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Abstrakt

Hlavnim tématem této bakalarské prace je technické konopi a jeho tcinky na lupy. Konopi
je rostlina zndma uz dlouha 1éta, nejen kvili halucinogennim latkam, které obsahuje, ale
i tém, které jsou pro nase télo prospésné.

Teoretickd ¢ast charakterizuje konopi a aktivni latky z néj. Poté pojednava o pokozce
a onemocnéni zvané lupy. Jako dalsi téma je popsana kvasinka, ktera se velmi casto
vyskytuje pfi onemocnéni vlasové pokozky.

Praktickd ¢ast zahrnuje pripravu ethanolovych extrakti z dvou odrid konopi (Car-
magnola a Ferimon), stanoveni aktivnich latek v pfipravenych extraktech a vyrobu kos-
metickych produktii s pridavkem konopného extraktu. Extrakty a vyrobky byly testovany
antimikrobialni metodou. Inhibi¢ni i¢inek byl zkouméan na zastupcich bakterii a kvasinek.

Summary

The main theme of this bachelor’s thesis is technical hemp and its effects on dandruff.
Hemp has been a plant known for years not only because of the hallucinogenic substances
which it contains, but also those for that are beneficial to our bodies.

The theoretical part characterises hemp and the active substances from it. Then the
thesis discusses about skin and a condition called dandruff. The next part describes yeast,
which is very often occurs in hair skin disease.

The practical part involves preparing ethanol extracts from two varieties of hemp,
determining the active substances in the prepared extract and cosmetic products with
added hemp extract. Extracts and products were tested using the antimicrobial method.
The inhibitory effect was studied on representatives of bacteria and yeast.

Klicova slova
Lupy, technické konopi, kanabinoidy, Malassezia furfur

Keywords
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POSOLDOVA, K.Priprava kosmetickjch virobki proti lupim s vyuZitim technického ko-
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1. Uvod

Konopi, které pravdépodobné pochazi z Asie, bylo v drivéjsich dobach pouzivano prede-
vsim k vyrobé lan a tkanin. V pozdéjsi dobé se vyuzivala semena k jidlu, kvéty a listy
k obkladim. Ve 20. stoleti se vyizoloval prvni kanabinoid, tedy biologicky aktivni latka.
Proto v dnesni dobé je konopi hojné vyuzivané ve farmacii a kosmetice. Opét se také
vracime i k obohacovani jidel seminky této rostliny.

Kanabinoidy jsou strukturné razeny mezi terpeny. Téchto aktivnich latek je znamo okolo
60. Pati{ mezi né i nejzndméjsi psychoaktivni latka konopi A% tetrahydrokanabinol zndma,
pod zkratkou THC. Proto aby bylo mozné vyuzivat konopi ve farmaceutickém priimyslu,
je rostlina Slechténa a oznacovana jako technické konopi, které ma nizké hodnoty obsahu
psychotropnich latek a zaroven obsahuje vyssi hodnoty lécivych latek.

Malassezia furfur je kvasinka vyskytujici se pri onemocnéni kiize, a tedy i pri lupech. Lupy
jsou Sedobilé Supinky odlupujici se z pokozky hlavy. Vlasova pokozka, ktera je presusena
je daleko vice nachylnéjsi k tvorbé lupti. Toto onemocnéni prodéla vétsina lidi. Neni to
zavazna nemoc, ale jde spise o estetiku a komfort ¢lovéka. Pokozka hlavy se ¢asem miize
stat rezistentni vaci latkam obsazenych v pripravcich proti luptim, a tak se muze stat, ze
se zacnou obracet na latky, které mizeme najit v rostlinach.

Predlozend bakalarska prace charakterizuje technické konopi, aktivni latky v ném obsa-
zené a vyuziti extraktl z rostlin v kosmetickych vyrobcich proti lupim. Experimentalni
¢ast se zabyva extrakty z dvou odrud konopi (Carmagnola a Ferimon) a bylin (kopfiva,
olivovy list a myrta) u kterych bylo stanoveno mnozstvi aktivnich latek (flavonoidy, po-
lyfenoly, kanabinoidy). Ve vyrobenych kosmetickych pripravcich byly pouzity extrakty
z konopi a bylin. U extraktii a kosmetickych vyrobkt byla stanovena antimikrobidlni
aktivita.



2. Teoreticka cast

2.1. Kuze

Nejvétsim organem lidského téla je kiize vazici priblizné 15 kg celkové vahy dospélého
¢lovéka. Plocha ochranného povrchu téla je okolo 2 m?. Tento organ chrani télo proti pri-
niku skodlivych latek a tniku vody z téla, ¢imz zastava termoregulaci. Sekre¢ni funkce je
zastoupena produkci mazu, potu, melaninu a keratinu. Diky receptorim se jedna o smys-
lovy orgéan slouzici pro prenos informaci o teplu, tlaku, bolesti, svédéni nebo dotyku. Kize
ma funkci depotni, kdy je zasobarnou vody, krve, podkozniho tuku a glukdzy. Kize se
sklada ze tii vrstev: epidermis (pokozka), dermis (Skara) a tela subcutanea (podkozni
tkan). Kazda z vrstev ma své charakteristické funkce [1] [2].

2.1.1. Pokozka (epidermis)

Pokozka je nejsvrchnéjsi a nejtenci vrstva kozniho povrchu, kterd je tvorena péti vrstvami
tvarové rozmanitymi bunkami. Mezi nejhlavnéjsi bunky patii keratinocyty. Jako dalsi
obsahuje pokozka melanocyty, Langerhansovy bunky a Merkelovy buinky. Tato vrstva je
oznacovana za zivou, protoze je neustale obnovovana. Keratinocyty pti migraci ze spodni
vrstvy kize k povrchu pokozky postupné keratinizuji, coz je proces, pri kterém si bunka
vytvari zasoby keratinu a poté dochazi k bunécné smrti, ke ztraté organel a zrohovaténi.
Epidermis je délené na pét vrstev: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum,
stratum lucidum, stratum corneum.

Bazélni vrstva (strartum basale) je nejnize ulozend v epidermis a je bunéénymi spoji
pripojena k bazalni membrané — rozhrani mezi pokozkou a skarou zajistujici vyménu
bunék a tekutin. Pokozka neni cévné zasobena [2].

2.1.2. Skéra (dermis)

Skara zastavd nejsirsi ¢ast kize a dodavéa ji pruznost a pevnost, protoze hlavni slozka
skary je kolagen, strukturni bilkovina, kterd je odolnd proti stresu. Kolagen tvori az 70 %
véhy suché kuze. Béhem starnuti se vrstva dermis ztencéuje a ztraci pruznost. Skira je
protkdna nervy, cévami a potnimi zlazami.

Tri zédkladni bunky skary jsou fibroblasty, makrofagy a zirné bunky. Fibroblasty jsou
primarni bunky skary, které produkuji kolagen, elastin a enzymy. Vldknitou strukturu
dermis zapricinuji ¢tyri typy vlaken: kolagenni, elastickd, retikulinova a kotvici fibrily [1]

2] [3]-

2.1.3. Podkozni tkan (tela subcutanea)

Jako nejhlubsi vrstva klze je povazovana podkozni tkan neboli tela subcutanea nebo také
hypodermis. Podkozni tkan je nejvétsi zasobarnou energie a ulozistém vitamini, které se
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2.2. KOZNI ORGANY (ADNEXA)

rozpousti v tucich (K, E, D, A). Jeji funkel je udrzet orgdny na svém misté, ochranovat
je pred poskozenim, vyplnovat misto mezi ostatnimi vrstvami a hraje velkou roli pri
termoregulaci a izolaci téla. Slozky tela subcutanea jsou adipocyty (tukové bunky), krevni
cévy a vazivové tkané. Vazivova tkan je spolu s vazivem skary jakousi siti pro tukovou
tkan.

Vaha podkozni tkdné odpovidd okolo 9-20 % celkové vahy ¢lovéka, ale pii obezité muze
dosahovat az 70 % celkové télesné vahy. Tloustka hypodermis je zavisla na umisténi na
téle, pohlavi a stafi cloveka (oc¢ni vicka x stehna) [2] [3].

2.2. Kozni organy (adnexa)

Kozni organy jsou predevsim lokalizovana v dermis ale izce souvisi i s ostatnimi ¢astmi
ktze. Pokud dojde k jejich poskozeni, jsou schopny se obnovit diky migraci keratinocytt.
Rozdélujeme je na zldzova adnexa (mazové zldzy, potni zlazy) a keratinizovand adnexa
(vlasy, nehty) [1] [2].

