
SemSan20 8,99 88,82 7,85 77,56 0,00 0,00 16,83 16,64
TriSan20 349,15 3479,63 131,03 1305,90 0,00 0,00 480,18 478,55
MukSan19 14,22 70,52 61,57 305,28 3,83 18,98 79,63 39,48
MukSan20 0,00 0,00 7,34 36,69 0,00 0,00 7,34 3,67

Graf 13 a Tabul'ka 17 zobrazuje profil kanabinoidov v etanolovych extraktoch v pg/ml a aj
obsah latok v povodnej vzorke v pg/g.
Profil kanabinoidov charakteristicky pre jednotlivé odrody je rovnaky ako v pripade
hexanovej extrakcie, mierne rozdielne st v pomeroch koncentracie kanabinoidov. Tato
rozdielnost’ naznacuje, Ze jednotlivé kanabinoidy maji mierne rozdielu afinitu ku pouzitym
rozpustadlam — hexan, 70% etanol.
Ako aj v pripade hexanovych extraktov sa potvrdilo, Ze profil kanabinoidov je rovnaky v
oboch ro¢nikoch odrody Santhica.
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5.10 Stanovenie antimikrobidlneho u¢inku konopnych extraktov resazurinom

Na vzorkach hexanovych a etanolovych extraktov bol vykonany dilu¢ny jamkovy test
s pridavkom resazurinu po 24 hodinach. Princip metéody a postup st opisané v kapitolach 2.8.3
a 4.12. Boli merané antimikrobialne G¢inky extraktov vo¢i trom baktériam, Escherichia coli,
Cutibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis.

Etanolové extrakty boli najprv zakoncentrované na koncentraciu 200 mg/ml a nasledne
riedené na Styri rézne vysledné koncentracie v jamke, a to 50; 25; 12,5 a 6,25 mg/ml. Odpareny
hexanovy extrakt nebolo mozné uspesne rozpustit' v 50% DMSO, ktoré je miesiteI'ny s vodou
a zaroven sa v iom rozpustaju organické latky. Hexanové extrakty nie su miesatel'né s vodou,
a teda po pridani do jamky vytvorili oddelenu vrstvu na hladine. VSetky hexanové extrakty sme
zriedili na uniformnua koncentraciu 8 mg/ml.

Inhibicia kazdej koncentracie dané¢ho extraktu bola stanovovana iba v jednom opakovani,
jednalo sa teda o skriningové stanovenie, ktoré malo za ciel’ ukazat’ antimikrobialny potencial
jednotlivych extraktov. RozlozZenie extraktov v jamkach je znazornené v Tabul'ke 18.

Tabulka 18 RozlozZenie obsahu jamiek

Hexanové extrakty Etanolové extrakty Rozpistadls Hexanové | Etanolové Kontrol
+ Kkultara + kultara P extrakty | extrakty y
KveFed19 25 % hex. .
Cisté médium
KveFut20 12,5 % hex.
KveSan19 6,25 hex. Neinhibovana
KveSan20 = = | E| E| E| E| E| £ | 3125%hex = E kultira
Sl £l 235|522 £ =
gl 2| € £ £ g = 3,125 mg/ml
1S 1S 0 S ) g
SemSan20 ~ = uoj § 3 10 g § 25 % etoh ~ 3 ampicilin
Trisan20 12,5 % etoh 1,56 mg/mi
ampicilin
MukSan19 6,25 % etoh 0.78 mg/mi
ampicilin
MukSan20 3,125 % etoh 0,39 ’.“9’,”“'
ampicilin

Po inkubacii (24 hod, 37 °C) bolo do jamiek pridanych 20 ul roztoku resazurinu (C =
12,5 mg/ml). Po 30 minttach bol vyhodnoteny inhibi¢ny efekt daného nariedené¢ho vzorku.
Resazurin je modra latka, ktord je oxidovana na resorufin — latku s ruzovou farbou, ktora
Vv jamke indikovala, Ze bunky nie st inhibované. Z farebnej zmeny v jamke sa vyhodnocuje, ¢i
je kultara schopna metabolizmu, a teda na fiu extrakt mal alebo nemal inhibi¢ny ucinok [47].

Z Obrazku 8 jasne vyplyva, ze ziadny hexanovy extrakt (stipce 1 — 4) nemal v pouzitych
koncentraciach na Escherichia coli inhibiény efekt (MIC > 2 mg/ml). Etanolové extrakty (stipce
5 — 8) boli zakoncentrované, ¢im bol zvyseny aj obsah chlorofylov. Tie spdsobovali silné
zafarbenie média a znemoziovali analyzu. Z jamiek obsahujucich etanolovy extrakt semienok
vSak vidno, Ze koncentracie extraktu 25; 12,5 a 6,125 mg/ml (E6, E7, E8) nie st inhibi¢né.
Tento vysledok sa zhodoval s meranim MIC v inej §tadii [46], kde hexanovy extrakt konopy
taktiez neinhiboval rast E. coli (vysledna MIC > 2,5 mg/ml)
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V poslednych styroch stipcoch boli vykonané kontroly extraktov — modra farba kontroly
extraktov (stipce 10,11) znaéi, e neboli kontaminované. Rovnako ani &isté médium (A12, B12)
nebolo kontaminované. Kontrola kultiry (C12, D12) preukazala jej zivotaschopnost. Bol
sledovany aj inhibi¢ny efekt ampicilinu v koncentraciach 3,125; 1,56; 0,78 a 0,39 mg/ml (E12,
F12, G12, H12) abolo zistené, Ze najniz§ia koncentraciu uz nema inhibiény efekt na E. coli,
teda hodnota MIC ampicilinu bola 0,78 mg/ml.

Obrazok 8 Inhibicny efekt extraktov - Escherichia coli

Cutibacterium acnes bol v porovnani s E.coli citlivej$i na skimané koncentracie extraktov.
Inhibi¢ny efekt bol pozorovany pri hexanovych extraktov KveFed19, KveSan19, KveSan20 a
TriSan20 pri koncentracii 2 mg/ml (Al, C1, D1, F1). Nizsie koncentracie uz nemali inhibi¢ny
efekt, s vynimkou trichdémov, ktorych hexanovy extrakt inhiboval C. acnes pri vSetkych
koncentréaciach, aj najniziej 0,25 mg/ml. Pri etanolovych extraktoch (stipce 5 — 8) opit nebolo
semienok neinhibovali rast kultary (E8). Kontroly extraktov, Cist¢ého média aj kultary vysli
priaznivo. Ampicilin inhiboval C. acnes pri vSetkych koncentraciach. Vysledky zobrazuje
Obrazok 9.

