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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vlivem piidavku technického konopi na organismus.
V krmném pokusu byl sledovan vliv zkrmovani technického konopi na pfirastky a anti-
oxidaéni aktivitu u laboratornich potkanti kmene Wistar albino. Pokus byl provadén
se 20 samci potkana a ti byli dale rozdéleni do 4 skupin, z nichz dvé byly krmeny ko-
nopnou smeési a dvé smesi kontrolni. Béhem pokusu byli potkani 1x tydné véazeni a pfti-
rustky zaznamenavany, stejné tak byla zjisStovana i spotieba krmiva. Ke stanoveni ob-
sahu polyfenolovych latek byla pouzita spektrofotometrickd metoda s Folin-Ciocalteu
reagentem. Antioxidac¢ni aktivita byla zjistovana u jednotlivych vzorki krmiv a z jaterni
tkané pokusnych potkanti. Stanoveni prob&éhlo metodami FRAP a TEAC. Vysledky
méfeni antioxidacéni aktivity jaterni tkan¢ se ukazaly nepriikazné u obou metod. Proka-
zatelné rozdily antioxidacni aktivity byly zjistény pouze u vzorkti krmnych smési. Ke
zpracovani vysledki byla pouzita ANOVA statistickd metoda s vyuzitim Scheffeho

testu.

Klic¢ova slova: technické konopi, laboratorni potkan, antioxida¢ni aktivita, polyfenolo-

vé latky, FRAP, TEAC.



Abstract

This thesis studies an influence of hemp added to feed rations on the organism of tested
animals. In this feeding experiment the effect of supplied hemp to weight increments
and antioxidant activity was observed. The tested animals were rats of strain Wistar
albino. The experiment was performed with 20 male rats which were divided into
4 groups. Two groups were fed with hemp mixture and other two with control mixture.
During the experiment subjects were weighed once a week and weight gain and feed
consumptions were recorded. Spectrofotometric method Folin-Ciocalteu for determina-
tions of polyphenolic compounds was used. Antioxidant activity was measured for
the individual samples of feed and liver tissues of tested animals. They were FRAP and
TEAC method used. The results of measurement of antioxidant activity in liver tissue
proved inconclusive for both methods. Demonstrable differences were found only
in samples of feed. The processing was used ANOVA statistical method using
the Scheffe test.

Key words: Cannabis, laboratory rat, antioxidant activity, polyphenolic compounds,
FRAP, TEAC,
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1 UVOD

Konopi seté je plodina vyuzivana lidstvem po celém svéte od starovéku az po sou-
Casnost. I kdyz se mira jeho vyuzivani v nejriiznéjSich obdobich liSila, nachéazelo a na-
chézi své uplatnéni v mnoha odvétvich.

Konopi je cenéno zejména pro svoji vSestrannost. Konopné stonky poskytuji vldkna
zpracovavana v textilnim, stavebnim nebo papirenském primyslu, konopné semena jsou
vyuzivana ve vyzive lidi i zvifat a stejné tak i olej z nich lisovany, nachazi cetné vyuziti
V potravinaifském, kosmetickém ¢i farmaceutickém primyslu. Konopné rostliny Ize diky
jejich rychlému rustu vyuzit i k produkci biomasy pro energetické ucely.

Vedle ucinkii protizanétlivych, antirevmatickych, imunostimula¢nich a mnohych
dalsich je konopi i silnym pfirodnim antioxidantem, ¢ehoz bylo vyuzito v této praci,
ktera se zabyva antioxida¢nimi u¢inky konopi a optimalnimi metodami jejich stanoveni.
Pokusy byly provedeny na laboratornich potkanech kmene Wistar albino.

Se zviraty bylo zachdzeno v souladu s vyhlaskou ¢. 419/2012 Sb. na ochranu pokusnych

zvirat, v platném znéni.



2 CIL

Cilem prace bylo zjistit vliv vyliski z konopi setého na antioxida¢ni status méteny

V jaterni tkani laboratornich potkanti, sledovani piirtustki hmotnosti a spotieby krmiva.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Botanicka charakteristika konopi (Cannabis)

Konopi se botanicky fadi do fadu Rosales, v némz byla vytvofena samostatna celed’
Cannabaceae, kam kromé& konopi fadime jiz pouze rod Humulus. (RATSCH, 2013)

Konopi je jednoleta, vétSinou dvoudoma rostlina s pfimou lodyhou, ktera se v horni
poloviné vétvi. Listky jsou kopinaté, pilovité, podlouhlé, ke konctim zzené a na rubu
pokryté trichomy. Rostlina je vysoka 80 - 200 cm s vrcholi¢natym kvétenstvim, plod
jsou nazky. Samici rostliny byvaji vétsi nez rostliny sam¢i. Jsou statngjsi, vice olisté-
né amaji tmavsi zbarveni a dospivaji o 4 az 6 tydnl pozd&ji. Jsou vyznamngjsi
z hlediska hospodaiského i vzhledem k obsahu psychoaktivnich latek. (VALICEK,
2003)

Rozlisujeme tii hlavni odriidy konopi, a to konopi seté, konopi indické a konopi ru-
miStni. VSechny druhy i variety konopi se daji vzjemné kiiZit a Slechtitelskym vybérem

je mozné zvysit nebo naopak sniZit obsah u¢innych latek. (RATSCH, 2013)

Konopi seté

Nejrozsitengjsim druhem je konopi seté, které dorusta vysky az 4 m, ma pomérné vel-
ke listy, ale tidké olisténi. Semena jsou hladka se svétle Sedym aZ hnédym zbarvenim.
Obsah ucinnych latek je rizny podle odridy a podminek péstovani. Plivodné bylo vy-
péstovano jako textilni rostlina, ale pfiblizné v poloviné 80. let 20. stoleti byla vySlech-

téna odrida s témét nulovym obsahem THC, tzv. technické konopi. (MIOVSKY, 2008)

Konopi indické

Konopi indické je nizkého vzristu, dortstd vysky kolem jednoho aZz dvou metrli, ma
konicky tvar a husté se vétvi. (BOOTH, 2004)

Listy jsou az dvanacticetné a zaoblen€j$i nez u konopi setého, rovnéz stonek je méné
vlaknity. Semena maji tmavé zbarveni, jsou hladka a mramorovana. Konopi indické ma

velmi vysoky obsah psychoaktivnich latek a lze jej vyuzit k farmaceutickym ucelim.
(ADAMS, 2012)
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Konopi rumistni
Konopi rumistni je nejniz§iho vzristu ze vsech tii odrid. Dorlsta maximalne€ 0,6 m.
Ma tenky nevétveny stonek, témét bez listd. Semena maji na povrchu tmavou mozaiku
s viditelnou oddélovaci vrstvou. Na rozdil od ostatnich druhi, neni kveteni tohoto druhu
ovliviiovano svételnou periodou, proto je vyuzivano ke Slechténi ranéjSich hybridu.

(ADAMS, 2012)
Zemi puvodniho vyskytu konopi rumistniho je Rusko, ale v soucasné dob¢ se vysky-

tuje i v Cing, Kazachstanu, Turecku & v Iranu. (VALICEK, 2003)

SATIVA

RUDERALITS

INDICA

Obrazek 1: Rozdily ve vzhledu jednotlivych odriid
http://marijanka.cz/botanika-konopi/
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3.2 Historie

Konopi seté (cannabis sativa) pochazi pravdépodobné z centralni ¢asti Asie, odkud
se pro svoji pomérn¢ vysokou adaptabilitu a rozsah vyuziti, rozsitilo lidskym pusobe-
nim do celého svéta. Nejstarsi tdaje o vyuzivani konopi jsou datovany jiz pied sedmi
tisici lety ve star¢ Babylonii. OvSem prvenstvi za nejvétsi rozsah v péstovani
a viestranném vyuzivani této rostliny v d&jinach patii Cing, kde se z ni vyrabély sité,
lana, latky a jeji semena byla S ryzi, jecmenem, prosem a sdjou nejstarSim pouzivanym
zrnim. Jako potrava byla semena konopi vyuzivana az do 2. stoleti, poté byla nahrazena
chutnéj$imi a produktivnéjs§imi obilninami. (DUPAL, 2004)

Ze semen se lisoval olej, vyuZivany pii vafeni, do lamp ke sviceni, do barev
a k dalsim ucelim, zbytky po lisovani byly vyuzivany jako krmivo pro domaci zvirata.
(DUPAL, 2004)