2.2.1. Zlizova adnexa

Mazové zlazy se vyskytuji v takzvané seboroické lokalizaci, to je v mistech horni ¢asti
hrudniku a na obliceji. Na téle ¢lovéka jich najdeme okolo 300 000. Vétsina mazovych
zlaz se vyskytuje u vlasovych folikulii. Tato spojitost ma vyznam v promastovani vlast,
protoze mazové zlazy produkuji sebum (maz), ktery pokozku chrani pred sméacenim a pro-
mazava ji. Kozni maz je slozen z typického lipidu squalen a triacylglyceroll, po jejichz
rozstépeni dochazi k uvolnéni volnych mastnych kyselin, které jsou pri¢inou kyselejsi po-
kozky. Timto je pokozka hlavy chranéna proti mikrobidlnimu napadeni. Cinnost mazovych
zlaz je ovliviiovana hormonalné.

Potni zlazy jsou rozdéleny na ekrinni a apokrinni. Ekrinni potni zlazy (malé potni zlazy)
jsou rozmistény po celém povrchu téla, predevsim v podpazi, na dlanich a chodidlech.
Ust{ pfimo na povrch kiize. Pomahaji ¢lovéku s termoregulaci tim, Ze vylucuji pot, ktery
je slozeny predevsim z vody a iontt. Sekrece je ovliviiovana mnoha vlivy. Apokrinni potni
zlazy (velké potni zlazy) se nachazeji v podpazi vazéany na vlasovy folikul. Také se jim
rika ,,aromatické“ zlazy, protoze produkuji lipidicky sekret, ktery samostatné nezapacha,
ale jeho bakterialni rozklad je doprovazen charakteristickym zépachem [1] [2] [4].

2.2.2. Vlasy

Vlasy patii mezi keratinizovana kozni adnexa. Nejen ze télo chrani, ale maji roli i v psy-
chosociélni roviné lidi. Vlasovy folikul (vacek), z néjz vyrusta vlas, je vchlipend pokozka
do skary. Tvorba vlasovych vackl a jejich rozmisténi po téle je zahajena pii vyvoji plodu.
Na téle jich najdeme okolo 5 miliont a na hlavé okolo 1 milionu. Po narozeni se dalsi
vlasové vacky netvori.
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2.3. KOZNI ONEMOCNENI

Do vlasového vacku vyustuje mazova zlaza, pod ni se upind na vacek sval — vzprimovac
vlasu. Folikul se sklada z vlasové pochvy, kterd saha az po vyusténi mazové zlazy. V dolni
casti vacku je rozsiteni, které se nazyva vlasova cibulka, do jejiz spodni ¢asti je vchlipenina
ze Skary spolu s cévami nazyvand jako vlasova bradavka (papila). Z vlasové cibulky vlas
prechazi do vlasového korene. Tyto dva tseky jsou ziva ¢ast vlasu. Vyénivajici ¢ast vlasu
nad pokozkou, kmen (stvol) vlasu, je oznacovand jako keratinizovand (nezivd) ¢ast.

Vlas je slozen z diené, kiry a kutikuly. Dfen je soubor bunék, které se utvari ve vlasové
papile a jsou ,stredem® vlasu. Vlasova kira zapricinuje barvu vlasu, protoze obsahuje
pigment, barvivo melatonin produkované melanocyty ve vlasové cibulce. Podle mnozstvi
barviva je urcen barevny typ vlasi. Do dospélosti lidem melatonin pribyva, poté ve vyssim
véku ubyvé. Sedivéni, ale nenf pfi¢ina ztraty pigmentu, nybrz piftomnosti vzduchovych
bublinek mezi bunkami vlasu.

Vlas za kazdy den vyroste o cca 0,3-0,5 mm a na hlavé ztistane po dobu 2-5 let. Jeho
tloustka je prumérné okolo 68 pm, zalezi na umisténi a pohlavi ¢lovéka. Jsou rozeznavany
tri typy vlasu podle tvaru prufezu: rovné, vinité, kudrnaté [1] [2] [4].

2.3. Kozni onemocnéni

Kozni onemocnéni jsou ¢etnd a mnoho lidi tuto nemoc prodélalo. se s timto onemocnénim
potkal. Mezi tato onemocnéni muzeme fadit atopicky ekzém, dermatomykézy (onemoc-
néni zpusobena kvasinkami), akné, bradavice ¢i bodnuti hmyzem. Velkd vét$ina nemoci
negativné ovliviiuje psychiku clovéka [5] [6].

2.3.1. Lupy (Pityriasis captisi)

Lupy se fadi mezi nemoci vlasové pokozky projevujici se malymi bilymi supinkami odum-
felé kize na jejim povrchu. Chorobu prodéla okolo 80 % populace lidi ve véku 20-40 let.
Nejedna se o zavazné onemocnéni, spise jde o kosmeticky problém, ktery by se mél fesit
kvili psychické strance ¢loveka [7] [8] [9].

N4

2.3.2. Projevy a priciny

Toto onemocnéni se projevuje suchou, svédivou a Supinatou kuzi. Zdrava kize bez one-
mocnéni se také olupuje, ale v mensi mite, které je sotva viditelné. Protoze vrstva pokozky
se neustéle obnovuje (viz kapitola 2.1) jsou na povrchu stratum corneum odumrelé bunky
a okem je vidime jako malé Sedobilé supinky. Pokud se rychlost pohybu bunky k horni
vrstvé v pokozce zvysi, tim se zvysi i ¢etnost a viditelnost odlupujicich se supinek. Lupy
se predevsim vyskytuji na mastné vlasové pokozce. Nékteri vyzkumnici mini, Ze pojmem
lupy by méla byt pojmenovana jakakoliv se odlupujici kiize. Druzi pokladaji lupy za lehci
formu seboroické dermatitidy (SD) [7] [8] [9].

SD a lupy jsou v podstaté stejnd onemocnéni, jen se lisi zavaznosti zanétu a vzhle-
dem Supinek. U seboroické dermatitidy se vyskytuje zarudla pokozka a mastné nazloutlé

11



2.3. KOZNI ONEMOCNENI

supiny, které se nachézi v oblasti s nejvétsim vyskytem mazovych zlaz (pokozka hlavy,
obli¢ej a horni ¢ast trupu), které jsou u téchto onemocnéni nadmeérné aktivni. Onemoc-
néni pokozky ma dopad i na kvalitu vlasti. P¥i lupech i seboroické dermatitidé jsou vlasy
krehci, tenc¢i a postradaji lesk. Porovnani vlasovych pokozek u onemocnéni je vidét na
obrazku 2.1.

Pfesnd pfi¢ina lupt neni zndma. Klimatické podminky (pfedev$im zimni obdobi), zésa-
dita pokozka hlavy, stres, hormony nebo kvasinka rodu Malassezia jsou jedny z moznych
pfi¢in lupti. Studie [10] potvrzuje, Ze pii vyskytu lupi je ve vlasové pokozce pritomna
i Malassezie furfur (M. furfur). Dal$i druhy z rodu Malassezie se vyskytuji uz jen v malé
mire. Kvasinky mohou profitovat na pfeméné latek kozniho mazu [7] [8] [9].

Obréazek 2.1: a - zdravd pokozka, b - pokozka s lupy, ¢ - seborea [9]

2.3.3. Lécba

K 1é¢bé lupt se vyuzivaji latky pridavajici se nejcastéji do Sampont, protoze toto po-
uziti je nejméné naroc¢né pro uzivatele. Jeden z nazorii, jak na potlaceni lupi, je zpo-
maleni keratinizace vlasové pokozky a rozpad Supinek na mensi ¢astecky. Dalsi moznosti
je pouziti antimykotickych pripravki, které 1éc¢i infekce zptisobené houbami, plisnémi ¢i
kvasinkami [11].

Mezi latky, které se pouzivaji pri 1écbé patii sulfid selenicity, kyselina salicylova, ketoko-
nazol nebo pyrithion zinecnaty. Z vyzkumu vyslo najevo, ze i flukonazol méa velmi dobrou
inhibi¢ni zénu pro Malassezii furfur [10] [12].

Pyrithion zinecnaty je uc¢inny v boji proti M. furfur a také zpomaluje Supinaténi kiize.
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Derivaty sulfidii jsou keratolytické, rozpousti keratin, ktery je na povrchu pokozky tvoreny
keratinizovanymi bunikami. Vysledkem je rozpad viditelnych Supinek kiize. Dlouhodobé
lécba sulfidy ma za pri¢inu lamani vlasi.

Kyselina salicylova ptisobi podobné jako derivaty sulfidu. Dochazi ke snizeni Supinek na
vlasové pokozce.

Ketokonazol je imidazolovy derivat ze spektra antimykotickych preparatii. Potlacuje rist
a reprodukci hub tim, Ze narusuje syntézu ergosterolu, dulezita soucast bunécénych stén
hub [7] [10] [12] [13].