Obrazok 9 Inhibicny efekt extraktov - Cutibacterium acnes

Staphylococcus epidermidis vykazoval podobnu citlivost’ na skimané extrakty ako C. acnes
(Obrazok 10). Inhibi¢ny efekt mali hexanové extrakty KveFed19, KveSan19, KveSan20 a
TriSan20 v koncentracii 2 mg/ml (Al, C1, D1, F1) s tym, ze trichomovy extrakt si inhibiciu

51



zachoval az do koncentracie 0,25 mg/ml. Modré zafarbenie $tvrtého stipca je pravdepodobne
chyba v pipetovani kultary, ale da sa silno predpokladat’, ze v tejto koncentracii extrakty nemali
inhibicny efekt. U etanolovych extraktoch je opit’ nemozné s istotou vyhodnotit’ vysledky, az
na extrakt semienok v koncentracii 12,5 a 6,125 mg/ml (E7, E8), ktoré baktériu neinhibuju.
Kontroly extraktov a médii vysli priaznivo, jedna kontrola kultury vysla negativne (C12), ¢o
mdze byt spésobené chybou v pipetovani. Ampicilin inhiboval rast S. epidermidis vo vsetkych
koncentraciach.

Obrazok 10 Inhibicny efekt extraktov - Staphylococcus epidermidis

5.10.1 Kontrola schopnosti buniek tvorit’ kolénie

Po namerani absorbancie jamiek v ¢ase 24 hodin bol obsah kazdej jamky zaockovany
pichnutim pomocou Sparadla do tuhého média. Médium bolo inkubované 24 hodin pri 37 °C.
V pripade, ze jamka obsahovala nejaké bunky schopné sa mnozit, vV mieste zaockovania
vyrastla kolonia. Ak v mieste kolonia nevznikla, indikovalo to uplné usmrtenie buniek pocas
inkubéacie v dosticke. Ukdzka je na Obrazku 11. V nasledujucich tabulkach st znazornené
vysledky, — je symbol pre zivé bunky, + pre nezivé.

Obrazok 11 Kontrola schopnosti kultury tvorit kolonie

Vysledky tejto analyzy dopliiaji meranie inhibi¢ného efektu, ktory je vyhodnoteny
v predchadzajucej podkapitole. Ked’ je kultara neschopna tvorit’ koldniu, poukazuje to na
antimikrobialny efekt daného extraktu v pouZitej koncentracii. Stanovenie inhibicie kultary
pomocou resazurinu ndm sice dava informéciu o obmedzeni rastu buniek, ale tieto bunky mozu
byt schopné sa dalej mnozit v pripade, ze sa dostani do priaznivejSiecho prostredia.
V predchadzajicej analyze boli vzorky setanolovym extraktom prili§ koncentrované a
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zafarbené, a tak nebolo mozné jednoznacne vyhodnotit’ inhibicny efekt etanolovych extraktov,
ale v pripade kontroly schopnosti tvorit’ kolonie je vyhodnotenie bezproblémové.

V niektorych aplikacidch je potrebné dosiahnut' antimikrobidlny ucinok, napriklad
pri lie¢ivach alebo dezinfekénych prostriedkoch. V pripade aplikacie konopnych extraktov do
kozmetiky je postacujuca aj inhibicia rastu neziaduicich baktérii.

Z kontroly usmrtenia baktérie E. coli jasne vyplyva, ze ziadna koncentracia extraktov
neusmrtila bunky uplne. Na zaklade merania zakalu a kontroly metabolizmu resazurinom
(predchadzajuca analyza) je potvrdené, ze niektoré extrakty baktériu inhibovali v raste
a metabolizme. Kontrola tvorby kolonii v§ak dokazala, ze bunky zostali schopné prezit’ a d’alej
sa mnozit’, ked’ boli opit’ preockované do vhodného prostredia. V Tabulke 19 su vysledky
zivotaschopnosti kultar v jamiek.

Tabulka 19 Kontrola usmrtenia Escherichia coli

E Hexanové extrakty Etanolové extrakty Rozpis
coli 2 1 0,5 0,25 50 25 12,5 6,25 _tadlo®
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml

KveFed19 + + + + + + + + +
KveFut20 + + + + + + + + +
KveSan19 + + + + + + + + +
KveSan20 + + + + + + + + +
SemSan20 + + + + + + + + +
TriSan20 + + + + + + + + +
MukSan19 + + + + + + + + +
MukSan20 + + + + + + + + +

(*rozpustadlo — Hexdn 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %; EtOH 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %)

V Tabul'ka 20 je zobrazena schopnost’ kultar C. acnes tvorit” kolonie po tom, ako boli
inkubované s extraktami. Zo stanovovania inhibicie resazurinom (predchadzajuca analyza)
vyplyva, ze hexanové extrakty KveFed19, KveSan19, KveSan20 a TriSan20 v koncentracii 2
mg/ml mali inhibi¢ny efekt, ale antimikrobialny efekt z nich mal iba extrakt KveFed19 v danej
koncentracii a extrakt TriSan20 vo vSetkych koncentraciach. Znamena to, Ze v pripade extraktu
KveSanl9 aKveSan20 boli antimikrobidlne ucinky prili§ slabé na usmrtenie baktérie.
Etanolové extrakty mali zvdcSa antimikrobidlny efekt, s vynimkou extraktu semienok vo
vSetkych koncentracidch a extraktov muk v koncentracii 12,5 mg/ml anizSej. Tento
antimikrobialny efekt etanolovych extraktov nebol sposobeny samotnym etanolom, vzhl'adom
k tomu, Ze kultary inhibované roztokmi etanolu koldnie tvorili.

Tabulka 20 Kontrola usmrtenia Cutibacterium acnes

| Hexanové extrakty | Etanolové extrakty |
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Cutibacterium 2 1 0,5 0,25 50 25 12,5 6,25 |Rozpus-
acnes mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | tadlo*

KveFed19 - + + + = - = = +
KveFut20 + + + + = - - - +
KveSanl9 + + + + - - - - +
KveSan20 + + + + - - - - +
SemSan20 + + + + + + + + +
TriSan20 - - - - - - - - +
MukSan19 + + + + - - + + +
MukSan20 + + + + - - + + +

(*rozpustadlo — Hexdn 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %; EtOH 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %)

Podobne ako u C. acnes, aj pri Staphylococcus epidermidis mali inhibi¢ny ucinok viaceré
hexanové extrakty (vid’ Tabulka 21). Avsak antimikrobialny G¢inok bol zisteny iba u extraktov
z trichdémov, ato vo vsetkych skiimanych koncentraciach. Obsah jamiek s hexanovymi

extraktami v najnizSej koncentracii nevytvoril ziadnu koloniu, ¢o bolo sposobené chybou

pipetovania kultary. Na zdklade vysledkov vSak predpokladdme, Ze v najnizSej koncentrécii
extrakty nemali antimikrobidlny ucCinok. Na druhej strane, etanolové extrakty mali

antimikrobialny ucinok na S. epidermidis zvéac¢sa vsetky, dokonca aj extrakt semienok aZ po

koncentraciu 25 mg/ml. Z kontroly samotnych rozpuastadiel je zrejmé, Ze antimikrobidlne
efekty extraktov neboli spdsobené samotnych rozpustadlom.