Ve starém Recku bylo konopi vyuzivano k vyrobé lan a latek a od 9. stoleti se jeho
vyuzivani rozsifilo i na zbytek Evropy. Konopi se dale pouzivalo jako 1é¢ivo
pti dychacich a koznich onemocnénich, Zloutence nebo kolice. Ve 14. stoleti byla Evro-
pany dovezena z Ciny technologie vyroby papiru. (konopi.org, 2016)

V roce 1737 odborné popsal rod cannabis sativa jako prvni botanik Carl Linné, ktery
objevil rostlinu v Indii v Himaldjich a o nékolik let pozdé&ji, vroce 1785, objevil
a popsal dalsi druh cannabis indica francouzsky biolog Jean Baptiste de Lamarck, ktery
ji nalezl ve vychodni Indii. Tteti dnes uznavany druh rodu cannabis objevil a popsal
rusky botanik Dimitrii E. Janischewsky v jihovychodni ¢asti Ruska, a to cannabis rude-
ralis. (MIOVSKY, 2008)

Od pocatku 20. stoleti bylo konopi po celém svéte vyuzivano k vyrobé Siroké skaly
vyrobku, napiiklad kosmetiky, mydel, odéva, lan, vlaken, pfikryvek, papirenského zbo-
zi atd. Z Evropskych zemi byli nejvétSimi péstiteli Francie, od poloviny 80. let se ptida-
lo Spanélsko a od roku 1993 se rozmohlo p&stovani technického konopi i ve Velké Bri-
tanii. Zbytky z vypéstovaného konopi se vyuzivaly jako podestylka pro hospodaiska
zvirata, vlakna se dodavala do papiren a vyrobciim izola¢nich material. Do budoucna
se pocitalo s péstovanim konopi jako zrniny, tedy S cilenym péstovanim pro zisk ko-

nopnych semen. (BOOTH, 2004)
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V Ceské republice se konopi zagalo péstovat na po&atku 17. stoleti, hlavng pro vyrobu
plachet, a lan pro lod¢ a pro armadni ucely. Na pocatku 20. stoleti pak produkce pokles-
la, a to z diivodu dovozu levnéjsiho bavinéného vlakna. (SIROKA, 2009)

Péstebni plocha konopi postupné klesala a péstovani bylo ukonceno v roce 1988,
hlavné z diivodu naro¢nosti na ru¢ni praci pii sklizni a posklizitové tipravé stonku. Po-
tieba konopného vlakna pro textilni primysl v Ceské republice byla fesena dovozem

konopi z jinych zemi, pfedeviim z Mad’arska (SNOBL, 2004).

3.3 Obsahové latky v konopi

Podle nejnovéjsich udaji o chemickém slozeni, obsahuje konopi 1031 latek.
(MIOVSKY, 2008)

Mezi sekundarni metabolity patii kanabinoidy, flavonoidy, stilbenoidy, terpeny, alka-
loidy a lignany a dal$i primarni i sekundarni metabolity. Nejvyznamnéjsi a nejznamg;jsi
jsou latky kanabinoidni povahy, které se vyskytuji pouze v této rostling. (MIOVSKY,
2008)

Vedle kanabinoid bylo v konopi zjisténo na 35 sacharidd, 20 jednoduchych kyselin,
18 aminokyselin, mnozstvi proteint,, amidd, amind, alkohold, vitamint a dalSich latek.
(KUBANEK, 2008)

Konopi déle obsahuje az 120 terpenoidnich latek, z nichZ jsou nejvice zastoupeny
mono a seskviterpeny, které odpovidaji za vyrazny pach rostliny, pfedev§im jsou to pi-

nen, limonen a myrcen. (PEC, DUSEK, 2009)

3.3.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou podle plvodu rozdélovany na fytokanabinoidy, pochazejici
z konopnych rostlin, endokanabinoidy, které se tvoii v télech Zivo€ichli a vyrabéné syn-
tetické kanabinoidy. (ALI, 2012)

Kanabinoidni latky jsou produkovany piedevs§im zlaznatymi trichomy rostlin, ackoliv
byly detekovany i ve stonku, pylu, semenech a kotenech. (PEC, DUSEK, 2008)

Vyznam kanabinoidil pro rostlinu zatim neni zcela zndm, odbornici vSak predpoklada-
ji, Ze mohou slouzit jako ochrana pted UV zafenim, houbovymi chorobami, hmyzem
¢i bylozravymi zvitaty. (GUY a kol., 2004)
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Delta-9-trans-tetrahydrokanabinol (THC) je hlavni psychoaktivni latkou obsaze-
nou Vv konopi. Vyskytuje se ve vSech odridach v rizném mnozstvi a miize tvofit
az 95 % vsech ptitomnych kanabinoidl. Nejsilngjsi odrtidy konopi mohou obsahovat
az 12 % THC, avSak aby mohla byt rostlina posuzovana jako dostate¢né psychoaktivné

ucinna, musi obsahovat minimalné¢ 1 % THC. (DUPAL, 2004)

Delta-8-trans-tetrahydrokanabinol ma podobné ucinky jako THC, ale v niz8i mife.

V rostliné konopi se nachazi ve velmi malém mnozstvi, proto byva vétSinou pfifazovan

k THC. (DUPAL, 2004)

Kanabidiol (CBD) je rovnéz obsazen témét ve vSech odridach v rizném mnozstvi,
ale na rozdil od THC nema psychoaktivni u¢inky, ale ptisobi antibakterialné¢ a sedativ-
né. (DUPAL, 2004)

CBD vykazuje tlumivé G¢inky, zmirniuje bolesti, snizuje nitroo¢ni tlak a ptisobi proti
psychoaktivnim efektim THC. Mize také posunout pocatek piisobeni marihuany, ale
mize jeji vliv az dvakrat prodlouzit. Pokud rostlina obsahuje niz$i mnozstvi THC
a vysoké mnozstvi CBD, dochazi k vyvolani tlumu, pocitu slabosti a otupélosti.
(CONRAD, 2001)

Neékteré zdroje uvadi, ze je CBD prekurzorem tvorby THC pii biosyntéze
Vv rostlinnych buiikdch, avsak toto tvrzeni bylo vyvraceno nalezem urcitych odrid, které
CBD neobsahuji, a tim bylo prok4zano, ze vznik THC a CBD v rostliné probiha zcela
nezavisle na sob&. (MIOVSKY, 2008)

Kanabinol (CBN) je latka, ktera vznika oxidaci THC. Samotna rostlina jej produkuje
jen ve velmi malém mnoZstvi. VétSi obsah vznikd pii nespravném skladovani,
tj. pii pristupu vzduchu ke sklizenému materialu. (KING a kol., 2004).

Tento kanabinoid ma slabé psychoaktivni Gc¢inky (asi 10 % u¢inku THC). Zptsobuje
pocit Gnavy, ospalost a zavraté. Z téchto diivodl je jeho obsah v rostliné nezadouci.
(DUPAL, 2004)

Kanabichromen (CBC) se v rostliné konopi nachazi v nizkych koncentracich, vétsi-

nou ne vice nez 20 % vSech pfitomnych kanabinoidi. Vykazuje silné antibakterialni
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ucinky a pusobi pfiznivé pifi zanétech. Nevykazuje psychoaktivni u¢inky. (DUPAL,
2004)

Kanabigerol (CBG) je latka, nevykazujici psychoaktivni u¢inky, ale pfedpoklada se,
7e muze zvySovat Gcinky ostatnich kanabinoidi. V technickém konopi je zpravidla ob-
sazeno vice CBG nez v ostatnich odrudéach, coz je patrné zptisobeno Slechténim, kdy

rostlina produkuje CBG misto THC. (SESHATA, 2013)

®  oH '
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e Aj oM
'n.:" e St . . w |
ﬁ e e e .-__:'*'\-L,\_L .-"ﬁ""-\-\
cannabidiol (CBD) A-g-tetrahydrecannabing (THE)

o

cannabigeral {CBG) cannabinol ([CEN]

Obrazek 2: Struktura kanabinoidu
http://cannabinoidpharmacopoeia.blogspot.cz/2011/02/cannabidiol-thc.html
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3.4 Konopi ve vyzive zvifat a Clovéka