2.4. Kosmetické produkty proti lupim

Jako kosmeticky pripravek lze povazovat latku nebo smés, urcenou pro styk s lidskou kuzi
a jejimi ¢astmi, zuby a sliznicemi v dutiné Gstni. U¢elem tohoto p¥ipravku je ¢isténi, parfe-
mace, zména vzhledu, ochrana a tprava télesnych pachii vyse popsanych casti téla. Takto
Evropska unie definuje kosmeticky produkt. Evropsky parlament v nafizeni ¢. 1223/2009
pravneé osetfuje uvedeni na trh, nakladani s ptipravkem, jeho obsah, oznacovani, ¢i stazeni
z trhu. Také uvadi, ze ramcové slozeni deklaruje kategorie (viz Tabulka 2.1) a maximalni
koncentraci slozek s jejich funkénosti [14].

Tabulka 2.1: Kategorie ramcového slozeni [15]

Kategorie Zastupci

Péce o plet Krém, gel, tonikum
Cisténi pleti Cistici gel, peeling, mydlo
Odstranovani chloupki Krém, gel, vosk
Odbarvovani chloupkt

Korekce télesného pachu a/nebo poceni Deodorant, antiperspirant
Pripravky na holeni Krém, gel, péna, balzdm
Make-up Korektor, pudr, rasenka
Parfémy Toaletni voda, kolinska voda
Pripravky na opalovani a samoopalovaci pripravky | Krém, olej, mléko
Pripravky pro péci o vlasy a pokozku hlavy Sampon, kondicionér, voda
Pripravky pro barveni vlast Sampon, zesveétlovac
Pripravky pro zavérecnou upravu vlasi Lak, pasta, vosk, tuzidlo
Lak na nehty a odlakovac Lak, bila tuzka

Péce o nehty Kondicionér na bazi oleje
Péce o zuby Zubni pasta

Ustnif voda/ tstni sprej

2.4.1. Sampon

Husta viskézni kapalina s detergentem, ktera se pouziva k myti vlasii se nazyva Sampon.
Jeho konzistence nemusi byt vzdy tekuta, miuzeme mit sypky, aerosolovy, gelovy ¢i spe-
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2.4. KOSMETICKE PRODUKTY PROTI LUPUM

cialni sampon. K specidlnimu typu se radi ty, které jsou medikované. Latky pro vyrobu
samponu by nemély byt toxické a nijak drazdivé pro vlasovou pokozku a oci.

Smés tenzida (povrchové aktivnich latek) zvand detergent, je schopna prevadét necistoty
do druhé faze (z povrchu pokozky a vlasu do kapaliny). Mezi nejéastéji pouzivané tenzidy
patii laurethsulfat sodny nebo laurylsulfat amonny. Jedna z mnoha slozek mize byt kon-
dicionér (napriklad silikony), ktery by mél vlasy uhladit a pomoci snadnému rozcesavani.
Dalsi prisadou jsou konzervacni latky, zabranujici ristu mikroorganismt a stabilizujici
produkt. Ostatni slozky Samponu a ramcové slozeni tekutého Samponu je uvedeno na
obrézku 2.2 [16] [17] [18].

Cislo ramcového sloZeni: 1 0.1 - 201 1

SAMPON - TEKUTY, KREM, PASTA

Piisady Maximalni
obsahy (% hmot.)

Aniontové povrchové aktivni latky (napf. sodium/ammonium/TEA lauryl sulfates,

sodium/ammonium/TEA laureth sulfates) 30
Amfoterni povrchové aktivni latky (napf. befaine-derivaty) 20
Neiontové povrchové aktivni latky (napf. alkanolamidy mastnych kyselin) 15
Zahustovadla (napf. propylene glycol, PEG) 10

Kationtoveé povrchové aktivni latky = C4, (napf. stearamidopropy! dimethylamine,
behentrimonium chloride) 5

Vlasové kondicionéry (napf. silikony, véetné prchavych silikond (napf.
cyclopentasiloxane, dimethicone, amodimethicone), silany (napf. alkoxysilany),

cystein-derivaty, cellulose-derivaty, estery mastnych kyselin) 15
Dal3i pfisady (napf. UV filtry, perletujici pfisady, zneprihledfovaci pfisady) 10
Parfum 2
Konzervaéni pfisady, antimikrobialni prisady 1
Chelatacni €inidla (napf. disodium EDTA) 0.5
Agqua az 100

Obrazek 2.2: Ramcové slozeni Samponu [15]

2.4.2. Produkty na trhu

Na trhu lze v dnesni dobé najit sampony obsahujici rizné latky pisobici proti luptm.
Mezi latky prirodniho ptivodu muzeme tadit extrakty nebo oleje z konopi, koprivy nebo
salvéje. Mizeme je nalézt v sSamponech jako je: RYOR Konopny Ssampon, Topvet Well-
nes konopny Sampon, Cannaderm Capillus Sampon proti luptim nebo Urtekram Sampon
koptivovy proti luptim. Druhou skupinou jsou latky antimykotické, mezi néz patii ketoko-
nazol, pyrithion zinec¢naty, selen disulfid nebo piroctone olamine. Tyto slozky se nachazeji
v Samponech: Cannaderm Capillus Sampon proti luptim, Sebamed sampon proti luptim,
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Head & Schoulders Ssampon proti luptim. Jako dalsi a¢innou slozku Sampont lze povazovat
i SLES nebo konzervanty, které vykazuji antimykotické tucinky [19].

2.5. Konopi (Cannabis)

Konopi je jednoleta rostlina z ¢eledi konopovitych pochazejici z Asie, kterd je jiz po dese-
titisice let vyuzivana pro své lé¢ebné ucinky. Obsahuje nejen latky psychotropni a psycho-
aktivni, vyuzivané v lékarstvi, ale i latky, které jsou lidskému télu prospésné. Napriklad
mastné kyseliny, vitaminy, proteiny ¢i vldknina.

2.5.1. Historie

Predky konopi bychom mohli v historii najit v Asii na svazich Himalaji a na Altaji.
V pritbéhu mladsi doby kamenné se tlupy usazovaly, a tak pti osidlovani zarostlych ploch,
mohli okolo svych obydli narazit na Cannabis.

O vyuzivani konopi i jeho péstovani se nejvice prosadila Cina v tdoli Zluté feky, kde se
vlakna z rostlin Cannabis pouzivaly k vyrobé lan, siti pro rybolov a satii. Okolo 1. stoleti
n. . byly konopna semena ve stravé lidi nahrazena chutnéjsimi obilovinami. V Asii se
také zacalo s lisovanim semen, kdy byl olej vyuzivan pii vareni, sviceni ¢i vyrobé mydla.
Ani kofen Cannabis nezbyl bez povsimnuti, jeho uc¢inky byly vyuzivany pii obkladech
a operacich. Staré satstvo a sité z konopi se recyklovalo pii vyrobé papiru. Na africkém
kontinentu v oblasti Viktoriina jezera je Cannabis spjaté s ndbozenskymi ritualy [20] [21].

V Evropé je konopi znamé diky kocovnému kmenu Skytu. Jako v oblasti Asie se zde
Cannabis pouzivalo predevsim na konopna lana. Fyzické dikazy o pritomnosti konopi
v minulosti jsou nam znamé z nalezist v Némecku, Svycarsku, Rumunsku, ale i v Ceské
republice. Napriklad na jizni Moravé v Dolnich Véstonicich. Byly nalezeny otisky provazkt
na keramice, konopna semena, pyl konopi. Ve Stfedomoti zpracovavali konopi Keltové,
Rekové a Rimané na provazy a plachty.

Béhem staleti se konopi dostalo do mnoha odvétvi primyslu, napiiklad prvni tisténa kniha
v Evropé je vytisténa na konopném papiru. V nékterych zemich bylo vladci nakazovano
poddanym, aby na ¢asti svych poli péstovali konopi na vyrobu lan, siti nebo plachet. Lidé,
ale ¢asem prechazeli na jiné plodiny kviili nizké vykupni cené konopi. Velké odvétvi hospo-
darstvi, amluva o omamnych latkach a svétova vilka zapticinili velké omezeni péstovani

konopi [20] [21].

2.5.2. Taxonomie

Botanicky popis rostliny sepsal fimsky botanik Plinius starsi, ktery ve své knize popsal
i postup seti, sklizeni a zpracovani této vzacné rostliny. Oficidlni charakteristika rostliny je
pripisovana svédskému botanikovi Carl Linému. Konopi se rozdéluje na tii druhy Cannabis
sativa (konopi seté), které nalezl a popsal Carl Liné, Cannabis indica (konopi indické)
objevena francouzskym biologem Jean Babtistou de Lamarckem a Cannabis ruderalis
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(konopi rumistni), jenz charakterizoval Rus Dmitrij Janisevskyj. Vyse zminéné druhy jsou
vyobrazeny na obrazku 2.3 [20] [21].