Tabulka 21 Kontrola usmrtenia Staphylococcus epidermidis (*rozpiistadio — Hexan 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %, EtOH 25
%, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %)

Staphylococcu Hexanové extrakty Etanolové extrakty Rozpii
s epidermidis 2 1 0,5 0,25 50 25 12,5 6,25 | padlo*
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml

KveFed19 + + + - - - = = +
KveFut20 + + + = - = - = +
KveSan19 + + + - - - = = +
KveSan20 + + + - - - = = +
SemSan20 + + + - - - + + +
TriSan20 - - - - - - - - +
MukSan19 + + + - - - - - +
MukSan20 + + - - - - - +

(*rozpustadlo — Hexdn 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %; EtOH 25 %,

12,5 %, 6,25 %, 3,125 %)

5.11 Vyuzitie vedl’ajSich konopnych produktov na kultivaciu kvasiniek

Odpadné produkty vyroby CBD extraktu z konopy siatej boli pouzité pri biotechnologickej
produkcii aktivnych latok pomocou karotenogénnej kvasinky druhu Rhodosporidium
toruloides. Pouzitymi odpadnymi substratmi boli vyextrahované zbytky kvetov po extrakcii

etanolom, vylisované pelety (pomleté na konopni muku) a sedimentacné olejové kaly.
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5.11.1 Kultiva¢né média

Kultiva¢né média uréené pre kvasinky musia obsahovat’ ako zdroj uhlika monosacharidy,
ked’ze kvasinky neutilizujii polysacharidy. Ako zdroj dusika su vhodné mocovina a siran
amoénny, ale aj proteiny nachadzajice sa v substratoch, ked’ze kvasinky produkuji proteazy.

Pouzité konopné substraty obsahuju ako zdroj uhlika polysacharidy (kvety a muky)
a triacylglyceroly (kaly), ¢ize bolo potrebné ich hydrolyzovat na monosacharidy, resp.
glycerol, podl'a postupov v kapitole 4.13.1. Tabul’ka 22 znazornuje zlozenie substratov pred
hydrolyzou.

Koncentracie potrebnych zivin boli optimalizované pridavkom glukozy, respektive
mocoviny, aby bol dosiahnuty obsah sacharidov 30 g/l a dusika 0,84 g/I. Po hydrolyze bol
Vv olejovych hydrolyzatoch zisteny obsah glycerolu pomocou kvapalinovej chromatografie,
Vv sacharidovych hydrolyzatoch bol uréeny obsah sacharidov metodou podl'a Duboisa. Obsah
dusika v substrate bol prepocitany zo znameho obsahu dusika vo frakciach, zisteného metédou
podla Kjeldahla (vid’ kapitola 5.3). Obsah zivin v substratoch po hydrolyze a aj mnozstvo
doplnenych latok do 50 ml médii ukazuje Tabul'ka 22.

Tabulka 22 Kultivacné média

Priprava substratov na hydrolyzu

Zbytky po extrakcii
Substrat KveFed | KveFut | KveSan | KveSan | MukSan | MukSan | KalSan | KalSan
19 20 19 20 19 20 19 20
Objem (ml) | 250,0 250,0 250,0 250,0 250,0 250,0 500,0 500,0
Navazka (g) 3,8 3,6 41 3,9 45,0 45,0 50,0 50,0
Koncentracia
i 15,3 14,6 16,5 15,7 180,0 180,0 100,0 100,0
substratu (g/l)
ZloZenie substratov po hydrolyze
Obsah
sacharidov 19,25 17,52 4,61 6,62 10,39 10,18 10,36 11,19
(9/)
Obsah dusika
@ 0,28 0,33 0,33 0,32 4,49 4,48 0,13 0,13

MnoZstvo doplnenych Zivin do jednotlivych médii (50 ml)
Glukéza (g) 0,54 0,62 1,27 1,17 0,98 0,99 0,98 0,94
Mocovina (g) | 0,06 0,05 0,06 0,06 - - 0,08 0,08
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5.11.2 Narast biomasy na médiach a stanovenie produkcie lipidov metodou GC

Po dokonceni kultivacie bolo 50 ml média centrifugovanych a biomasa bola lyofilizovana.
Z hmotnosti lyofilizovanej biomasy bol vypocitany narast biomasy na liter média. Vysledky su
zobrazené v Grafe 14. Kultivacia bola z ¢asovych pri¢in prevedena iba raz a vysledky je treba
povazovat’ za skriningové.

Zdanlivo najvyssi vysledok produkcie biomasy dosiahli kvasinky kultivované na médiach
z kalu. Avsak tieto vysledky boli skreslené tym, Ze pri separacii biomasy od média centrifugou
bolo naro¢né oddelit’ frakciu biomasy od castic, ktoré hydrolyzat kalu obsahoval. Preto dany
vysledok nie je presny. Do budiicna navrhujeme zmenit postup separacie tak, aby boli ¢iastocky
kalu dostatocne premyté, alebo este pred kultivaciou médium filtrovat’.

Nérast biomasy na médiach zo zbytkov extraktov a Z mik bol porovnatelny, najlepSie sa
kvasinkam darilo na médiu z muky San19 (15,6 g/l) a zbytkoch odrody Fedora (13,9 g/l).
Z vysledkov kultivacii sa da urobit’ zaver, Ze odpadné frakcie konopy st vhodnymi substratmi

na kultivaciu karotenogénnych kvasiniek, dosiahnuta produkcia biomasy je pomerne vysoka.
25
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Graf 14 Narast biomasy

Lipidy boli z biomasy extrahované v podobe metylesterov a analyzované na plynovom
chromatografe. Vyhodnocovany bol ich profil z hl'adiska nasytenosti a percentualny obsah
v biomase a v kultivatnom médiu a vysledky st znazornené v Grafoch 15a 16.

Najviac lipidov v médiu aj v biomase sa nachadzalo pri pouziti hydrolyzatov kalu. Avsak
tento vysledok moze byt skresleny tym, Ze pri separacii biomasy od média centrifigou bolo
naro¢né oddelit’ frakciu biomasy od ¢astic, ktoré hydrolyzat kalu obsahoval. Zisten¢ lipidy teda
nie su iba produktami kvasinky, ale aj lipidy, ktoré sa uz nachadzali v médiu. Pre presnejSiu
analyzu bude potrebné pouzit' Ucinnej$i sposob separdcie biomasy, alebo hydrolyzat pred
kultivaciou filtrovat’.