Ve vyzive lidi ¢i zvitat 1ze vyuzit semena konopi jako cenny zdroj potravy. Obsahuje
mnozstvi vitaminll (zejména vitamin A), minerdlnich latek, aminokyselin, nenasycené
mastné kyseliny, pfedev§im kyselinu linolovou a a-linolenovou, a to v poméru 3:1.
(BOOTH, 2004)

Konopné semeno obsahuje 20-25 % bilkovin, 25-30 % lipida, 20-30 % sacharida
a 10-15 % vlakniny. (LEIZER a kol., 2000)

V konopném semeni jsou obsazeny vSechny zakladni aminokyseliny a jsou vhodné
pro lidskou vyzivu. Jejich obsah je nejvyssi v loupaném semenu, ve slupkach je obsah
niz$i (asi 10 %). (HOUSE a kol. 2010)

V semeni konopi jsou obsazeny vSechny esencialni aminokyseliny, vyjimecny je zvy-
Seny obsah argininu a limitujici aminokyselinou je zde lysin. (CALLAWAY, 2002)

Konopna semena se v potravinaistvi vyuzivaji bud’ surova, nebo ve formé oleje, ktery
je ziskavan bud’ lisovanim za studena, nebo pii zvySené teploté. Z diivodu prevence
oxidace mastnych kyselin a zachovani aktivity enzyma by nemé¢l byt konopny olej vy-
stavovan sluneénimu zéafeni nebo zahfivan na teplotu vys§i nez 45° a proto Se
V potravinaistvi vyuziva studené ¢i super studené lisovani. (SLADKY, 2004)

Olej z konopnych semen je charakteristicky vysokym obsahem nenasycenych n-6
mastnych kyselin, a to kyseliny linolové (50 — 70 %) a kyseliny gamma-linolenové (1-
6 %), dale také vysokym obsahem n-3 mastné kyseliny alfa-linolenové (15 — 25 %).
Nasycené mastné kyseliny jsou zde zastoupeny piedevsim kyselinou palmitovou (6 —
9 %) a stearovou (1 — 3 %). (DEFERNE,PATE, 1996).

Konopny olej ma lehce ofiskovou chut’ a lze jej pouzit do salati, pomazanek nebo
K piipravé marinad. (SMIROUS, 2013)

Konopnéd mouka se vyrabi mletim pokrutin, ale je pomérné t&€zka, proto je vhodné ji
kombinovat s dalsimi moukami. K dochuceni vina ¢i piva, ptipadné k vyrob¢ sirupt lze
vyuzit extrakty z kvéta ¢i listhh konopi. (RUMAN, 2008)

Zatimco konopné semeno je pro zvifata vynikajicim krmivem, jsou zcela odlisné vy-
sledky pii krmeni celou rostlinou, jelikoZz listy konopi jsou pokryty Zlazami produkuji-
cimi pryskyfici. Ackoliv jeleni, divoka prasata kralici a ostatni savci ve volné ptirodé
okusuji rostliny konopi, tak savci obecné si samotné konopi k potravé nevybiraji. JAIN

a ARORA (1988) provadéli pokusy pii krmeni dobytka, kdy krmili zvifata konopim
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obsahujicim omamné latky, a u téchto zvitat se projevily rizné stupné poruch koordina-
ce. Oproti tomu LETNIAK a kol. (2000) provad¢l experimentalni studie s pouzitim ko-
nopn¢ silaze a nebyly zjistény Zadné vyrazné rozdily mezi pouzitim konopné, jemenné
a ovesn¢ silaze, z ¢ehoz vyplyva, ze fermentaci konopi se snizuje obsah jeho omamnych
latek. (SMALL, MARCUS, 2002)

Pro ucely vyzivy hospodaiskych zvifat 1ze dale vyuzit semena, resp. konopné pokruti-
ny, které vznikaji lisovani konopného oleje. Pokrutiny se vyznacuji vysokym obsahem
minerdlnich latek a kvalitnich tukll (s opt. pomérem n-6:n-3 polynenasycenych mast-
nych kyselin) a jsou vhodné zejména do smési pro plemenna zvirata. (MUSTAFA
a kol., 2001)

Obrazek 3: Konopné produkty
http://www.vivamagonline.com/upcoming-ingredients-cannabis-hemp-oil/
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3.5 Antinutri¢ni latky v konopi

Antinutricni latky, jsou latky vyskytujici se v potravinach, které snizuji vyuzitelnost
a stravitelnost Zivin, narusuji metabolismus mineralnich latek a vitamint a snizuji cel-
kovou vyzivnou hodnotu potraviny. Mezi antinutri¢ni latky obsazené v semenu konopi
patii kyselina fytova, ktera snizuje stravitelnost bilkovin a zvySuje vylucovani aminoky-
selin a mineralnich latek. Jeji obsah v konopném semenu je podobny obsahu v sojovych
bobech ¢i slunec¢nicovych semenech. V semenu jsou také obsazeny tanniny (tfisloviny),
které maji neptiznivy vliv na stravitelnost bilkovin. Vyhodou konopného semene je, ze
neobsahuje jedny z nejzavaznéj$ich antinutricnich latek, a to inhibitory proteas
(napt. trypsinu), které jsou obsazeny napiiklad v lusténinach, obilovinach ¢&i brukvovi-
tych plodinach. ProtoZze jsou to pievdzné proteiny, jsou varem snadno denaturovany

a inaktivovany. (ODANI,ODANI, 1998)

3.6 Technické konopi

Technické konopi je odriida konopi s velmi nizkym obsahem THC. Podle platnych
norem jej nesmi obsahovat vice nez 0,3 %. (BOOTH, 2004)

Konopi je jednou z nejbéznéjSich viceucelovych rostlin na svété. Jesté do pocatku
20. stoleti byla jednou z nejvyuzZivangjSich ptadnych rostlin pro americky i evropsky
prumysl. (PACIFICO a kol., 2006).

V dnesni dob¢ je vyuzivan predevsim k technickym ucelim v automobilovém (termo-
plasty a termosety z konopné vlakniny), stavebnim primyslu (izola¢ni materialy) a tex-
tilnim pramyslu. (KARUS, 2004)
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LIVESTOCK FEED

Obrazek 4: Vyuziti konopt

(SMALL, MARCUS, 2002)
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3.7 Konopi a legislativa

Na konopné drogy se zacaly zakony vice ohlizet az 1. poloving 20. stoleti, kdy byly
vydany prvni vyhlasky, které regulovaly péstovani konopi jako hospodarské plodiny.
V roce 1937 byl v USA vydan zakon 0 dani z marihuany, podle kterého musely byt
osoby, které péstovaly nebo vlastnily marihuanu evidovany a byly povinny z ni platit
dan. V Evropé probéhla v roce 1912 Mezinarodni opiova konvence v Haagu pro boj
proti pouzivani narkotik, ktera v Ceské republice nabyla ptisobnosti v roce 1920. O par
let pozdgji v roce 1925 se konala druha opiovéa konvence, tentokrat v Zenevé, ke které
bylo obeslano 36 statti a vydala dopliiujici ustanoveni pro zamezeni vyroby a distribuci
narkotik. (legalizace.cz, 2000)

V soucasné dob¢ je aktualni Jednotna imluva o omamnych latkach, kterd sjednocuje
predchozi konvence, zdkony a umluvy, dile Umluva o psychotropnich latkach a Umlu-
va OSN proti nedovolenému obchodu s omamnymi a psychotropnimi latkami. VSechny
tyto umluvy udavaji, Ze drogy mohou byt pouzity pouze pro 1ékaiské a védecké vyuziti,
pfipadné vyhradné pro vlastni ti¢ely. (CONRAD, 2001)

V navaznosti na tyto nafizeni se objevily teorie, Ze péstovani konopi neni nelegalni,
pokud je pé&stitel vyuziva pro vlastni potiebu a prokaze, Ze jej vyuziva k 1é€ebnym uce-
lim. Podle nejvyssiho soudu se ale dopusti péstitel trestného ¢inu, pokud rostlinu ususi
a zacne ji zpracovavat na drogu (suSeni, drceni, louhovani) a tato rostlina obsahuje vétsi
nez povolené mnozstvi THC (tzn. 0,3 %). (EICHLER, 2007)

Zakladnimi pravnimi normami, upravujicimi drogovou problematiku v Ceské republi-

ce jsou Vv soucasné dobg:

Trestni zakon ¢. 140/1961 Sb., ktery byl novelizovan v letech 1994 a 1995, zejména
pak vybrané oddily:

¢ § 187 — Nedovolena vyroba a drzeni omamnych a psychotropnich latek a jed — kte-
ry udava, ze osoba, ktera bez povoleni vyrobi, vyveze, doveze ¢i jinému nebo pro jin¢ho
pfechovava omamnou nebo psychotropni latku nebo jed, bude potrestana pokutou nebo

odnétim svobody aZ na 3 roky ¢i vice, v ndvaznosti na prokdzana obvinéni,
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e § 187a — udava, Ze osoba, ktera pfechovava bez povoleni omamné a psychotropni
latky nebo jedy, ve vétSim nez malém mnozstvi, bude potrestan penéznim trestem nebo
odnétim svobody,

e § 188 — udava, ze ten, kdo vyrobi, ptipadné opatii sobé nebo jiné osobé predmét, ur-
¢eny k nedovolené vyrob¢ ¢i zpracovani omamné nebo psychotropni latky nebo jedu,
muze byt potrestan pokutou, odnétim svobody nebo zabavenim véci,

¢ §188a — Sifeni toxikomanie — ten, kdo podnécuje nebo podporuje jiného ke zneuzi-
vani navykové latky (kromé alkoholu) nebo ten, kdo zneuzivani latky $ifi, bude potres-

tan zakazem ¢innosti, pokutou ¢i odnétim svobody na 1 rok nebo vice. (legalizace.cz,

2000)

Péstovanim konopi se pfimo zabyva zakon ze dne 20.5.2004, ménici zakon 167/1998
Sb. O navykovych latkach, ve znéni pozdéjsich predpishi a zdkon 2/1969 Sb. O zFizeni
ministerstev a jinych ustfednich organi stitni spravy Ceské republiky, ve znéni

pozdé&jsich predpisi:

® §5 — jestlize je konopi ziskavano, skladovano nebo zpracovano k primyslovym
a pokusnickym uceliim nebo je s nim obchodovano za témito ucely, neni vyZzadovano
povoleni k zachazeni s nim,

e §15 — je zakazéano ziskévat konopnou pryskyfici nebo latky ze skupiny tetrahydro-
kanabinoiddg,

¢ §24 — je zakazano péstovat druhy a odriidy konopi, obsahujici vice nez 0,3 % THC,

¢ §29 — udava ohlaSovaci povinnosti pro osoby, péstujici mak nebo konopi. (eagri.cz,

2015)
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3.8  Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji oxidacni procesy nebo piimo brani jejich
vzniku. (PASSWATER, 2002)

Latky, piirozené se vyskytujici v potravinach, vykazujici antioxidacni kapacitu, jsou
hojn¢ vyuzivany v potravinarském primyslu, nebot zvySuji trvanlivost potravin
a priznivé ovliviuji zdravi. Nékteré studie prokazaly, ze pti pravidelné konzumaci po-
travin rostlinného pivodu, mize dochazet ke snizeni rizika chronickych onemocnéni
spojenych s oxidativnim poskozenim. (GALLARDO a kol., 2006)

Antioxidanty mizeme rozdélit podle piivodu na endogenni a exogenni. Endogenni
antioxidanty jsou produkovany piimo v organismu a nejcastéji se jedna o enzymy, koe-
nzymy a sirné slou¢eniny (napi. glutathion, superoxiddismutasy, katalasa, atd.). Exo-
genni antioxidanty je nutno pfijimat v potravé a patii mezi né nékteré vitaminy (C, E),
karotenoidy, bioflavonoidy a dalsi polyfenolové slouceniny. (PASSWATER, 2002)

Dle mista uc¢inku rozliSujeme antioxidanty, které ptisobi v organismu a chrani buné¢-
né molekuly pfed poskozenim kyslikovymi radikaly a antioxidanty ptisobici mimo or-
ganismus, chranici potravinu a krmivo pied Skodlivymi oxida¢nimi procesy.
(PASSWATER, 2002)

Velky vyznam se v posledni dobé ptiklada ptirodnim latkdm. NejvyznamnéjSimi jsou
polyfenolové slouceniny, mezi néz patii flavonoidy, isoflavony, fenolové kyseliny, ka-
techiny a dal$i. Jsou obsaZeny ve vSech rostlinach, zejména v ovoci, zelening, 1é€ivych
rostlinach, ¢ajich, kofeni a vlakning. V fad€ experimentl bylo prokazéano, Ze latky poly-
fenolové povahy maji vyssi antioxida¢ni ucinek nez je ucinek antioxidacnich vitamind.

(RICE-EVANS a kol., 1996)

3.8.1 Antioxidacni aktivita

Antioxidacni aktivita je schopnost latek inhibovat degradaci jinych sloucenin, zpaso-
benou oxidativnimi procesy. RozliSujeme zde dva pojmy, a to celkova antioxida¢ni ka-
pacita (Total Antioxidant Capacity, TAC) a celkové antioxidac¢ni aktivita (Total Antio-
xidant Activity, TAA). Zatimco antioxidac¢ni kapacita vyjadiuje mnozstvi oxidantu po-
tiebného k reakci s pfitomnym antioxidantem ve vzorku, antioxida¢ni aktivita udava
informace o pocate¢ni dynamice prubéhu antioxidace v zavislosti na urcité koncentraci

antioxidantu. Pro méfeni antioxidacni aktivity latek I1ze vyuzit metody chemické i fyzi-
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kalni. Chemické analyzy jsou zalozeny na reakci urcitého Cinidla, které reakci s pritom-
nymi antioxidanty dava barevné produkty nebo dochazi k poklesu zbarveni. Intenzita
zbarveni pii reakci se méfi spektrofotometricky a obsah antioxida¢nich latek se nasled-
né vyhodnoti porovnanim absorbance méteného vzorku a standardu. Fyzikalni metody
stanoveni antioxidacni aktivity se zabyvaji zménami fyzikdlnich vlastnosti latek

Vv pribehu antioxida¢nich procest. (ZLOCH a kol., 2004)

3.8.2 Mechanismus ucinku

Antioxidanty pisobi riznymi mechanismy ucinku. Jednim z nich je reakce antioxi-
danti s volnymi radikaly (napt. kyselina askorbova a jeji derivaty, karotenoidy, fenolo-
vé slouceniny), dale slouceniny schopné redukce vzniklych hydroperoxidi (cystein,
glutation, fytochelatiny, lipoova kyselina), ptipadné mohou vazat do komplexi kovy
(VELISEK, 1999)

Antioxida¢ni latky se d€li na primarni, které ptsobi jako prevence proti vzniku vol-
nych radikalt (glutathionperoxidasa), sekundarni, eliminujici vzniklé fetézce volnych
radikala (vit. A, E, C, glutathion) a tercialni antioxidanty, napravujici a oddélujici po-
Skozenou ¢ast molekuly (lipasy, transferasy, peptidasy). Jednotlivé slozky antioxida¢ni-

ho fetézce na sebe vzajemné navazuji a dopliuji se. (SURAI, 2002)

3.8.3 Volné radikaly

Z chemického hlediska je volnym radikdlem jakakoliv molekula, atom ¢i ion, ktery
ma ve valen¢ni vrstvé neparové elektrony a je schopen alespont kratkodobé samostatné
existence. Volné radikaly vznikaji odejmutim parového elektronu z orbitalu molekuly.
Radikal poté mlze reagovat s kyslikem, ktery se navaZze na misto chybéjiciho elektronu,
za vzniku peroxidového radikalu. Tento peroxidovy radikal se nasledn¢ snazi doplnit
svlj orbital odnétim chybéjiciho elektronu z jiné slouceniny a fetézova reakce pokracu-
je, dokud spolu nezreaguji dva radikaly nebo nedojde k reakci s antioxidantem. Vy-
znamnym zdrojem kyslikovych radikall je napf. oxidativni fosforylace v dychacim te-
tézci, kdy oxidaci vzdusnym kyslikem vznikaji jako vedlejsi produkty superoxid a hyd-

roxylovy volny radikal. (HOLECEK, 2005)

23



Voln¢é radikdly mohou na organismus piisobit toxicky, ale jsou i velmi vyznamné
pro urcité fyziologické procesy, napf. pii pienosu energie, pusobi jako faktory imunitni-

ho systému a signalni molekuly bun&éné regulace. (STIPEK, 2000)