“Sativa®

6 m

“Ruderalis”

AR\ Z

Obrazek 2.3: Druhy konpi - upraveno [22]

Konopi se nejdrive fadilo do ¢eledi koptivotvarych, kam spadaly rostliny koptivovité a hlu-
chavkovité. Pozdéji byla vytvorena samostatnd celed konopovité (Cannabaceae). Tato
Celed zahrnuje dva vyznamné rody: konopi (Cannabis) a chmel (Humulus). Klasifikaci
konopi v botanice zobrazuje tabulka 2.2 [20] [21].

Tabulka 2.2: Botanicka klasifikace konopi [21]

Cesky Latinsky
Podrise | cévnaté rostliny Tracheobionta
Oddéleni | krytosemenné Magnoliophyta
Trida vyssi dvoudélozné | Rosopsida
Rad razotvarné Rosalec
Celed konopovité Cannabaceae
Rod konopi Cannabis

seté Sativa
Druh indické Indica

rumistni Ruderalis

2.5.3. Druhy konopi

2.5.3.1. Konopi seté

Cannabis sativa je stihla a Sest metru vysoka jednoleta rostlina. Svétle zelené listy rostou
ridéeji a jsou uzké. Nejlépe se ji dari v mirném klimatickém pésu, kde ptirozené obsahuje

méné psychoaktivnich latek. Z tohoto druhu byly vyslechtény hospodarsky vyuzitelné
odrudy konopi [20] [21] [23].
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2.5.3.2. Konopi indické

Cannabis indica je typické mensim vzrastem nez konopi seté. Dortsta do vysky 1-3 metr.
Podoba se kertim, ma tmavé zelené husté rostené siroké listi a hojné kvétenstvi. Vyskytuje
se v subtropickém az tropickém pése — Indie, Irdn, Afghénistdn. Kvéty produkuji vetsi
mnozstvi pryskyTice, ze které se vyrabi hasis. Rostlina obsahuje vice omamnych latek,
a tak je pro péstitele marihuany zajimaveéjsi [20] [21] [23].

2.5.3.3. Konopi rumistni

Poslednim druhem je Cannabis ruderalis, rostlina malého vzristu s tenkym vlaknitym
stonkem a malym mnozstvim listi. V ruskych tajgach a tundréch roste jako plevel [20] [23].

2.6. Latky obsazené v konopi

Rostliny konopi obsahuji vice nez 480 chemickych latek, z toho je 66 kanabinoidni povahy.
Obsah vsech latek ale i rist je ovlivnén podnebim a klimatickymi podminkami [24] [25] .

2.6.1. Kanabinoidni povahy

Kanabinoidy lze zaradit mezi fenolické terpeny, které spadaji pod isoprenoidy. Koncentrace
latek je ovlivnéna odridou, dobou sklizné a ¢asti rostliny, z které jsou latky extrahovany.
Latky nachazime v nejvétsich koncentracich predevsim v kvétech konopi. Hlavnim pre-
kurzorem je CBGA (kyselina kanabigerolovd), z které pak po dekarboxylaci vzniknou
kanabinoidy THC, CBD a CBC. Struktura sloucenin je vyobrazena na obrazku 2.4. Tyto
latky, které jsou izolovany z konopi jsou dnes oznacovany jako fytokanabinoidy, aby ne-
mohlo dojit k zdméné se syntetickymi latkami [24] [25] [26].

« THC

THC neboli A°tetrahydrokanabinol byl poprvé izolovan v 60. letech 20. stoleti. Je nej-
castéjsim nositelem halucinogennich tc¢inki konopi. Kromé toho ma analgetické tcinky
a pusobi na uvolnéni svali. THC je mozné nalézt ve vsech odriadéach konopi. Jeho obsah
v technickém konopi je regulovdn Evropskou unif [27] [28].

« CBD

CBD je jedna z hlavnich nepsychotropnich latek konopi. Kanabidiol (CBD) se vysky-
tuje bezmala ve vsech odriidach konopi. Ma antibakterialni, antioxida¢ni a antimykotické
ucinky. V klinickych studiich je dokazano, ze ma protitizkostné, antipsychotické a proti-
artritické vlastnosti. Vyssi obsah CBD mitze zvysovat bezpecnost konopi, protoze snizuje
efekt THC [26] [29].
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« CBC

Kanabichromen (CBC) je dalsi nepsychotropni latkou. Mezi jeho t¢inky patii analgetické,

intoxikaci THC [26] [27].
« CBG
Kanabigerol (CBG) je v mensi mife antimykoticky, analgeticky a bojuje proti zacerve-

nani kiize. Posledni vyzkumy ukazuji, ze ve vysokych davkach je cytotoxicky pro bunky
rakoviny [27].

CBD CBC

Obréazek 2.4: Strukturni vzorce fytokanabinoidu [28]

2.6.2. Nekanabinoidni povahy
o Terpeny

Terpeny jsou slouceniny lipofilni povahy a jsou snadno propoustény membranami. Terpeny
mohou byt acyklické, monocyklické nebo polycyklické uhlovodiky. Charakteristicka viné
a chuf konopi jsou zpusobena priblizné stovkou riznych molekul terpent [25] [26].

o Ostatni latky

V konopi bylo detekovano 50 znamych slouc¢enin uhlovodiki. Sacharida bylo nalezeno 18,
12 cukernych alkoholl a 2 aminosacharidy. V oleji ze seminek konopi bylo identifikovano
33 raznych prevazné nenasycenych mastnych kyselin. Nejvice zastoupené byly kyseliny
linolovd, a-linolenova a olejova [25].
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2.7. Pouzité mikroorganismy

2.7.1. Candida glabrata CCM 8270

Haploidni kvasinka rodu Candida zapricinujici kandidézy. Jedina z rodu Candida netvori
pseudohyfy pii teploté > 37 °C [30].

Tabulka 2.3: Klasifikace C. glabrata [31]

Déleni Latinsky
Doména | Fungi

Kmen Ascomycotas

Trida Saccharomycetes
Rad Saccharomycetales
Celed Saccharomycetaceae
Rod Candida

Druh Candida glabrata

2.7.2. Escherichia coli CCM 7395

FEscherichia coli (E. coli) je gramnegativni bakterie rodu Escherichia. Je pouzivana jako
modelovy organismus. Bézné ji najdeme jako soucast mikroflory ve strevech. Zde se jednéa
o prospésny mikroorganismus, pomahajici pri tvorbé vitaminu K a branici proti priniku
patogenti. Pokud se nachdzi mimo sttevo, je vzdy choroboplodnd [32].

Tabulka 2.4: Klasifikace E. coli [33]

Déleni Latinsky
Doména | Bacteria

Kmen Proteobacteria

Trida Gamma Proteobacteria
Rad Enterobacteriales
Celed Enterobacteriaceae
Rod FEscherichia

Druh FEscherichia coli

2.7.3. Malassezia furfur CCY 85-2-1

vvvvvv

zahrnuje t¥i druhy kvasinek vyskytujicich se u zvirat a deset druhu vyskytujicich se u lidi.
Jedna se o mikroorganismus, ktery bézné v malé mire najdeme na lidské kuzi. Ve vétsi
mite se kvasinka vyskytuje pii onemocnéni lupy, seboroickou dermatitidou nebo pityriasis
versicolar. Ve studii [10] se testovalo na 25 prikladech, jaké druhy rodu Malassezia budou
pritomny ve vzorcich lupu. Vyzkum ukézal vice jak 60% pritomnost druhu Malassezia
furfur ve zkoumanych lupech [12] [34].
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Image Courtesy of M. McGinnis
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Obrazek 2.5: Malassezia furfur [35]
Tabulka 2.5: Klasifikace M. furfur [36]

Déleni Latinsky
Doména | Fungi

Trida Exobasidiomycetes
Rad Malasseziales
Celed Malasseziaceae
Rod Malassezia

Druh Malassezia furfur

2.7.4. Micrococcus luteus CCM 1569

Grampozitivni, kulovita bakterie rodu Micrococcus. Tvori shluky ve ¢tvercich a je striktni
aerob. Pii kultivaci na agaru tvoii zluté kolonie. Je velmi oblibeny pii védeckych vyzku-
mech [37] [38] [39].