Z ostatnych pouzitych substratov indukovali biosyntézu lipidov najviac muky (59,73 mg/l)
a vyextrahované kvety Fedora 2019 (71,42 mg/l). VSeobecne vSak produkcia lipidov v tychto
médiach bola na porovnatel'nej trovni a dosahovala koncentraciu lipidov v médiu od 40,19 do
71,42 mg/l. Vzhl'adom na zlozenie média, ktoré obsahovalo v pripade kvetov aj muk rovnaky
obsah sacharidov, ale médium z muk obsahovalo viac proteinov, ¢ize malo nizs$i pomer C/N.
Tento rozdiel mohol byt’ dovodom vyssej produkcie lipidov.
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Graf 15 Obsah lipidov v biomase a médiu (sacharidové hydrolyzaty)
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Graf 16 Obsah lipidov v biomase a médiu (kaly)

Bol zisteny vplyv konopného substratu na pomer produkovanych mastnych kyselin, ktory je
viditeI'ny na Grafe 17. V pripade kalového hydrolyzatu bol profil mastnych kyselin podobny
profilu samotného konopného oleja, ¢ize to opat’ potvrdzuje, Ze lipidy boli pozostatok oleja
v médiu. Obsah nasytenych mastnych kyselin sa zasadne neli$il naprie¢ pouzitymi médiami,
avSak pouzitim vyextrahovanych kvetov sa dosiahol vyssi podiel polynenasytenych mastnych
kyselin ako u médii z muk. Najvacsi rozdiel v médiach z muk je v tom, ze hydrolyzaty muk
obsahovali viac dusika (pritomného uz v muke), takze médium malo iny pomer C/N, ¢o mohla
byt pri€ina zniZenej produkcie polynenasytenych mastnych kyselin . Kvoli vysokému obsahu
dusika je hydrolyzat konopnej muky zaujimavym substratom a mohol by byt pouzity
v kombinacii s uhlikatym substratom, ktory dusik neobsahuje (napr. melasa).
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Graf 17 Profil mastnych kyselin vyprodukovanych v konopnych médidach

5.11.3 Stanovenie produkcie karotenoidov metodou HPLC

Vyprodukované karotenoidy, ubichinon a ergosterol boli stanovené pomocou HPLC podla
postupu v kapitole 4.13.3.

Graf 18 zobrazuje produkciu ubichinénu a ergosterolu. Podl'a pouzitych druhov substratov
sa dd pozorovat odliSny pomer tychto dvoch latok. Média z vyextrahovanych kvetov
obsahovali asi dvakrat viac ergosterolu ako ubichinénu. V produkcii ergosterolu a ubichinonu
pouzitim vyextrahovanych kvetov réznych odrod nebol pozorovany takmer ziadny rozdiel, iba
KveSan20 mali niz8iu produkciu oboch latok. Najviac ergosterolu bolo vyprodukovaného na
médiu z vyextrahovanych zbytkov KveFed19 (69,6 mg/l). V pripade muk a kalov bol pomer
uplne odlisny, ergosterolu bolo oproti ubichinénu vyprodukovaného vyrazne menej. Muky
produkovali jednozna¢ne najviac ubichinonu, MukSan20 az 166 mg/l. Vzhl'adom na zlozenie
substratov sa da predpokladat’, ze vysoky obsah bielkovin v médidch z muky sposobil, ze
kvasinky produkovali ubichinén vo vyssej miere.
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Graf 18 Obsah ubichinénu a ergosterolu v médidach

Karotenogénne kvasinky v médiach okrem steroidnych molektl produkovali ako
sekundarne metabolity aj karotenoidy. Ich produkcia bolo vyrazne odliSnd medzi pouzitymi
substratmi, ako je mozné vidiet na Obrazku 12. Médium z hydrolyzatu kalov nebolo na
produkciu karotenoidov vobec vhodné, pri analyze neboli detegované prakticky ziadne
mnozstva tychto latok. Naopak, média z vyextrahovanych kvetov dosahovali vysoké
koncentracie karotenoidov, najviac KveSan19, kde bolo nameranych az 2,65 mg/l celkovych
karotenoidov (Graf 19). Substraty z mik indukovali produkciu karotenoidov v mensej miere,
médium s MukSan19 obsahovalo 0,30 mg/1 celkovych karotenoidov. Ked’ porovnadme vysledky
produkcie karotenoidov a ubichinénu pri médiach z kvetov, potvrdzuje sa fakt, Zze produkcia
tychto latok je antagonisticka. Je to zapri¢inené kompeticiou drahou biosyntézy karotenoidov
a ubichinonu, ked’Ze maju rovnaky prekurzor [48]. Médium z vyextrahovanych kvetov konopy
vyrazne podporoval produkciu pigmentov na tkor ubichinéonu.
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Graf 19 Obsah karotenoidov v médiu
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Obrazok 12 Média po kultivacii
5.12 Vyuzitie vedPlajSich konopnych produktov v kozmetike

5.12.1 Testovanie peelingu hodnotitel’mi

Pripraveny pletovy peeling bol senzoricky zhodnoteny 16 osobami. Testovanie trvalo dva
tyzdne, pocas ktorych hodnotitelia peeling pouzivali podl'a navodu na pouzitie. Navod na
pouzitie bol nasledovny: Aplikovat’ priblizne pol ¢ajovej lyzi€ky na navlhcenu plet’, produkt
rozotriet’ po tvari a plet’ masirovat’ asi mintitu. Vyhnut sa oblasti o¢i. Aplikaciu opakovat’ trikrat
do tyzdna po dobu dvoch tyzdiov.

Respondenti hodnotili produkt v dvoch dotaznikoch — po prvom pouziti a po dvoch tyzdiioch
pozivania (Priloha E). Prvy dotaznik sa zameriaval na hodnotenie prvého dojmu z produktu,
druhy dotaznik na celkovy dojem a pozorované Uc¢inky na plet. Z vysledkov boli vypocitané
mediany a boli porovnané rozdiely medzi prvym a celkovym dojmom.

Skala hodnotenia vlastnosti peelingu bola od 0 do 10, s tym, ze 10 znamenala najlepsiu
znamku a 0 najhorsiu. Skala na zhodnotenie hustoty ¢astic a konzistencie produktu bola taktiez
medzi hodnotami 0 az 10, ale znamka 0 znamenala prili§ nizku hustotu castic/riedku
konzistenciu a znamka 10 prili§ vysoku hustotu castic/riedku konzistenciu, ¢ize najlepsie
hodnotenie bolo v strede rozmedzia.
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Obrazok 13 Vzorky peelingu pre hodnotitelov

Respondenti hodnotili vlastnosti peelingu vo v§eobecnosti pozitivne, lebo ziadny z atribitov
neprekrocil polovicu skaly najlepSie — najhorsie. Za najprijemnejsiu vlastnost’ bol povazovany
celkovy pocit pri aplikacii (zndmka 2), ¢o znamena, ze vel'kost’ ¢astic konopnej muky a pomer
vel'kosti 200 a 400 pm bol zvoleny velmi vhodne. K tomuto pocitu prispievali aj ostatné
charakteristiky ako konzistencia a roztieratel'nost’, ktoré boli taktiez hodnotené vel'mi Kladne.
Hustota castic bola zhodnotena znamkou 5, ¢o znamenad, ze bola povazovana za idealnu. Pocit
odstranenia necistot z pleti bol taktiez hodnoteny velmi pozitivne (zndmka 2), takze sa da
konstatovat,, Ze peeling spifial funkciu odstranenia necistot a odumretych &astic z pleti vyborne.
Neutralne boli hodnotené farba, vona a zmyvatelnost’ peelingu. Farba bola tmavo zelend, kvoli
vysokému obsahu zeleného sedimenta¢ného kalu a zelenej farbe konopnej muky. Tuato farbu
nie je mozné zmenit, ale bolo by mozné upravit’ jej odtien, a to pouzitim kaolinu vhodnej farby.
Zmyvatel'nost’ produktu je mozné ovplyvnit’ niz§Sim obsahom peelingovych castic, o by ale
znizilo aj u¢innost’ odstranovania necistot. Medidny znamok od suboru hodnotitel'ov z prvého
aj druhého dotaznika st znazornené v Grafoch 20 a 21.
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Graf 20 Hodnotenie viastnosti peelingu - prvy a celkovy dojem
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Skala najviac — najmenej
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Hustota castic 5 ® Prvy dojem

Vlastnosti

® Pouzivanie 2 tyz.