3.8.4 Skodlivé u¢inky radikali

Volné¢ radikdly maji v biologickych systémech fadu Skodlivych ucinkd,
K nejznaméjsim patii:

Peroxidace membranovych i nemembranovych lipidi, kdy se tvoii hydroperoxidy
lipid,, reaktivni aldehydy, oxysteroly, isoprostany, isoleukotrieny, a dalsi.
(ESTERBAUER a kol., 1991)

Peroxidované lipoproteiny maji $kodlivy vliv na bunééné membrany, na funkci mem-
branovych receptorti a transmembranovych transportnich kanalt. Mize dojit az ke smrti
buiiky a to v diisledku poskozeni Ca** ATP-asové pumpy, jelikoZ dojde ke zvyseni hla-
diny draselnych iontt uvniti buiiky a také k aktivaci bunéénych fosfolipas a proteolytic-
kych enzymu.. (ESTERBAUER a kol., 1991)

V dutsledku lipoxidace lipidi dochéazi ke vzniku Zlutohnédého fluorescencniho pig-
mentu lipofuscinu, ktery se s vékem akumuluje v buiikdch vsech zivocichi v podobé

malych granul v sekundarnich lysozomech. (STRATIL, 2005)

Oxidativni poSkozeni sacharidi vede ke vzniku peroxidd, oxoaldehydi
a deoxyderivatt sacharidi (zejména glukozy), poptipadé deoxynukleotidi. Polysachari-
dy jsou fragmentovany, zvySuje se neenzymova glykace proteind a tim i naruseni bio-

chemickych funkci. (SOHAL, 1981)

Oxidativni poSkozeni nukleovych kyselin vznika v disledku reakce kyslikovych ra-
dikalt se sacharido-fosfatovou pateti nebo basemi nukleovych kyselin (RNA, DNA).
Mize dojit k fragmentaci fetézce nebo k mutacim, zejména na molekule mitochondrial-
ni DNA, kterd je nejbliZe respiratnimu fetézci s tudiZ je nejnachylnéjsi k posSkozeni.

(RICHTER a kol., 1997)

Reakeci volnych radikald s proteiny dochazi k naruseni proteinové struktury, funkce,
pfipadné¢ mohou byt proteiny oznafeny a nasledné likvidovany imunitnim systémem

(jsou rozpoznany jako cizi). (FERNANDEZ, 1994)
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3.8.5 Vliv antioxidanti na zdravi

Reakce nekterych latek s kyslikem vedou ke vzniku sloucenin, negativné puisobicich
na zdravi organismi. Oxida¢ni procesy V organismu se mohou podilet na vzniku nej-
raznéjSich onemocnéni, jako je rakovina, artritidy, kornaténi cév, neurodegenerativni
onemocnéni a celkové starnuti organismu. (MOURE a kol., 2001)

Mechanismus u¢inku antioxidacnich latek v prevenci vzniku a rozvoje onemocnéni
dosud neni zcela znam a je predmétem intenzivnich l€karskych vyzkumi. Antioxidanty
maji krome jiz zminovanych vlastnosti 1 u€inky antivirové, antibakterialni a protizanét-
livé a tim i antialergické a antikarcinogenni. (MOURE a kol., 2001)

Mnohé vyzkumy prokazaly, ze pii pravidelném a dostatecném piijmu riznych antio-
xidantl se zlepSuje odolnost organismu a nejaktivnéji se antioxidanty projevuji

po vstiebani do krevniho ob&hu a v cilovych tkanich. (ZLOCH a kol., 2004)

3.8.6 Polyfenolové slouceniny

Polyfenolové slouceniny jsou latky ptirodni povahy, které patii mezi sekundarni me-
tabolity rostlin. Strukturné jsou to latky, které maji zabudovany jeden ¢i vice aromatic-
kych nebo heterocyklickych fetézct, jehoz soucasti byva i jedna ¢i vice hydoxylovych
skupin a jejich funkénich derivati. V soucasné dobé je stanoveno vice nez 8000 latek
polyfenolové povahy. (KLEJDUS, 2004)

Tyto latky mohou zastavat rtiznou ulohu, mohou tvofit meziprodukty pii tvorbé zi-
vociSnych pigmentii (napf. melatoninu), vyskytuji se jako slozky rostlinnych bun&k
(napt. lignin) nebo tvoii rostlinné pigmenty (napt. antokyany). Mezi jejich vlastnosti
patii u¢inky redukéni, antioxidaéni a chelataéni. (VELISEK, 1999)

Polyfenolové latky jsou soucasti vétSiny druhti rostlin, do organismu Zivocichti se
dostavaji sekundarné potravou. (SHAHIDI, NACZK, 2003)
dacni, hepatoprotektivni, antimikrobialni, antivirové, antialergické, ale také napomahaji
v prevenci nadorovych onemocnéni nebo Alzheimerovy ¢i Parkinsonovy choroby.
(VELISEK, 1999)

Polyfenolové slouceniny lze podle chemické struktury rozdélit do skupin na flavonoi-
dy, lignany, stilbeny a fenolové kyseliny.
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Flavonoidy jsou velmi pocetnou skupinou, zahrnujici mnozstvi podskupin liSicich
se strukturou, vyskytem i funkci. Patii mezi n¢ flavanoly, flavanony, flavonoly, flavony,
isoflavony, antokyanidiny. (TRNA, TABORSKA, 2011)

Vyskytuji se v plodech, kvétech i listech riiznych druhii rostlin. Pfevazujicimi ucinky
flavonoidu jsou ucinky antioxidacni a dale maji schopnost snizovat riziko vzniku srdec-
né-cévnich onemocnéni a aterosklerdzy, snizuji hladinu cholesterolu, plsobi antiflogis-
ticky, antibakterialné a vazodilata¢né. (ZLOCH a kol., 2004)

Fenolové kyseliny zahrnuji predev§im kyselinu benzoovou a jeji derivaty a kyselinu
skoticovou a jeji derivaty. Mezi derivaty kyseliny benzoové fadime kyselinu salicylo-
vou, vanilovou, protokatechovou, 4-hydroxybenzoovou, gallovou a syringovou. Nejvy-
znamnéj$i z nich je kyselina gallova a jeji derivaty, které jsou soucasti tanninti. Tanniny
vznikaji esterifikaci jednoduchych cukrii (zejména glukosy) kyselinou gallovou a ella-
govou a jejich nejrozsifendjsimi zastupci jsou gallotanniny a ellagotanniny. (VELISEK,
1999)

Lignany se nachazi v riznych rostlinnych materialech (napi. ve dievé, obilovinach,
pryskyficich, bobulich, ¢ajovych listech, ofeSich, atd.) Nejvyssi obsah se vyskytuje
ve Inéném semeni. (VELISEK, 1999)

V travicim traktu Clovéka se lignany rozkladaji na tzv. enterolignany, enterodiol a en-
terolakton, které maji povahu fytoestrogennii. (NURMI a kol., 2003)

Dal8imi uc¢inky jsou ucinky bakteriostatické, antioxida¢ni, antivirotické a protirako-
vinné. (MILDER a kol., 2006)

Stilbeny nejsou v rostlinnych materialech piili§ ¢asté. NejvyznamnéjSim z nich je
resveratrol, ktery vykazuje antifungicidni ucinky a vyskytuje se pfedevSim ve slupkéach
a semenech ¢ervenych odriid vinné révy a v podzemnici olejné. (TRNA, TABORSKA,
2011)
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3.9 Potkan jako laboratorni zvife

Divoky potkan se do Evropy dostal v 18. stoleti lodni dopravou z Indie a Ciny a zacal
zde vytlacovat plivodni krysu obecnou a pozd€ji se rozsifil i na tzemi Afriky
a Ameriky. Od krysy se odliSuje ocasem, ktery je kratsi nez télo, lysy a Supinaty
a kratkymi u$nimi boltci (pii piehnuti nedosahuji k o¢im). JEBAVY, 2011).