Tabulka 2.6: Klasifikace M. luteus [39]

Déleni Latinsky
Doména | Bacteria

Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Celed Micrococcaceae
Rod Micrococcus

Druh Micrococcus luteus
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2.8. Metody pouzité pri analyze

2.8.1. Extrakce

Extrakce je jednou ze separac¢nich metod, pti které prechézi latky mezi dvéma nemisi-
telnymi fazemi (kapalina — kapalina, kapalina — pevna latka). Jde o zvoleni vhodného
rozpoustédla, aby byla podpofena vyssi rozpustnost jedné latky nez druhé. Pokud jde
o extrakci pevnych latek, jednd se o luhovani latek z pevné faze do kapaliny [40] [41].

2.8.2. Kapalinova chromatografie

Chromatografie patii mezi separa¢ni metody. Zakladem je déleni zkoumané latky mezi
pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) fazi. Chromatograf je oznaceni pro
pristroj urceny k separaci. Jeho schéma je uvedeno na obrazku 2.6.

Kapalinova chromatografie je o unaseni slozek zkoumané latky kolonou pomoci mobilni
faze, ktera je kapalna. Nejznaméjsi technikou je vysokoucinnéd kapalinova chromatografie
(High Performace Liquid Chromatography). Podle naneseni vzorku a prubéhu separace
dochézi k rozdéleni na chromatografie elu¢ni, frontalni a vytésnovaci. Pohybliva faze je
tvofena rozpoustédlem Cistym nebo smési (nejcastéji smés polarnéjsiho a méné polarniho
rozpoustédla). Aby se ziskalo optimélni rozliseni, dochdzi v ¢ase ke zménam polarity smési
pohyblivé faze. Této zméné se rika gradient slozeni faze a je umoznén pistovou pumpou.
Dalsi davkovaci zafizeni je linearni davkovac, ktery ma presné definovany pritok mobilni
faze a pfed mérenim je naplnén fazi. Béhem meéreni nedochazi ke zméné faze, tim je vy-
tvorena izokratickd eluce. Vzorek musi byt nereaktivni se stacionarni fazi a rozpustny ve
fazi mobilni. Slozky vzorku jsou unaseny stejnou rychlosti jako mobilni faze, nebo jsou
zadrzovany (adsorpce a rozpousténi slozek ve stacionarni fazi) na koloné. K detekci se po-
uzivaji detektory spektrofotometrické, fluorometrické, amperometrické nebo diferencialni
refraktometrické. Zaznam signalu ve formé pikl se nazyva chromatogram. Symetricky pik
je idedlnim tvarem. Jeho parametry udavaji kvantitu a kvalitu zkoumané latky [41].

Zhsobnik divkovaci kolona Zpracovani

maobilni fdze zafizeni 5o 5|i'|3'-'-|'3‘1i|"1i detektor signa
Az

Obréazek 2.6: Schéma chromatografu [41]

2.8.3. Spektrometrie v UV-VIS oblasti

Ultrafialova oblast je 180-380 nm a viditelnd oblast je definovana 380-780 nm vlnové
délky. Zkoumany analyt je v zakladnim energetickém stavu a pii spektrometrickém meé-
feni dochézi do stavu excitovaného. K tomu dochéazi pri dodani tepelné energie nebo
kdyz je analyt ovlivnén zarenim z vnéjsiho zdroje. Pti absorpcéni spektrometrii dochézi
k deexcitaci (vraceni se zpét do zakladniho energetického stavu), kterd je nezariva, tedy
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zafeni z vnéjsiho zdroje bylo absorbovano analytem. Nejcastéji se méri kapaliny v ne-
absorbujicich rozpoustédlech. Pro analyzu jsou potieba kyvety, a protoze jde o oblast
UV, je nutné provadét méreni v kifemennych kyvetach. Vystupem méreni byva spektrum
se zavislosti absorbance na vinové délce zareni. Kvantitativné se stanovuji latky pomoci
Lambert-Beerova zédkona [41].

2.8.4. Diftizni agarovy test

Jednd se o test kvalitativni a informuje o citlivosti zkoumaného kmene na antibiotikum
nebo antimikrobialni latky. Na tuhém agarovém médiu v Petriho misce je naockovany
zkoumany mikroorganismus a v jamkach je presné mnozstvi analyzované latky. Ta difun-
duje a zptisobuje inhibi¢ni zény. Vysledky testu jsou ovlivnény mnoha faktory a musi byt
presné definovany podminky: kultivaéni ptida, mnozstvi a koncentrace bakteridlniho/kva-
sinkového inokula, velikost antibiotickych diskt a doba inkubace [42] [43].
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3. Cil prace

Cilem této bakalarské prace, ktera se zabyva technickym konopim v kosmetice pusobici
proti luptim, je vypracovani a shrnuti téchto bodi:

o vypracovani literarni reserse shrnujici problematiku tvorby lupt a aktudlni infor-
mace o aktivnich latkach pouzivanych v pripravcich proti luptim

« stanoveni a charakterizace aktivnich latek z vybranych c¢asti rostliny konopi

e navrh a testovani vybranych kosmetickych vyrobki proti luptim s obsahem aktivnich
latek z konopi
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4. Experimentalni cast
4.1. Vyuzité pristroje, chemikalie a komercni produkty

4.1.1. Pristroje

o Susdrna Memmert GmbH + Co. KG (SRN)

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

 Analytické vdhy Boeco (SRN)

 Spektrofotometr VIS, Helios , Unicam (GB)

» Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

o Lamindrni box Airstream, ESCO (SN)

e Flow box Aura mini, Bio Air Instrument, USA

« Temperovani tfepacka HeidolphUnimax 1010, Labbicom (CR)

o Sestava HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan Surveyor, Thermo Fischer (USA)
» Kolona Kinetex 5 pm C18, 4,6 x 150 mm, Agient Technologies (USA)

o Automatické pipety, bézné laboratorni pomtcky a sklo

4.1.2. Chemikalie

« Ethanol absolute 99,98%, VWR (USA)

« Dusitan sodny, p. a., Lachema (CR)

« Chlorid hlinity, p. a., Lach-Ner (CR)

« Hydroxid sodny, p. a., Lach-Ner (CR)

« Katechin, SIGMA-ALDRICH (SRN)

« Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (SRN)

« Uhli¢itan sodny, Lach-Ner (CR)

o Kiyselina gallovd, SIGMA-ALDRICH (SRN)
. ABTS, SIGMA-ALDRICH (SRN)

o Peroxodisiran draselny, p.a., SIGMA-ALDRICH (SRN)
o Trolox, SIGMA-ALDRICH (SRN)

o NB medium, Himedia (IND)

« LB medium, SIGMA-ALDRICH (SRN)
 D-glukose, p. a., Lach-Ner (CR)

« Glycerin bezvody, p. a., Lach-Ner (CR)
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4.1. VYUZITE PRISTROJE, CHEMIKALIE A KOMERCNI PRODUKTY

Agar Powder, Himedia (IND)

Polysorbat 80, Dr. Kulich Pharma, s. r. o. (CR)
Pepton, Roth (SRN)

Kvasni¢ny extrakt, Himedia (IND)

Methanol HPLC, PENTA (CR)

Kanabichromen CBC, SIGMA-ALDRICH (SRN)
Kanabidiol CBD, SIGMA-ALDRICH (SRN)
Kanabigerol CBG, SIGMA-ALDRICH (SRN)
Kanabinol CBN, SIGMA-ALDRICH (SRN)

Fenoxyetanol, ACE Trade (CR)

Glycerin bezvody, p.a., Lach-Ner (CR)

Laurylethersulfat sodny, ACE Trade (CR)
(CR)

Cocamidopropylbetaine, ACE Trade
Chlorid sodny, p.a., Lachema (CR)
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4.2. PRIPRAVA EXTRAKTU

4.1.3. Komercni produkty

Pro pripravu smési konopi a bylin byly zakoupeny susené listy kopriv a oliv od firmy
Sonnentor na obrazku 4.1. Listy myrty jsou z vlastnich zdroji.

Pro porovnani vyrobenych kosmetickych pripravki byl zakoupen sampon znacky Ryor
a vlasova voda znacky Bione cosmetics. Oba komercéni produkty jsou na obrazku 4.1.

o Ryor Cannabis Derma Care Konopny sampon se zklidnujicim efektem ma slozeni:
Aqua, Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopropyl Betaine, Disodium Laureth Sul-
fosuccinate, Sodium Olivoyl/Cocoyl Aminoacids Fructoside, Propanediol, Zizyphus
Joazeiro Bark Extract, Sodium Chloride, Cannabidiol, Yogurt Powder, Cannabis
Sativa Seed Oil, Guar Hydroxyproplytrimonium Chloride, Menthol, Sodium Ben-
zoate, Potassium Sorbate, Sodium Hydroxide, Parfum, Citronellol, Linalool, Lactic
Acid.

e Bione Vlasova voda CANNABIS s panthenolem ma slozeni: Aqua, Alcohol Denat,
Panthenol, Cannabis Sativa Leaf Extract, Parfum, Phenoxyethanol, Cetrimonium
Chloride, Lactic Acid, C.I. 42051, C.I. 19140.