Konzistencia 55

Graf 21 Hodnotenie viastnosti peelingu - prvy a celkovy dojem

Vplyv pouzivania peelingu na stav pokozky bol hodnoteny vyberom moZznosti. Moznosti
obsahovali negativne aj pozitivne moznosti a aj kolonku iné. Respondenti zhodnocovali
okamzity vplyv na pokozku — viditelny ihned” po aplikacii (pocit nie viac ako hodinu po
aplikacii) a dlhodoby vplyv, ktory zaznamenali po dvoch tyzdiioch pouzivania.

V pripade efektu viditeIného ihned” po aplikacii boli mierne rozdiely v prvom dojme
a dojme po dvoch tyzdhioch. Mo6zZe to byt sposobené tym, ze hodnotitelia si po viacerych
pouzitiach uvedomili realny efekt, zatial’ ¢o pri prvom dojme boli ovplyvneni ocakavaniami
alebo momentalnym stavom pleti. Pri vyhodnocovani vysledkov bol za relevantnejsi
povazovany dojem po dvoch tyzdinoch.

80 % hodnotitel'ov zaznamenalo po ithned’ pouziti vyhladenejSiu plet’, ¢o bol hlavny tcel
vyrobeného produktu. Pocit hladSej pleti je spdsobeny odstranenim odumretych buniek
z povrchu pleti. Uz podl'a hodnotenia vlastnosti peelingu bolo zjavné, Ze abrazivna funkcia
peelingu bola ideédlna. 27 % respondentov uviedlo, Ze ich plet’ bola po aplikacii hydratovana,
upokojena a prekrvena. Hydratovany aupokojujici dojem bol dosiahnuty vdaka olejovej
zlozke, pocit prekrvenia kvoli ¢asticiam peelingu, ale aj masazi pleti pocas aplikacie. 20 % 0sdb
malo pocit vysuSenej pokozky. Pocit hydratacie alebo vysuSenia moZe byt’ dany aj typom pleti,
ked'’ze suchd pokozka je nachylna na dehydrataciu. Peeling vo vSeobecnosti nie je produkt
uréeny na hydratovanie pleti, ale na Cistenie, takZe by po flom mala nasledovat’ aplikacia
pletového produktu na obnovenie ochrannej vrstvy pokozky. VSetky zaznamenané okamZzité
efekty st znazornené v Grafe 22.
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Graf 22 Efekty na pokozku hodnotitelov — momentalny pocit po aplikdcii
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Za najvyznamnejsi dlhodoby efekt bolo povazované vyhladenie pleti, az 80 % respondentov
uviedlo, Ze ich plet’ bola po dvoch tyzdinoch pouzivania hladSia. Obnovenie poslednej vrstvy
pokozky, stratum corneum, trva priblizne 20 dni, takze jej mechanické vyhladenie peelingom
ma efekt trvajici niekol’ko dni. 20 % osdb hodnotilo svoju plet po pouzivani ako
hydratovanej$iu, menej citliva, menej zaCervenanu a vSimlo si stiahnutie porov. Hydratacia
bola spdsobena olejovou zlozkou, ktora na pleti zanecha ochrannt vrstvu, teda zniZzi stratu vody.
Rovnako mohla plet’ posobit’ hydratovane aj vd’aka odstraneniu suchych buniek z povrchu
pokozky. Ochranna bariéra taktiez prispieva ku zmierneniu citlivosti pleti. Stiahnutie porov je
spdsobené rozpustenim mazu pomocou olejovych zloziek a abrazivnemu efektu Castic muky,
ktoré ¢istia upchaté pory. Bol zaznamenany aj negativny efekt — osypanie pleti, v relativne
vysokej miere 13 %. Po preskiimani tychto pripadov bolo zistené, Ze sa jednalo o probandov,
ktori maju citlivi plet’ auz v minulosti ich plet’ reagovala osypanim. Mdézu byt citlivi na
niektory esencialny olej pritomny v peelingu, Vyskyt vSetkych zaznamenanych dlhodobych
efektov je znazorneny na Grafe 23.
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Graf 23 Efekty na pokozku hodnotitelov - dlhodobé

5.12.2 Meranie hydratacie a transepidermalnej straty vody

Hydrata¢né ucinky peelingu boli merané pomocou korneometrickej a TEWL sondy podl'a
postupu v kapitole 4.14.3. Meranie prebiehalo pred aplikaciou produktu, 15 minuat po aplikacii
a 24 hodin po nej, merania sa zacastnili tri osoby. Pocas priebehu experimentu si probandi na
skiimant oblast’ pokozky neaplikovali Ziadnu int kozmetiku ani mydlo.

Peeling je produkt uréeny na Cistenie pleti z dvoch smerov — rozpustenim mazu olejnatou
zlozkou a mechanickou exfoliaciou abrazivnymi Casticami. Nie je teda primarne uréeny na
hydrataciu. Dany peeling vSak obsahoval konopny olej, ktory na pleti zanechava hydrofobnu
ochrannu vrstvu, ¢im predchadza stratdm vody, a tak bol predpokladany aj pozitivny vplyv na
hydrataciu pokozky.
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Na Grafe 24 je znazornené, ako sa vyvijala hydratacia pokozky troch probandov. Hydratacia
je bezrozmerna veli¢ina v rozmedzi od 0-100, kde hodnoty do 40 znacia sucht pokozky, 40
— 60 normalnu a hodnoty nad 60 mastni pokozku. Vyvin hydratacie u osoby 1 a 3 je vel'mi
podobny, ale nezhoduje sa s trendom u osoby 2. Hydratacia pokozky u osoby 1 a 3 bola 15
minut po aplikécii viditelne zvySend, ale hydratacny uc¢inok nemal trvacny uc¢inok, po 24
hodinach bola hydratacia pokozky opét’ znizend. U osoby 2 bol efekt opacny, aplikacia peelingu
pokozku zdanlivo vysuSila. Tato nezrovnalost moze byt spdsobena individudlnym stavom
pokozky osoby 2.
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Graf 24 Vplyv peelingu na hydrataciu pokozky v case

Meranie vplyvu na transepidermalnu stratu vody naznacuje, ze peeling G¢inne zniZuje jej
hodnotu (vid’ Graf 25). Peeling bol na baze oleja, ¢ize jeho aplikaciou sa vytvorila lipofilna
vrstva na pokozke, ktora Gi¢inne zamedzuje odparovaniu vody. U 0soby 2 a 3 bola zaznamenana
mierne znizena hodnota TEWL 15 mintt po aplikécii, ale 24 hodin po aplikacii bola vyrazne
nizsia. Pokozka osoby 1 sa chovala inak, pletovy peeling nemal ziadny zaznamenany vplyv na
jej hodnotu TEWL. Zistené vysledky podporuji vysledky testovania produktu respondentmi,
z ktorych si 20 % v§imlo, Ze ich plet’ bola hydratovanejsia pri dlhodobom pouZzivani produktu.
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Graf 25 Vplyv peelingu na TEWL pokozky v ¢ase
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5.13 Vyuzitie vedlajSich konopnych produktov na vyrobu raw ty¢inky