Laboratorni potkan je jedno z prvnich zvifat chovanych pro laboratorni ucely (prvni
zaznam 0 experimentalnim vyuziti potkana pochéazi z roku 1856). Jednd se o variantu
rattus norvegicus alba a vyuzivaji se piedev§im ve farmakologii, toxikologii
a onkologii, dale v chirurgickych vyzkumech. Mezi hlavni vyhody vyuziti téchto zvifat
patii snadna manipulace s nimi, nenarocny chov a dostate¢né prozkoumani jejich fyzio-
logie i anatomie. (JEBAVY, 2011, CLARAC a kol., 1998)

Jelikoz kazdé zvite je pienaseCem nejriznéjSich bakterii, parazitii a virli, vyuzivaji se
pro laboratorni ucely jedinci z tzv. SPF (Specified patogen free — chovy prosté patogen-
nich organismi) ¢i GF chovi ( Germ free — chovy prosté zarodkt). Laboratorni zvitata
musi byt evidovdna a chovana v souladu se zdkonem o ochrané zvifat proti tyrani.

(JEBAVY, 2011)

Znaceni zvirat

K trvalému znaceni zvifat se vyuziva vrubovani nebo tetovani do uSnich boltca.
K docasnému znaceni je nejcasteji vyuZito nanaSeni barevnych skvrn na rlizné ¢asti téla,
pfipadné vyholovani téchto ¢asti (hlava, koncetiny, kofen ocasu, boky). Ke znaceni

se vyuzivaji riizna trvanliva barviva (napt. zfedéna kyselina pikrova). (JEBAVY, 2011)
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Metodika krmného pokusu

Krmny poklus probéhl v prostorach pavilonu M v arealu agronomické fakulty Mende-
lovy univerzity v Brn€. K pokusu bylo pouzito 20 samct potkana kmene Wistar albino
ve véku 6 tydnt S primérnou hmotnosti 183 g, zakoupenych z chovného uzivatelského
zatfizeni lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Zvifata byla rozdélena
do 4 skupin, pficemz dvéma skupinam byla zkrmovana smés konopi a zbylé dvé skupi-
ny byly krmeny smési kontrolni. Do kazdé skupiny bylo zatazeno 5 potkant, kteti byli
pro snadngjsi identifikaci odliSeni vyholenim a obarvenim odlisnych télesnych partii.

Kazd4 ze skupin byla umisténa v jednom plastovém boxu, jehoz dno bylo pro lepsi
absorpci mocée pokryto filtraénim papirem a kovovym roStem, k ro$tu byla pfipevnéna
sklenéna Petriho miska, ktera slouzila jako nadoba na krmnou smés. Box byl ptikryt
vikem s otvorem pro napajeCku, aby méla zvitata neustale ptistup k pitné vode.

Béhem celého pokusu byla tedy zvitata krmena pouze bud’ konopnou smési, nebo
smési kontrolni. Monodieta byla zvolena z davodu nasledné leps$i prokazatelnosti vlivu
krmiva na stanovovanou antioxidacni aktivitu.

Slozeni krmnych smési a zastoupeni komponent je uvedeno v tabulce 1:

Komponenta Zastoupeni ve smési (%)
Konopna smés Kontrola

Konopi pokrutiny 40,00
PsSenice 11,6% NL 22,30 53,30
Skrob kukufi¢ny 22,90 13,40
Kukufrice 12,00 10,00
Sojovy extrahovany Srot 10,00
So6ja 37% NL 9,00
Repkovy olej 0,65 2,00
Vapenec mlety

VIM c. 10 (37,5% Ca) 0,95 0,70
Monokalciumfosfat (24,5% P) 0,30 0,85
Methionin 0,45 0,45
Lysin 0,45 0,30

Tabulka 1: Procentické zastoupeni jednotlivych komponent ve smésich
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Konopné smés obsahovala pievazujici mnozstvi konopnych pokrutin, jejichz slozeni

je zobrazeno v tabulce 2:

Popel N-latky Tuk VIdknina
Susina (%) (%) (%) (%) (%)
Konopi pokrutiny 92,74 6,72 27,64 8,99 30,19
100 7,25 29,80 9,70 32,55

Tabulka 2: SlozZeni konopnych pokrutin

Ve vzorku konopi byl stanoven obsah mineralnich latek, ktery byl 17,16 mg/kg Cu,
2490 mg/kg Ca, 5702 mg/kg Mg, 81,54 mg/kg Zn, 98,2 mg/kg Mn, 108,1 mg/kg Fe,
11,34 mg/kg Na, 10096 mg/kg K, 0,393 mg/kg Pb a 0,0061 mg/kg Hg. Z kanabinoidi

byl zastoupen pouze CBD v mnozstvi 0,02%.

Zivinové mnozstvi zkrmovanych pokusnych smési je uvedeno v tabulce 3:

. Susina pGvodni Susina 100%
Krmna smeés %
(%) Popel (%) NL (%) Tuk (%) |  Viaknina (%)
Konopi 40% 89,47 4,30 15,45 4,60 12,14
Konopi 40% 100 4,81 17,27 5,14 13,57
Kontrola 90,01 3,55 15,16 4,75 1,98
Kontrola 100 3,94 16,84 5,28 2,20

Tabulka 3: Obsah Zivin v krmnych smésich

Krmny pokus trval cca 12 tydntli. Po prvnich ¢tyfech tydnech bylo polovi¢ni mnoz-
stvi zkuSebnich potkanli usmrceno, okamzité jim byla odebrana krev do vakuovych he-
parinovych zkumavek a byla odebrana jatra, ktera byla zvazena a ulozena v uzavienych
oznacenych saccich. V krvi i jatrech byla stanovena antioxidacni aktivita pomoci meto-
dy FRAP na Ustavu lékatské chemie a biochemie Lékatské fakulty Univerzity Palacké-
ho v Olomouci.

Krmny pokus dale pokracoval se zbyvajicimi potkany dle stejné metodiky az po final-
ni usmrceni, kdy byla pfi pitv€é opét odebrana jatra, vlozena do sackt a zamrazena

pfi teploté - 80°C do dalsiho stanoveni.
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4.2 Stanoveni celkovych polyfenold

Pro stanoveni fenolovych slou¢enin byla pouzita metoda s Folin-Ciocalteauovym rea-
gentem, kterd je vyuzivana nejcastéji. DalSimi vyuzivanymi metodami jsou stanoveni
dle Price a Butlera a metoda s 4-aminoantipyrinem, tyto metody jsou ale vyuzivany

V mensi mife.

4.2.1 FC metoda
Zakladem metody je oxida¢né-redukéni reakce, kdy se oxiduji fenolové slouceniny
(ale také oxidovatelné formy jinych sloucenin) v alkalickém prosttedi a dochézi

k redukci fosfowolframového-fosfomolybdenového komplexu za vzniku modrého zbar-

veni. (STRATIL, 2005)

Pracovni postup: Do plastové zkumavky bylo odméteno 500 ul FC ¢inidla (10x fe-

déného redestilovanou vodou) a 100 ul vzorku, roztok byl promichan a nechal se
10 minut stat, poté bylo pfidano 400 ul 7,5 % roztoku Na,COj3 V redest. vodé, vznikl
modry roztok. Po cca 30 minutach trvani reakce byla méfena absorbance pii vinové
délce 750 nm. Jako blank byla smés bez vzorku a jako standard byla pouzita kyselina
gallova. Mnozstvi obsazenych fenolovych latek byva vyjadieno v mmol nebo mg ekvi-
valentu kyseliny gallové (pfipadné ferulové nebo katechinu) na gram suché ¢i mokré
hmoty vzorku. (SINGLETON a kol., 1999, VINSON a kol., 1998, VINSON a kol.,
2001)

4.3 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

4.3.1 Metoda FRAP

Metoda FRAP patii mezi oxida¢né redukéni metody a jeji podstatou je méfeni schop-
nosti antioxidantl inhibovat redukci iontl Zelezitych na Zeleznaté. Antioxidacni latky
mohou redukovat Zelezité ionty na zeleznaté za vzniku modrého zbarveni, které ma ab-

sorp¢ni maximum pii vinové délce 593 nm.
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Pracovni postup: Vzorek jater o hmotnosti 0,05-0,13 g byl homogenizovan 2x15 s,

7200 otacek s 1 ml ptedem vychlazeného pufru (PBS). K homogenizaci byl pouzit pfi-
stroj Precellys Evolution s homogeniza¢nimi zkumavkami Lysing kit CK 14.

10 pl homogenatu bylo Vv tripletech aplikovano na 96 jamkovou desticku spole¢né se
standardnim roztokem (kys. askorbova) a slepym vzorkem (destilovana voda). Dale
bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku, inkubovano 8 minut pfi 37°C a zméfena ab-
sorbance pii vinové délce 593 nm. S pomoci kalibra¢ni zavislosti absorbance na kon-

centraci standardu byly vyhodnoceny jednotlivé vzorky.