Obrézek 4.1: Komercni produkty

4.2. Priprava extraktt

Byly pripraveny Ctyri varianty extraktt konopi. Nejdrive byl pripraven extrakt navazenim
15 g smeési cerstvého konopi. Z ususeného konopi byly pripraveny extrakty obsahujici 15 g
jen kvéti, jen listu a jejich smés. Navazené ¢asti rostlin byly zality 100 ml 60% roztoku
ethanolu pro UV-VIS. Hrdla Erlenmeyerovych banék s ptripravovanymi extrakty byla za-
balena alobalem. Extrakt byl ponechéan tyden ve tmé a poté byl zfiltrovan pres gazu do
tmavych 1ékovych lahvicek na obrazku 4.2. Tento postup byl aplikovan pii pripravé ex-
trakt pro odriidy Carmagnola i Ferimon. Cerstvé konopi bylo suseno v susarné pii 40 °C
po dobu 4 dnii. Obsah vody byl stanoven gravimetricky.
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4.2. PRIPRAVA EXTRAKTU

Obrézek 4.2: Uschova piipravenych extrakti

Vytvoreny byly i extrakty ze smési konopi a bylin. Pro extrakt bylo navazeno 7,5 g smési
konopi odriady Carmagnola a 7,5 g listi koptivy. Totéz bylo provedeno pro olivovy list
a listy myrty. Na obrazku 4.3 je vidét navazka bylin v bankach. Navazené smeési bylin byly
zality 100 ml 60% roztokem ethanolu pro UV-VIS. Tento postup byl pouzit i pro pripravu
extraktti s odriidou feromon. Doba extrakce, zfiltrovani a néasledna tschova byla stejné
jako pro pripravu extraktu z ¢istého konopi, ktera byla popsana vyse. Takto vytvorené
extrakty byly pouzity pri stanovenich a vyrobé kosmetickych produkti.

Obrézek 4.3: Navazené byliny v Erlenmeyerovych bankach
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4.3. METODY KE STANOVENI AKTIVNICH LATEK V KONOPI

4.3. Metody ke stanoveni aktivnich latek v konopi

4.3.1. Stanoveni celkovych polyfenoli

Pro stanoveni celkovych polyfenolt v extraktech byla pouzita spektrofotometricka metoda
reakce Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci standardu
kyseliny gallové v rozmezi koncentrace 0-0,5 mg-ml~'. Modré zbarveni mé&fenych vzorki
bylo proméreno pii vlnové délce 750 nm. Jako slepy vzorek pti méreni absorbance byl
pouzit 60% roztok ethanolu pro UV-VIS.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml Folin-Ciocaltevova ¢inidla zfedéného 1:9 destilovanou
vodou. K tomu byl pfidan 1 ml destilované vody a 50 pul extraktu konopi. Po zamichani
se nechala smés stat 5 min. Poté byl pridan 1 ml nasyceného roztoku NayCOg3 a smés byla
promichana. Po 15 min byla promérena absorbance. V zavislosti na vzniklém modrém
zabarveni odpovidé intenzita koncentraci celkovych polyfenol v mérenych vzorcich.

4.3.2. Stanoveni celkovych flavonoidi

Pro stanoveni celkovych flavonoidi v extraktech byla pouzita spektrofotometrickd metoda
reakce s dusitanem a hlinitou soli. Kalibrac¢ni kiivka byla sestrojena pomoci standardu
katechinu v rozmez{ koncentrace 0-0,3 mg-ml~! (obrdzek 4.4). Svétle oranzové zbarveni
vzorkil bylo proméfeno pti vinové délce 510 nm. Pti méreni absorbance byl pouzit slepy
vzorek 60% roztok ethanolu pro UV-VIS.

Do zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml extraktu konopi, 1,5 ml destilované vody
a 0,2 ml NaNOy. Po promichani smési bylo po 5 min pridano 0,2 ml AICl3. Smés byla
promichana a 5 min ponechana stat. Nasledné bylo pridano 1,5 ml NaOH a 1 ml desti-
lované vody. Po zamichani a 15 min byla proméfena absorbance vzorkt. V souvislosti
na vzniku oranzového zabarveni je intenzita imérna koncentraci flavonoida ve vzorcich
extrakti.

Obrazek 4.4: Roztoky pro kalibra¢ni kiivku standardu katechin
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4.3. METODY KE STANOVENI AKTIVNICH LATEK V KONOPI

4.3.3. Antioxidac¢ni aktivita

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity byla vyuzita metoda TEAC (Trolox Equivalent An-
tioxidant Capacity), kdy je sledovana schopnost vzorku zhaset kation radikél. Jako sta-
bilni a synteticky kation radikdl byl pripraven ABTS** (2,2 -azinobis(3-ethylbenzothia-
zolin-6-sulfonové kyseliny)) z 10 ml 7 mM roztoku ABTS. Ten byl pfipraven navazenim
0,036 g ABTS a rozpusténim v destilované vodé. Aby se vytvoril radikal kation byl pridan
2,45 mM roztok peroxodisiranu draselného. Odmérné banka byla po dobu 12 hodin ve
tmé, pti laboratorni teploté a zabalena alobalem.

Pfed samotnym méfenim musel byt roztok ABTS** zfedén ethanolem pro UV-VIS na
absorbanci 0,700 + 0,020, kterd byla mérena pti vinové délce 734 nm. Jako slepy vzorek
byl pouzit 60% ethanol. Pro vSechna méfeni absorbance antioxidac¢ni aktivity byla pouZzita
zuzena kifemenna kyveta.

Pro vypocet je pottebné znat poc¢atecni hodnotu substratu, tedy byla zmérena absorbance
1 ml ABTS** s priddnim 10 pl destilované vody v ¢ase 0 min (Ap). Poté byl do kyvety
napipetovan 1 ml ABTS** a 10 ul extraktu konopi. Smés byla promichédna a ponechdna ve
tmé. Po 10 min byla zmétfena absorbance (A;). Takto byly prométfeny vsechny pfipravené
extrakty. Absorbance kazdého vzorku extraktu byla prepocitdna pomoci rovnice (4.1).
Aby bylo mozné vypocitat antioxidacni aktivitu vzorkt, byla sestrojena kalibracni kiivka
pomoci standartu Trolox v rozmezi koncentrace 50-400 mg-ml~!.

AA = (A — A) (4.1)
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4.4. METODA KE STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY

4.3.4. Stanoveni vybranych kanabinoidii pomoci HPLC

Pripravené extrakty konopi museli byt pred stanovenim nejdiive upraveny fedénim. Pro
extrakt z c¢erstvého konopi byl pomér fedéni 1:9 a pro susené konopi 1:99. Zredéné vzorky
byly prefiltrovany pres jednordzovy filtr a poté byly analyzovany.

V kapalinovém chromatografu byla nastavena gradientova eluce, podle tabulky ¢. 4.1, pri
slozeni mobilni faze ¢isty methanol pro HPLC a Milli-QQ voda. Rychlost pritoku mobilni
faze byla nastavena na 500 pl- min~! a objem pro ddvkovaci smyc¢ku byl 20 ul. Kolona
byla pouzita Kinetex 5 u C18, 4,6 x 150 mm znacky Agilent Technologies. Teplota pro
separaci byla nastavena na 40 °C. Pro spektrofotometrickou detekei byly nastaveny vinové
délky pti maximéalni absorbanci standardi kanabinoidi 210, 220 a 280 nm. Pro kalibraci
byl vyuzit smésny roztok kanabinoidi (CBC, CBD, CBG, CBN) v rozmezi koncentrace
0-25 pg-ml~t,

Tabulka 4.1: Slozeni mobilni faze pri gradientové eluci

Cas [min] Mobilni faze [%]
Cisty methanol | Milli-Q voda
0 80 20
8 80 20
18 100 0
20 100 0
22 80 20
26 80 20

4.4. Metoda ke stanoveni antimikrobialni aktivity

4.4.1. Pouzité mikroorganismy a kultiva¢cni média

Candida glabrata CCM 8270
Escherichia coli CCM 7395
Malassezia furfur CCY 85-2-1
Micrococcus luteus CCM 1569

Mikroorganismy vyuzité pii vypracovani experimentalni ¢asti bakalarské prace byly zis-
kany z Ceské sbirky mikroorganismi Brno (Czech Collection of Microorganisms, CCM).
Kvasinka Malassezia furfur byla ziskdna ze sbirky kultur kvasinek Chemického tstavu
SAV, Bratislava, Slovensko (Culture Collection of Yeasts, CCY).