5.13.1 Senzoricka analyza raw ty¢inky

Vyrobena tyCinka (A2) bola porovnidvand s dvoma komeréne dostupnymi ty¢inkami
podobného zloZenia, ktoré tiez obsahuju konopny protein (Al a A4) as jednou tycinkou
sryzovym proteinom (A3), ktorych zloZenie je opisané v kapitole 4.15.2. Tyc¢inka bola
senzoricky hodnotena 22 respondentami, Studentami a zamestnancami fakulty, formou
vypliania dotazniku (Priloha F). Na grafickych $kalach hodnotili vzhl'ad, konzistenciu, celkova
chut’ a chutovy profil ty¢iniek. Tieto $kaly boli neStruktarované, takze na ich vyhodnotenie
bola pouzita mierka, aby boli zazna¢enym znackam priradené ¢iselné hodnoty. Z tychto dat bol
vypocitany medidn a boli zhotovené grafy. Respondenti mali moZnost’ aj slovne vyjadrit’ ndzor
na jednotlivé ty€inky.

Graf 26 znazoriiuje hodnotenie vzhl'adu a konzistencie tyCiniek. Z vysledkov vyplyva, Ze
pre respondentov mali vsetky ty¢inky prijemny vzhlad, najvyssie boli hodnotené ty¢inky A3
sa lisila iba 0 jeden stupen, ¢ize sa im vzhl'adom vel'mi priblizovala. Konzistencia ty¢iniek bola
respondentami tiez hodnotend pozitivne, najvyssiu zndmku dostala tyCinka A4, nasa tyCinka
bolaspolus A3 nadruhom mieste. V slovnych komentaroch respondenti opisovali konzistenciu
vyrobenej tyCinky ako jemnu, mikucku, prijemnt, ale aj suchu a pies¢iti. Tuhost' ty¢inky
najviac zavisela od pomeru sypkych ingrediencii ku kakaovému maslu, takze podl'a hodnotenia
bol pomer zvoleny spravne. Obsah datlovej pasty zase ur¢oval lepivost, ¢o je opak piescitej
textury, takZe by bolo vhodné jej pomer mierne zvysit.
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Graf 26 Senzorické hodnotenie tyciniek - vzhlad a konzistencia

Graf 27 znazornuje hodnotenie vone a celkovej chuti tyCiniek. Najlepsiu vonu mala podl'a
respondentov ty¢inka A3 (ktora ako jedina obsahovala vanilku), nasa ty¢inka bola spolu s Al
na druhom mieste. V hodnoteniach bola pri voni naSej tyCinky spominana jej prijemna
cokoladova aroma, ktord bola dosiahnuta pouzitim kakaového masla a zaroven kakaového
prasku. NajlepSiu znamku za celkovl chut’ dosiahla tiez ty€inka A3,
na druhom mieste bola nasa ty¢inka spolu s A4. NajcastejSie spominana poznamka ku chuti
nasej tyCinky bola jej vyrazna sladka chut’, ¢o bolo niektorymi respondentami povazované za
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pozitivne, ale niektorymi naopak za negativne. NaSa, ani Ziadna z komer¢ne dostupnych
ty¢iniek neobsahovali spracované cukry, sladka chut’ pochadzala iba z datlovej pasty. Nasa
tyCinka jej obsahovala najmenej (45 %), takze dojem sladkej chuti bol pravdepodobne
spdsobeny prepojenim chuti ostatnych zloziek, respektive nedostatkom inej prichute, ktora by
sladky vnem potladila.
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Graf 27 Senzorické hodnotenie tyciniek - vona a celkova chut

Bol hodnoteny aj profil jednotlivych chuti ty¢iniek. Graf 28 zobrazuje chutové rozlozenie
jednotlivych tyc¢iniek. VSetky tyCinky mali vel'mi podobny tvar chutového profilu, az na
ty¢inku Al, ktord sa od ostatnych odliSovala vyraznou kyslostou. Za najsladSiu bola
vyhodnotena nasa ty¢inka, o sa zhoduje s komentarmi respondentov. Rovnako bola hodnotena
ako najviac horka.
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Graf 28 Chutovy profil tyciniek

Ako posledné bolo zhodnotené celkové poradie ty¢iniek podla kritéria prijatelnosti. V tomto
hodnoteni sa na prvom mieste umiestnila ty¢inka A4. Tato ty¢inka obsahovala konopny protein,
mala vysoko hodnoteny vzhl'ad a konzistenciu. V chutovom profile bola vyhodnotena ako
menej sladka, ale relativne horka. Na druhom mieste bola ty¢inka A3 bez konopného proteinu.
Nasa tyc¢inka sa umiestnila na tretom mieste. VSetky charakteristiky — vzhl'ad, konzistenciu,
vonu aj chut’ mala ohodnotené na hodnotu 7 z 10, ¢iZe relativne vysoko. Jej chutovy profil
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ukazal, Zze bola najsladSia a zaroven najviac horka. Napriek tejto horkosti bola chut nasej
tyCinky hodnotend prijatene, ¢o znamena, ze sa podarilo kakaovou prichutou dostatocne
prekryt’ horkost’ konopnej muky. Poslednd sa umiestnila ty¢inka Al.

Zo vsetkych porovnavani vyplyva, ze naSa tyCinka je z pohladu spotrebitel'a na Grovni
komer¢ne dostupnych tyCiniek. Z vysledkov tejto senzorickej analyzy dokonca vyplyvaju
moznosti, ako by sa jej receptura dala vylepsit tak, aby bola ty¢inka na trhu preferovana.
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6 ZAVER

Konopa siata je rastlina so Sirokym uplatnenim v potravinarskom, textilnom, kozmetickom
a farmaceutickom priemysle. Je nenaro¢na na pestovanie a poskytuje kvalitné suroviny a cenné
aktivne latky.

Téato diplomova praca je zamerand na literarnu reser§ o rastline konopa siata, jej zlozeni
charakteristike aktivnych latok. Je opisané zloZenie jednotlivych surovin konopy a jej sucasné
vyuzitie v priemysle.

V experimentalnej Casti boli jednotlivé frakcie konopy analyzované z pohl'adu zloZenia, a to
obsahu rozpustnych sacharidov, bielkovin, tukov a profilu mastnych kyselin. Nasledne boli
pripravené extrakty frakcii konopy s pouzitim troch rozpustadiel s réznou polaritou — hexan,
70% etanol adestilovana voda. V tychto extraktoch boli analyzované koncentracie
polyfenolov, flavonoidov, antioxidantov, chlorofylov a kanabinoidov. Nasledne bol
analyzovany antimikrobialny u¢inok hexénovych a etanolovych extraktov.