Slozeni pracovniho roztoku:

A: 300 mM acetatovy pufr pH 3.6
B: 10 mM TPTZ ve 40 mM HCI
C: 20 mM FeCl;

Pracovni roztok FRAP vznikl smichanim roztoka A, B a C v poméru 10:1:1

4.3.2 Metoda TEAC

Metoda TEAC je jednou z nejpouzivangjSich pro stanoveni koncentrace volnych radi-
kala, protoze je rychld, pomérmné jednoduchd a lze ji stanovit jak latky samotné, tak
i smé&sné vzorky. (MARTINKOVA, 2009)

Béhem stanoveni dochazi k neutralizaci radikalkationtu, vzniklého oxidaci molekuly
ABTS (2, 2-azinobis(3-etyl-2, 3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)), coz je synteticky
chromofor, ktery je modrozeleny a reakci s antioxidantem pfechéazi na bezbarvy radikal
ABTS™.

ABTS -e- ABTS™”

Stanoveni probihad spektrofotometricky (nejCastéji pii 734 nm) a sleduje se pokles
zbarveni. Koncentrace antioxidantu ve vzorku je vypoctena za pouziti standardu trolo-
Xu, coz je ve vodé rozpustny derivat tokoferolu (vitaminu E). Vysledek je uvadén jako

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC).

Pracovni postup: Do zkumavky bylo napipetovano 975 ul pracovniho roztoku ABTS

a 25 pl vzorku, smés byla promichéna a po 20 minutach reakce byla métena absorbance

pii 734 nm. Blank byl 1 ml roztoku PBS.
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4.3.3 Biuretova reakce

Celkové bilkoviny byly stanoveny Biuretovou reakci, ktera je zalozena na reakci bil-
kovin a peptidii s méd’natymi ionty v alkalickém prostfedi za vzniku ¢ervenofialového
komplexu. Intenzita zbarvenim timérna mnozstvi peptidovych vazeb ve vzorku. Stano-
veni bylo provedeno spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm. Podminkou reakce
je pritomnost alespoit dvou — CO — NH; nebo — CO — NH — peptidovych skupin. Biuret
vznika tepelnou upravou mocoviny a je nutné jej pred samotnym meéfenim chrénit

pred piimym svétlem. (SKORSEPA a kol., 2008)

4.4 Chemikalie

Methanol, kyselina chlorovodikova, hydrogenfosforeénan sodny (Na,HPO, . H,0),
chlorid sodny, peroxodisiran draselny, hydroxid sodny, chlorid Zelezity, acetatovy pufr,
tekuty dusik byly stupné Cistoty p. a.

Kyselina gallova (Sigma Aldrich Némecko), Trolox (> 97 %, Sigma), 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) diamonna stl (ABTS, > 98 %, Sigma), Folin-Ciocalteu
reagent (Sigma), 2, 2-difenyl-1-pikrylhydrazil (DPPH, = 90,0 %, Sigma), kyselina

askorbova (> 99 %, Sigma), redestilovana voda.

4.5 Piistroje

« analytické vahy (pfesnost 0,1 mg), Precisa 240 A

« centrifuga Eppendorf centrifuge 5417 R

« spektrofotometr HELIOS vy, UNICAM

« automaticky spektrofotometr BS — 200 Chemistry analyzer, MINDRAY
e ultrazvukova jehla BANDELIN SONOPLUS,

« vertex VERTEX GENIE 2,

e homogenizator PRECELLYS EVOLUTION
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4.6 Piiprava vzorki

4.6.1 Rostlinné vzorky

Pro analyzu byly pouzity vzorky zkrmované konopné smési a kontrolni smési.

Jednotlivé vzorky byly dukladné pomlety a homogenizovany. Na analytickych vahach
bylo do uzaviratelné plastové lahvicky s vickem odvéazeno 0,5 g vzorku, pfidano 10 ml
smé&si metanol/voda (50:50 obj. %) s kyselinou chlorovodikovou (konc. 1,2 mol.1™),
lahvicka byla uzaviena a umisténa do vodni lazn& k inkubaci pfi 82-83°C po dobu
2,5 hod s protiepavanim kazdych 30 minut. Po inkubaci bylo do zchladlych lahvicek
ptidano 10 ml methanolu a vzorky se nechaly 15 minut centrifugovat pii 10 000 otac-
kach. Supernatant byl zneutralizovan pomoci hydroxidu sodného. U rostlinnych vzorkt
byla stanovena antioxida¢ni aktivita metodou TEAC a obsah celkovych polyfenolti me-

todou s FC regentem.

4.6.2 Zivotisné vzorky

Pro stanoveni zivo¢isnych vzorka byla pouzita jatra laboratornich potkand, ktera byla
odebrana pii ukon¢eni krmného pokusu a zamrazena.

Pro stanoveni byly navazeny 2 g tkané a byly zhomogenizovany ve tieci misce
s ptidavkem tekutého dusiku a 1,5 ml redestilované vody. Po homogenizaci byl kazdy
ze vzorkl dale sonikovan po dobu 2 minut pomoci ultrazvukové jehly a vortexovan
20 minut. Nasledné byly vzorky 20 minut centrifugovany pii 16 400 otackach (rpm)
a teplot& 4°C. Ze supernatantu bylo odebrano 100 ul do eppendorfovy zkumavky a pfi-
dano 900 pl redestilované vody. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany s pouzi-
tim automatického spektrofotometru metodami DPPH, TEAC a FCM a s pouzitim spek-

trofotometru Helios metodou TEAC.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Piirastky hmotnosti a spotfeba krmiva

Primérny denni pfirtstek Cinil u skupiny krmené konopnou smési 9,83 g, zatimco

u kontrolni skupiny byl 11,53 g. Podrobnéjsi hodnoty jsou uvedeny Vv tabulce 4.

Pocatecni Konecéna Pramérny denni Celkovy
Krmna smés || hmotnost (g) || hmotnost (g) prirtstek (g) prirtstek (g)
Konopi 185,00 260,52 9,83 75,54
Kontrola 180,08 279,27 11,53 99,19

Tabulka 4: Ziva hmotnost potkanii a pririistky.

V prubéhu pokusu bylo zkrmeno celkem 11,183 kg konopné smési a 11,025 kg smési
kontrolni. Krmivo bylo navazovano kazdé 2-3 dny a pied kazdou navazkou byly nej-
prve zvazeny zbytky. Spotieba konopné smési byla nepatrné vyssi, rozdil ¢inil 1,41 %.
Z vysledk tedy vyplyva, ze ackoliv bylo zkrmeno vice konopné smési nez smési kont-
rolni, byl celkovy pfirtistek u kontrolni skupiny vyssi, tudiz mizeme fict, Ze konopné
vylisky nemaji v tomto sméru pozitivni vliv.

Pokusni potkani byli vazeni vzdy jedenkrat tydné a primérné denni ptirGstky jsou
znazornény v grafu ¢. 1.

V pribéhu pokusu doslo ke znaénym vykyvim v hodnotach pfirtstkil, coz bylo prav-
dépodobné zplisobeno nevhodné zvolenou technologii ustdjeni, kdy dochazelo ke zne-

¢isténi krmiva umisténého na Petriho miskach.
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Graf 1: Priumérné denni priristky u skupin a kontrola.

5.2 Vysledky antioxida¢ni aktivity jaterni tkané

5.2.1 Hmotnosti jater

Jatra byla potkaniim odebrana ihned po usmrceni. Pied ulozenim byla zaznamenana
jejich hmotnost, ktera je uvedena v tabulce 5.

Primérna hmotnost jater potkand, kterym byla zkrmovana smés konopi byla 0 0,95 g
nizsi nez u potkanti krmenych kontrolni smési.

Byl proveden piepocet hmotnosti jaterni tkané na procentualni podil z hmotnosti celé-

ho téla.
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Hmotnost Podil z télesné

Skupina Potkan jater (g) hmotnosti (%)
Konopi 40% 0 6,88 2,84
LP 7,46 2,63
PP 8,79 3,12
Pz 8,41 3,46
Lz 9,07 3,77
Konopi 40% H 8,84 3,58
0 7,78 3,19
LP 7,38 2,91
PP 8,70 2,92
LZ 8,66 3,38
Kontrola H 9,46 3,48
0] 7,52 3,13
PP 8,48 2,92
Lz 9,75 3,07
PZ 8,52 3,33
Kontrola H 9,27 3,9
@) 8,79 3,41
LP 9,73 3,35
Pz 10,22 3,91
LZ 9,77 4,03

Tabulka 5: Hmotnosti jater

Vyuzitim Sheffeho testu pti hodnoceni jedenofaktorové analyzy variace bylo zjiSténo,
ze hmotnostni rozdily mezi jatry kontrolni skupiny a skupiny konopi, nejsou statisticky

prikazné (viz. tabulka 6).