Pro kultivaci mikroorganismt bylo pripraveno v Erlenmayerové baince 50 ml tekutého mé-
dia specifického pro kazdy organismus. Zaockovani do tekutého média probéhlo z dlouho-
dobé uchovavané kultury. Kultivace probihala po dobu 24 hodin na temperované trepacce
pri urcité teploté daného mikroorganismu. Takto pfipravené inokulum bylo pouzito pti
difiznim agarovém testu. Celé priprava a ¢innost s kulturami byla provadéna ve sterilnim
boxu.
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4.4. METODA KE STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY

Pro G- bakterie bylo pripraveno medium LB. Pro bakterii G+ se ptipravilo NB medium.
Pro Malassezii furfur bylo pfipraveno medium, jehoz slozeni uvadi tabulka 4.2. Tato média
s mikroorganismy byla kultivovana prii 37 °C. Pro kvasinku Candidu glabratu bylo pri-
praveno médium YPD, na kterém bylo kultivovano pti 30 °C. Slozeni jednotlivych médii
uvadi tabulka ¢ 4.2. Po navazeni jednotlivych slozek byla pridana destilovana voda a poté
bylo médium sterilovano pti 120 °C po dobu 40 minut.

Tabulka 4.2: Slozeni jednotlivych médii

Zkratka
) ) ) . . Mnozstvi
Mikroorganismus Nazev média pro Slozka .
: [g17]
medium
Pepton 20
Candida Yest extrakt-peptone-
YPD Glukéza 20
glabrata dextrose medium o
Kvasnicény
10
extrakt
Trypton 10
Escherichia
Lysogeny broth LB Kvasni¢ny
coli )
extrakt
NaCl 10
Glukoza 40
Kvasni¢ny
Malassezia 0,1
extrakt
furfur
Pepton 10
Glycerol 2 ml
Polysorbat 80 2 ml
) Pepton 10
Micrococcus .
Nutrient broth NB Hovézi
luteus 10
extrakt
NaCl 5}
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4.5. KOSMETICKE PRODUKTY

4.4.2. Difazni agarovy test

Byly pripraveny média, kterd byla popsana v kapitole 4.4.1. Do kazdé pripravené smési
bylo pfidano 20 g-17! agaru. Po vysterilovani byla média za horka nalita na Petriho misky.
Po ztuhnuti se zaockovaly 100 pl prisluSnym inokulem s mikroorganismem. Poté do agaru
byly udélany jamky, do kterych se pipetovalo 50 pl analyzovaného ¢i slepého vzorku.
V pripadé extraktu byl slepy vzorek 60% roztok ethanolu a pri testovani kosmetického
vyrobku byl slepy vzorek pripravek bez rostlinného extraktu. Petriho misky byly kulti-
vovany 24 hodin pfi teplotach vhodnych pro dany mikroorganismus. Po uplynulé dobé
se zmérila inhibi¢ni zéna okolo jamek, z které byla vyhodnocena antimikrobidlni aktivita
daného vzorku.

4.5. Kosmetické produkty

Byly pripraveny dva kosmetické vyrobky: sampon a vlasova voda. Vyrobky byly vyro-
beny s pridavky rostlinnych extrakti ve dvou ruznych koncentracich 1% a 4%. Kazdy
vyrobek mél slepy vzorek bez pridavku rostlinného extraktu. Pro vyrobu byly vybrany
extrakty ze suseného listu Ferimon a ze suseného kvétu Carmagnola. Extrakt s primeési
bylin pro vyrobu kosmetického pripravku byla pouzita smés Ferimon s olivovym listem.
Pro 1% koncentraci byl pfipraven vyrobek s obsahem konzervantu a bez konzervantu
abychom porovnaly antimikrobialni pusobeni konzervantu v piipravcich. 4% produkt byl
pripraven pouze s konzervantem.

4.5.1. Priprava Samponu

Hmotnost celkového vyrobku byla 50 g. Procentualni zastoupeni jednotlivych latek pouzi-
tych pri pripraveé je uvedeno v tabulce 4.3. Do kadinky se nejdiive navazil laurylethersulfat
sodny spolu s ¢asti destilované vody. Za stalého michani byl pridan glycerol, betain a po-
pripadé konzervant. Po malych ¢astech byl pridavan chlorid sodny, aby bylo dosazeno
pozadované konzistence. Opatrné byl vmichan zbytek destilované vody. Poté se vmichal
extrakt podle procentudlni koncentrace uvedené v tabulce 4.3. Byl ptipraven i produkt
bez pridavku extrakti jako slepy vzorek, kde extrakt nahradila destilovana voda.
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4.5. KOSMETICKE PRODUKTY

Tabulka 4.3: Obsah slozek pro jednotlivé sampony

Pisada Obsah pro 1% | Obsah pro 4% | Obsah pro 1% koncentraci
koncentraci [%)] | koncentraci [%] bez konzervantu [%]
Destilovana
voda 57,5 54,5 58
SLES 30 30 30
Betain 4 4 4
Glycerol 4 4 4
NaCl 3 3 3
Extrakt 1 4 1
Konzervant 0,5 0,5 0

4.5.2. Priprava vlasové vody

Celkova hmotnost pripravena vlasové vody byla 50 g. Procentualni obsah jednotlivych
slozek ve vyrobku je uvedeno v tabulce 4.4. Nejprve bylo navdzeno cca 15 g vody. Za
stalého michani se pridal glycerol, ethanol, poptipadé konzervant a extrakt. K témto
navazenym a zamichanym slozkam byl pridan zbytek vody, aby celkova hmotnost davala
50 g. Jako u Ssamponu, tak i pii vyrobé tohoto ptripravku byl pripraven slepy vzorek bez

extraktu, ktery byl nahrazen destilovanou vodou.

Tabulka 4.4: Obsah slozek pro jednotlivé vlasové vody

Prisada Obsah pro 1% | Obsah pro 4% | Obsah pro 1% koncentraci
koncentraci [%)] | koncentraci [%)] bez konzervantu [%]
Destilovana
voda 57,5 54,5 58

Glycerol 30 30 30

Ethanol

Extrakt
Konzervant
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni celkovych polyfenola

Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli v extraktech z konopi bylo provedeno podle po-
stupu popsaného v kapitole 4.3.1. Absorbance vzorku byla zmérena trikrat a pro dalsi
vypocty byl pouzit priamér ze tii namérenych hodnot. Vypocet koncentrace polyfenoli
v extraktech byl proveden pomoci rovnice kalibrac¢ni kiivky vytvorené za pouziti kyse-
liny gallové jako standardu. Pramér absorbanci byl dosazen do rovnice y = 1,575x (pfi-
loha 9.1). Extrakty z ¢erstvych rostlin konopi byly prepocitany na 1 g suseného konopi.
Pomoci programu MS excel byly zpracovany vsechny vysledky.

V tabulce 9.1 jsou uvedeny vsechny vysledky z méfeni celkovych polyfenoli. Z ni vyplyva,
ze vetsi obsah polyfenolti najdeme v ususenych rostlinach konopi nez v cerstvych. Je to
zpusobeno tim, ze béhem suseni dochazi k dekarboxylaci, tedy vzniku aktivnich latek. Na
grafu (obrazek 5.1) je mozné vidét, Ze nejvice polyfenoli obsahovaly extrakty se smési
s olivovym listem a dale s obsahem myrty.

Pokud porovname obé odrudy konopi mezi sebou, nejvice polyfenoltt najdeme u odrudy
Carmagnola. Kdy smés susené Carmagnoly méla koncentraci 13,31 & 0,14 mg-g~! a Fe-
rimon jen 7,59 4+ 0,32 mg-g~!. Toto porovndni miZeme vidét na grafu (obrazek 5.2).
Obsah aktivnich latek je ovlivnén slechténim a dobou sklizné. Kromé odriid mizeme ex-
trakty porovnat i podle casti rostliny. Nejvétsi obsah polyfenolt byl zjistén v extraktech
ze susenych kvétt konopi obou odrid. Suseny kvét odridy Carmagnola mél koncentraci
18,62 £ 0,65 mg-g—!. Kvét v porovnanim se zbytkem rostliny obsahuje nejvice aktivnich
latek. Extrakty ze smési konopi a bylin jsou velmi bohaté na polyfenoly. Nejmensi obsah
latek je ve smési spolu s koprivou a nejvétsi ve smeési olivového listu s odridou Carmagnola.