V dalSej casti bolo formou skriningu testovanych niekol’ko moznosti vyuzitia konopnych
frakcii — pre biotechnologické ucely, v kozmetickej aplikacii a v potravinarstve. Vedl'ajsSie
produkty spracovanie konopy boli pouzité na pripravu raw ty¢inky a pletového peelingu. Tieto
produkty boli podrobené senzorickym analyzam s cielom zistit' ich prijatelnost medzi
spotrebiteI'mi. Odpadné substraty boli spracované a vyuZzité biotechnologicky na kultivaciu
karotenogénnych kvasiniek. Kultivacia bola hodnotend z pohl'adu celkového nérastu kultary,
vyprodukovanych karotenoidov a inych aktivnych latok a vyprodukovanych lipidov.

Z analyzy obsahu rozpustnych sacharidov vo frakciach konopy bolo zistené, ze najvyssi
podiel rozpustnych sacharidov maju frakcie kvetov (13,6 - 17,9 %), z toho najviac odroda
Fedora. Obsah bielkovin bol najvyssi v semienkach a mukach (15,6 — 22,3 %), ale pomerne
vysoky obsah bol zisteny aj u kvetov. Najviac lipidov obsahovali olejnaté sedimentacné kaly,
nasledne semienka a nezanedbatelny obsah tukov obsahovali aj konopné muky. Profil
nasytenosti lipidov vo frakcidch ukézal, ze semend, kaly a muky obsahuju lipidy s vysokym
podielom nenasytenych mastnych kyselin. Tieto analyzy potvrdili, Ze najcennej$imi surovinami
konopy st semienka a muka. Z vyzivového hladiska st v§ak zaujimavé aj sedimenta¢ny kal
a kvety.

Z hl'adiska obsahu aktivnych latok vo frakciach kvetov boli zistené rozdiely medzi
jednotlivymi odrodami konopy. Najviac polyfenolov, flavonoidov, antioxidantov aj
kanabinoidov obsahovala odroda Fedora. Boli porovnavané aj dva ro¢niky odrody Santhica
a boli zistené, Ze ro¢nik 2020 bol na vSetky aktivne latky bohatsi ako ro¢nik 2019, takZe na
kvalitu plodiny maju vplyv aj klimatické podmienky a pestovanie.. Semienka a muky
obsahovali fenolickych a antioxida¢nych latok v porovnani s kvetmi menej, ale stale st ich
vyznamnymi zdrojmi vo vyzive. Najviac aktivnych latok vSak obsahovali trichdmy. Trichoémy
st chipky na listoch a kvetoch konopy, ktoré obsahuju latky najkoncentrovanejsie.

Dalej boli porovndvané aj vytaznosti extrakcii fenolickych a antioxidaénych latok
S pouzitim troch roéznych rozpustadiel. Z vysledkov vyplyva, ze na extrakciu polyfenolov,
flavonoidov a antioxidantov bola vo vSeobecnosti najvhodnejSia destilovana voda, kvoli jej
polarite podobnej obsahovym latkam. Etanol bol tieZ vhodny, i ked’ va¢sinou dosahoval mierne
nizsiu vytaznost ako voda. Hexan ako nepolarne rozpustadlo nebolo vhodné na extrakciu
tychto latok. Z pohl'adu extrakcie kanabinoidov boli porovnavané iba rozpustadla hexan a 70%
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etanol a bolo zistené, Zze obe rozpustadla mali porovnatel'ni vytaznost’. Z hl'adiska obsahu aj
ostatnych aktivnych latok je vSak celkovo 70% etanol rozpustadlo, ktorym ziskame cennejsi
konopny extrakt.

Tento vysledok bol potvrdeny aj pri stanoveni antimikrobidlneho uc¢inku. VSetky Styri
skusané koncentracie etanolovych extraktov kvetov a trichdmov mali tak silné antimikrobialne
G¢inky, Ze nebola stanovena hodnota MIC. Dalsie prace by mohli nadviazat na zloZenie
extraktov skimané v tejto praci. Z hexanovych extraktov, ktoré boli menej koncentrované, sa
potvrdilo, Ze odroda Fedora je najbohatSia na antimikrobialne latky, pretoze jej hexanovy
extrakt ako jediny spomedzi extraktov kvetov usmrcoval Cutibacterium acnes v koncentracii 2
mg/ml. Obsah antimikrobidlnych latok v hexdnovom aj etanolovom extrakte bol tak vysoky, ze
skumanych koncentraciach (2 mg/ml, resp. 6,25 mg/ml).

V druhej Casti experimentéalnej prace boli vedl'ajSie konopné frakcie podrobené screeningu
mozného vyuzitia v biotechnoldgii, kozmetike a potravinarstve.

Kultivacia karotenogénnych kvasiniek rodu Rhodosporidium toruloides bola prevedena na
hydrolyzatoch kalov, muk a zbytkov po etanolovej extrakcie kvetov konopy. Bolo zistené, ze
vsetky vyskuSané média dosahovali vysoké narasty biomasy (11,4 — 22,0 g/l), takze boli
vhodnymi substratmi pre kvasinku. Médid z kalov vSak neobsahovali ziadne detegované
karotenoidy, ¢o znamena, Ze pre ich bioprodukciu nie st vhodné. Na rozdiel od kalov, média
z kvetov dosahovali najvyssie obsahy karotenoidov a zaroven produkovali vysoké koncentracie
ergosterolu. Médid z muk neprodukovali vysoké obsahy karotenoidov, ale zato vysoké
koncentracie ubichinonu (160 mg/l). V d’alSich pracach by mohli byt aplikované niektoré
stresové faktory, ktoré by mohli podmienit’ eSte vysSiu produkciu tychto latok. V produkcii
lipidov nebol medzi médiami z kvetov a muk vel’ky rozdiel, produkovali priemerne 52,6 mg/1
lipidov. Z profilu mastnych kyselin bolo zistené, Ze kvasinky produkovali najviac
mononenasytenych mastnych kyselin a minimum nasytenych. Médium z kalov obsahovalo
Castice, ktoré nebolo mozné dostato¢ne odcentrifugovat’, a preto bola analyza lipidov ¢iastocne
skreslena.

V kozmetickej aplikacii bol pripraveny pletovy peeling, ktory obsahoval sedimentacny kal
a vhodne pomleti konopnii miku pre abrazivnu frakciu. Jeho zlozenie bolo optimalizované
Z pohl'adu hustoty a velkosti ¢astic miky. Pouzivalo ho 16 respondentov a hodnotili ich prvy
dojem z produktu a G¢inky produktu po 2 tyzdnoch pravidelného pouzivania. Z vysledkov bolo
vyhodnotené, Ze respondenti boli s peelingom spokojni, 87 % z nich by malo zdujem pouzivat
produkt aj nad’alej. Na ich plet’ mal vyhladzujuci efekt, d’alSie spominané efekty boli
hydraticia, zmiernenie citlivosti, zaCervenania a stiahnutie porov.