Pramér * smérodatna
odchylka
Konopi 3,18 + 0,3634
Kontrola 3,45 + 0,3808

Tabulka 6: Primérna hmotnost potkanich jater (%)
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V nésledujicim grafu jsou znazornény rozdily primérmych hodnot hmotnosti jater

potkanti krmenych smési s konopnymi pokrutinami a smési kontrolni.

var; Nevazené praméry
Soucasny efekt: F(1, 18)=2,6897, p=,11836
Dekompozce efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
38
3,7 -
3,6
35
34 T
o
c
3 33
2
=32 ) =
3.1
3,0
2,9 1
2,8 .
konopi Kontrola
var

Graf 2: Primérné hmotnosti jater potkanii (%)
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5.2.2 Vysledky stanoveni bilkovin, fenolovych latek a antioxidaéni aktivity v ja-

terni tkani potkana

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP

Hodnoty antioxida¢ni aktivity jaterni tkan¢€ u skupiny konopi jsou nepatrné vyssi
nez U skupiny konopi, ale i pfesto jsou vysledky dle Sheffeho testu statisticky nepri-
kazné (P>0,05).

Konopi Kontrola
Primér + smérodatna Primér + smérodatna
odchylka odchylka
FRAP (umol EAK/g) 125,84 + 21,6503 102,98 + 17,3834
Protein (mg/ml) 21,65 + 4,9428 22,72 + 3,1035
FRAP/protein (umol/g) 4,65 + 0,2657 4,51 + 0,2781

Tabulka 7: Vysledky biochemického rozboru jaterni tkdné

Rozdily zjaterni tkan& v naSem pokusu byly nepriikazné, ale BENDOVA (2014)
a HOLEKSOVA (2015) ve svych pracich zjistovaly antioxida¢ni aktivitu u potkanti
krmenych pSenici a stejné jako v naSem piipad¢ byly rozdily z jaterni tkané neprikazné,

ale u vzorki krve prokazatelné byly.

Mereni metodami, TEAC a FCM

Druhé méfeni antioxidacni aktivity jater potkani probéhlo po ukonceni krmného testu,
a to na ustavu chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Brn¢ na automatickém spek-
trofotometru (BS — 200, MINDRAYY) a pro porovnani i v laboratofi Gstavu vyzivy zvifat
a picninafstvi na spektrofotometru Helios unicam. Stanoveni prob¢hlo metodou TEAC
a dale byl stanoven celkovy obsah polyfenolovych sloucenin a celkové bilkoviny. Vy-

sledky méfteni jsou uvedeny v tabulce 8.
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Konopi Kontrola
Primér £ smérodatna Primér + smérodatna
odchylka odchylka

Celk. protein (g/1)

120,73 + 4,1306

121,37 + 6,3001

TEAC (umol ET/g)

9,08 + 0,6958

9,39 + 0,3692

FCM (mmol EGK/g)

10,55 + 0,4083

10,19 + 0,4953

Tabulka 8: Vysledky mérent antioxidacni aktivity

Pro srovnani vysledkii bylo provedeno stanoveni antioxidacni aktivity metodou TEAC

na spektrofotometru Helios unicam, vysledky jsou zaznamenany v tabulce 9.

Z vysledku je patrné, ze jatra potkani obou sledovanych skupin vykazovala témér
shodné hodnoty, tudiz ptidavek konopi patrné nemé vyrazny vliv na antioxidaéni status.

Rovnéz statistické zpracovani ukéazalo rozdily vysledki dle Sheffeho testu jako nepri-

kazné u vSech pouzitych stanoveni.

Konopi

Kontrola

Primér + smérodatna
odchylka

Primér + smérodatna
odchylka

TEAC (umol ET/g)

11,44 + 0,3220

11,68 + 0,1951

Tabulka 9: Hodnoty antioxidacni aktivity dle metody TEAC
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5.3 Antioxidacni aktivita krmnych smési

U jednotlivych vzorkd byl zméten obsah celkovych polyfenolovych latek metodou
s FCM reagentem a antioxidacni aktivita metodou TEAC. Ob& méfeni byla provedena
na ustavu vyzivy zvitrat a picninafstvi Mendelovy univerzity. Vysledky z téchto méfeni

jsou znazornény v tabulce 10.

Konopi Kontrola
Prdmér + smérodatna Pridmér + smérodatna
odchylka odchylka
FCM (umol EGK/g) 66,87 + 0,5970 41,53 + 1,3078
TEAC (umol ET/g) 43,94 + 1,0240 31,67 + 0,3681

Tabulka 10: Obsah celkovych polyfenolii a antioxidacni aktivita u pokusnych krmnych
smési

U tohoto stanoveni vysly oba rozdily statisticky prikazné (P<0,05). Obsah celkovych
polyfenolovych sloucenin u konopné smési byl o 37,8 % vySsi neZ u kontrolni smési

a obsah antioxidac¢nich latek byl vyssi 0 27,9 %.
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6 ZAVER

V diplomové praci byl sledovéan vliv zkrmovani technického konopi na pftirtistky hmot-
nosti a antioxidacni aktivitu u laboratorniho potkana kmene Wistar albino. Krmny po-
kus probihal po dobu 12 tydnil v prostorach Ustavu vyzivy zvifat a picninafstvi Mende-
lovy univerzity v Brné.

U potkant krmenych konopnou krmnou smési byly zjistény nizsi piirtistky hmotnosti
nez u skupiny kontrolni, pfestoze celkova spotieba smési byla u skupiny konopi
0 1,41 %vyssi. To mohlo byt pravdépodobné zptsobeno pftili§ vysokym podilem konopi
vV krmné smési.

Pro chemickou analyzu byly odebrany vzorky jaterni tkané a pouzitého krmiva. Byla
zjisténa hmotnost jater potkand z obou skupin. Mezi témito hodnotami nebyl stanoven
statisticky prukazny rozdil.

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity vzorki jaterni tkdn€ a pouzitého krmiva byly pouzity
metody TEAC a FRAP a pro zjisténi obsahu celkovych polyfenoli metoda
s FC regentem. Ve vzorcich jater nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil u Zadné
Z pouzitych metod stanoveni. Rozdily byly stanoveny pouze u vzorkli krmiva, kde byl
U konopné smési namétfen o 37,8 % vyssi obsah polyfenolovych latek a o 27,9 % vyssi

mnozstvi antioxidaénich latek.
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7 SEZNAM ZKRATEK

THC = delta-9-trans-tetrahydrokanabiol
CBD = kanabidiol

CBN = kanabinol

CBC = Kkanabichromen

CBG = kanabigerol

ATP = adenosintrifosfat

RNA = ribonukleova kyselina

DNA = deoxyribonukleova kyselina

SPF = specified patogen free — chovy prosté patogennich organismu
GF = germ free — chovy prosté zarodka

NL = dusikaté latky

O = ocas (pro znaceni zvirat)

H = hlava (pro znaceni zvitat)

PZ = prava zadni (pro znaeni zvifat)

LZ = leva zadni (pro znaceni zvirat)

PP = prava predni (pro znaCeni zvirat)

LP = levé pfedni (pro znaceni zvitat)

UV = ultrafialové zafeni

TAA = Total antioxidant aktivity — celkova antioxida¢ni aktivita
TAC = Total antioxidant capacity — celkova antioxida¢ni aktivita
ABTS = 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat) diamonna stil
PBS = fosfatovy pufr

PSD = persulfat draselny

FCM = metoda s Folin-Ciocalteau reagentem

TEAC = trolox equivalent antioxidant capacity — metoda pro stanoveni antioxidacni

kapacity

FRAP = ferric reducing antioxidant power — metoda pro stanoveni antioxida¢ni kapa-
city

EGK = ekvivalent gallové kyseliny

ET = ekvivalent troloxu

EAK = ekvivalent askorbové kyseliny
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