Skriningovou potravinarskou aplikaciou bola priprava raw tyCinky s pouzitim konopnej
muky. Jej receptura bola tvorena tak, aby bola o najprijatelnejSia pre spotrebitel'ov
a porovnatel'na s komer¢ne dostupnymi konopnymi raw tyC¢inkami. Tyc¢inka bola hodnotena
senzorickou analyzou, ktorej sa zucastnilo 22 hodnotitel'ov. PoCas analyzy bola porovnavana
s d’alsimi dvoma podobnymi komerénymi ty€inkami asjednou bez obsahu konopného
proteinu. Bolo zistené, Ze nasa ty¢inka s danou receptirou je spotrebiteI'mi prijatelnd chut'ou
aj ostatnymi organoleptickymi vlastnost’ami. Na zaklade vyhodnotenia chutového profilu bolo
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zistené, ze v pripade miernej Gpravy jej sladkosti a horkosti by bola spomedzi konkurencie
najprijatel’nejsia.

Zaverom diplomovej prace je mozné potvrdit, ze konopa siata je vSestranne vyuzitelna
rastlina s mimoriadnym obsahom nielen vyzivovych, ale aj aktivnych latok. Jej zaradenie do
mnohych produktov v ramci viacerych odvetvi je velmi ziadané a relativne jednoduché,
vzhl'adom na jej vynimoc¢né vlastnosti. Nadvizujiuce prace ohladom vyuzitia konopy by sa
mohli zamerat’ na biotechnologické vyuzitie vyextrahovanych zbytkov kvetov, pripadne na
rozsirenie aplikécii v kozmetike, potravinarskom aj krmivarskom priemysle.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABTS
BHI
CBC
CBD
CBG
CBN
CCM
HPLC
LB
MIC
TEAC
uv
VIS
YPD
A

A

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny)
Brain Heart Infusion (médium)

Kanabichromen

Kanabidiol

Kanabigerol

Kanabinol

Czech Collection of Microorganisms (Eeska zbierka mikroorganizmov)
Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Lysogeny Broth (médium)

minimalna inhibi¢ni koncentracia

Trolox equivalent antioxidant capacity

ziarenie V ultrafialovej oblasti spektra

ziarenie VO viditeI'nej oblasti spektra

Yeast Peptone Dextrose (médium)

lambda (vInova dizka)

absorbancia
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9 PRILOHY

A. Kalibraéna krivka glukézy na stanovenie sacharidov podl’a Duboisa
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B. Kalibra¢na krivka kyseliny gallovej na stanovenie polyfenolov
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C. Kalibraéna krivka katechinu na stanovenie flavonoidov
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D. Kalibrac¢na krivka troloxu na stanovenie antioxida¢nej aktivity
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E. Otazky v dotazniku o peelingu — po dvoch tyZdiioch pouZivania

Ako sa vam paci farba peelingu?

Ako vnimate vonu peelingu?

Vyhovovala Vam konzistencia produktu?

Vsimli ste si zmenu textiry na produkte? (oddelenie olejovej faze, usadenie Casti, zrazenie...)
Ako sa Vam produkt roztieral po pleti?

Zhodnot’te hustotu peelingovych Castic

Mate pocit, ze Vam peeling odstranioval necistoty z povrchu pleti?

Zhodnot'te pocit, ktory ste mavali pocas aplikacie (pocit masaze, pocit Skrabania...)
Zhodnotte, ako sa produkt zmyval po aplikacii

Oznadte efekty, ktoré ste pocitovali IHNED po aplikacii peelingu

Vsimli ste si nejaky vplyv peelingu na Vasu plet po DVOCH TYZDNOCH pouZivania?
(dlhodoby, nie priamo po aplikacii)

Aky vplyv mal produkt na Vasu plet po DVOCH TYZDNOCH pouzivania? Ak sa
nenachadza v moznostiach, prosim dopiste do moznosti INE

Celkovy dojem z pravidelného pouzivania produktu

V porovnani s ostatnymi peelingami, ktoré ste uz niekedy vyskusali, kde by ste zaradili tento
produkt? (lepSi-porovnatelny-horsi)

Po Vasej skusenosti s produktom, mali by ste zaujem ho pouzivat’ nad’alej?

Ak by ste MALI zdujem pouzivat ho d’alej, vyberte Vase dovody:

Ak by ste zaujem NEMALLI, vyberte VaSe dovody:

Ak by ste si produkt kupili v drogérii, ako by ste boli spokojni?
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Dotaznik pre senzorické hodnotenie konopnych raw tyciniek

Meno hodnotitela: Vek:
Diatum:  13.7.2021 Hodina:
Zdravotny stav: Fajciar/Nefajciar

Véazeni hodnotitelia,

zhodnot'te prosim predlozené vzorky konopnych raw tyciniek s pouzitim uvedenych moznosti
a grafickych stupnic. Jedna z predloZenych vzoriek bola vytvorena v ramei diplomovej prace a bude
porovnéavana s komerc¢ne dostupnymi ty¢inkami a S ty¢inkou, ktora neobsahuje konopny protein.
Dakujem za spolupracu a verim, Ze sa Vam ochutnavka a hodnotenie bude pacit.

Konzumujete raw ty¢inky?
a) konzumujem pomerne Casto
b) konzumujem prileZitostne
¢) nekonzumujem vobec

V nasledujucej Casti prosim vzdy najprv uved’te kod vzorky a nasledne zaskrtnite 'ubovol'né miesto

na uvedenej grafickej stupnici.

1) VzhPad a farba — Pomocou grafickej stupnice zhodnotte prijemnost’ vzhl'adu a farby
vzorky

‘ Kéd vzorky: ‘ Al

Najmenej

prijemnd Najprijemnejsia
(vynikajuca)
(neprijatelna)

2) Véna — Pomocou grafickej stupnice zhodnot'te prijemnost’ vone vzorky

‘ Kéd vzorky: ‘ Al

Najmenej ) 5
" , Najprijemnejsia
prijemna
(vynikajuca)
(neprijatelna)
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3) Konzistencia — Pomocou grafickej stupnice zhodnot'te prijemnost’ konzistencie vzorky
(drobenie, tuhost,, lepivost’)

‘ Kéd vzorky: ‘ Al

Najmenej

prijemna Najprijemnejsia
(vynikajuca)
(neprijatelna)

1) Chut’ — Pomocou grafickej stupnice zhodnot’te prijemnost’ chuti vzorky

‘ Kod vzorky: l Al

Najmenej

prijemnd Najprijemnejsia
(vynikajuca)
(neprijatelnad)

2) Profilovy test vybranych chuti

‘ Kéd vzorky: ‘ Al

Sladka

Nerozoznatelna Velmi vyrazna
Horka

Nerozoznatelna Velmi vyrazna
Kysla

Nerozoznatelna Velmi vyrazna
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Ina (pachut’)

Nerozoznatelna Velmi vyrazna

3) Poradovy test celkovej prijatePnosti vzoriek

113

Predlozené vzorky zorad’te od najchutnejsej (1.) po najmenej chutni (4.). Do sekcie ,,Poznamky
mozete blizSie popisat’, ako Vam vzorka chutila, jej dominantna chut, prednosti, ¢i nedostatky.

. Kod
Hodnotenie Poznamky
vzorky

1
2
3.
4
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