Ferimon H
Carmagnola H
Ferimon H
carmagnola =
Myrta +Carmagnola H
Myrta + Ferimon H
Oliwa + Carmagnola ]
Oliva + Ferimon H
kopfiva + Carmagnola H
kopriva + Ferimon '
ferimon suseny H
ferimon Cerstwy H
carmagnola suSend '
carmagnola cerstva i

list

kvt

5MEs

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
c[mg-g']

Obrézek 5.1: Graf celkového obsahu polyfenolti
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Obrézek 5.2: Graf porovnavani odrtd - polyfenoly

5.2. Stanoveni celkovych flavonoidi

Stanoveni obsahu celkovych flavonoidt v extraktech z konopi bylo provedeno podle po-
stupu popsaného v kapitole 4.3.2. Vzorek byl opét proméren tiikrat a pro dalsi vypocty
byla pouzita hodnota primeéru tii namérenych absorbanci vzorki. Pro vypocet flavonoida
v extraktech byla pouzita rovnice kalibra¢ni kiivky y = 2,797x vytvorené za pouziti ka-
techinu jako standardu (priloha 5.3). Extrakty z ¢erstvych rostlin konopi byly prepocitéany
na 1 g susené¢ho konopi. Pomoci programu MS excel byly zpracovany vsechny vysledky.

V tabulce 9.2 jsou uvedeny vysledné koncentrace celkovych flavonoidi vSsech mérenych
extrakti. Je zfejmé, ze po ususeni, tedy dekarboxylaci, dochézi k tvorbé aktivnich latek,
protoze obsah flavonoidi a také polyfenola je vétsi v extraktech ze suseného konopi.
Jako i pri méreni polyfenolii, je i zde vidét na obrazku 5.3, Ze nejvice mérenych latek
obsahoval extrakt konopi spolu s olivovymi listy. Pokud porovname grafy celkového obsahu
polyfenoli a flavonoidu (obrazek 5.1 a 5.3) je patrné, ze obsah flavonoidu je nizsi, protoze
patti do skupiny polyfenoli.

Pti porovnani obou odrid je zfejmé, ze obsah flavonoidi je vyssi u Carmagnoly, jako tomu
bylo jiz vyse u polyfenoli. Nazorné je to viditelné na obrazku 5.3. Smés Carmagnoly mé
koncentraci flavonoidii 7,48 &+ 0,06 mg-g~! rostliny konopi a extrakt smési odriidy Ferimon
mé obsah flavonoidt 5,19 + 0,39 mg-g~!.

V kvétech konopi je koncentrovano nejvice aktivnich latek z celé rostliny. A pti porovnani
extrakti podle rozdilné casti rostliny je opét viditelné na obrazku 5.3 i 5.4, Zze extrakt
z kvétl konopi dosahuje nejvyssich koncentraci. U odriiddy Carmagnola obsah flavonoidi
v kvétech dosahuje dvounasobku obsahu flavonoida v kvétech z odridy Ferimon. Z tabulky
9.2 také vyplyva, ze vyssi hodnoty koncentrace smési konopi s bylinami maji vzdy extrakty
s odrtidou Carmagnola.
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Ferimon
Carmagnola
Ferimon
carmagnola

Myrta +Carmagnola
Myrta + Ferimon
Oliva + Carmagnola
Oliva + Ferimon
kopfiva + Carmagnola
kopfiva + Ferimon
ferimon suZeny
ferimon Cerstvy
carmagnola suiena
carmagnola Cerstva

list

i

Smés

o,

[=]

5.0 10,0 15,0 20,0 5.0
c[mg-g]

Obrézek 5.3: Graf celkového obsahu flavonoidu
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Obrazek 5.4: Graf porovnavani odrid - flavonoidy

5.3. Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita extrakti byla zméfena podle postupu metody zvané Trolox Equi-
valent Antioxidant Capacity (TEAC) popsaného v kapitole 4.3.3. Vysledna absorbance je
prumeér tii namérenych hodnot kazdého extraktu. Antioxidacni aktivita byla vypocitana
pomoci kalibra¢ni kfivky, kterda byla sestrojena za pomoci standardu Trolox. Vyslednd
kiivka je y = 0,0011x (pfiloha 5.5), kde byla dosazena prumérna hodnota absorbanci.
Extrakty z éerstvych rostlin byly prepocitany na 1 g suseného konopi. VSechny vysledky
byly zpracovany pomoci programu MS excel.

Jako u predchozich dvou stanoveni je z tabulky 9.3 jasné, ze vyssi antioxidac¢ni aktivita je
u extrakti, které jsou ze suseného konopi. Divod je stejny jako v ptrechozich pripadech,
dekarboxylaci vznikaji dalsi aktivni latky.
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5.3. ANTIOXIDACNI AKTIVITA

P1i porovnani extrakti dvou odrid jde z obrazku 5.6 vycist jako v predchozich stanoveni,
ze nejvyssich koncentraci dosahuji extrakty s odridou Carmagnola. Vyjimku tvori smés
suseného Ferimonu 15,67 + 0,40 mg teac-g~!, kde mizeme piedpoklddat, Ze smés byla
7 vétsl Casti slozena z kvétlt konopi anebo extrakt z Carmagnoly 15,32 4 0,04 mg teac-g~*
obsahoval vice listi1 nez kvéti rostliny.

I z predchozich stanoveni je jiz ziejmé, ze bude vyssi antioxidacni aktivita v extraktech
z kvétid, nez je tomu u extrakt ze smési ¢i listi. V extraktech smési konopi a bylin jed-
noznacné dosahuje nejvyssi antioxidacni aktivity opét smés s olivovymi listy jak doklada
graf na obrazku 5.5. Tyto dobré vysledky olivovych listi mohou potvrdit studie [44] a
[45], které prokazuji velmi vysoké koncetrace aktivnich latek.
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Obrazek 5.5: Graf antioxidacni aktivity
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Obréazek 5.6: Graf porovnavani odrid - antioxidacni aktivity
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5.4. OBSAH KANABINOIDU
5.4. Obsah kanabinoidu

V kapitole 4.3.4 je popsan postup podle kterého byl stanoven obsah kanabinoidi v extrak-
tech z konopi. Kalibra¢ni krivka byla sestrojena za pomoci standardu smeési zkoumanych
kanabinoidii. Rovnice kalibrac¢ni kiivky pro smés CBD a CBG je y = 770 937x, pro CBC
y = 404 310x a pro CBN y = 674 102x. Zvolena metoda pro detekci obsahu ma retenc¢ni
¢asy pro smés CBD a CBG 8,88 min, pro CBN 14,69 min a pro CBC 16,42 min [46].

Tabulka 5.1: Obsah kanabinoidt extraktu z odridy Carmagnola

CBD + CBG CBN CBC
Koncentrace
Extrakt — - — n — N
[pugml™| | [ug-g™] | [pgml™] | [pgg™] | [ugml™] | [ugg™]

Cerstva smés 5 34
Susené smés 534 3 559 6 41 22 145
Suseny kveét 1739 11 594 7 45 53 353
Suseny list 439 2 928

Obsah kanabinoidt v ¢erstvém konopi je velmi maly nebo nedetekovatelny, protoze rost-
liny obsahuji jen jejich prekurzory, coz bylo méreni potvrzeno a je viditelné v tabulkach 5.1
a 5.2. Obsah smési kanabidiolu (CBD) a kanabigerolu (CBG) byla zméfena na 34 ug-g—*.
Nejvyssi koncentrace 11 594 pg-g=t dosdhla smés v extraktu suseného kvétu konopi.

Kanabinoid CBC je metabolitem A%-tetrahydrokanabinolu (THC), kterého muZe byt
v technickém konopi jen ve velmi malém mnozstvi. Proto byl detegovan v malé kon-
centraci.

Kanabichromen (CBC) byl zaznamenén v extraktech ze suseného kvétu, a tudiz i ze smési
suseného kvétu a listit konopi. Nejvyssi obsah byl v suSeném kvétu 353 ug-g=.

Tabulka 5.2: Obsah kanabinoidi extraktu z odridy Ferimon

CBD + CBG CBN CBC
Koncentrace
Extrakt — - — - — -
[pgml™ ] | [pg g '] | [ngml™] | [pg-g7] | [pgml ] | [ug -]
Cerstva smés 8 51
Susené smés 533 3 553 2 12 30 200
Suseny kvét 675 4 500 2 15 69 458
Suseny list 328 2 186 2 12

Jako v tabulce 5.1 pro odridu Carmagnola, tak v tabulce 5.2 je zfejmé, Ze cerstvé konopi
obsahuje nejméné kanabinoidt ze vsech dalsich extraktii.

Jako u predchozi odridy i Ferimon je vyslechténé technické konopi, které mtize obsahovat
malé mnozstvi THC, a tedy i jeho metabolitu CBN, ktery byl v koncentraci 51 pug-g~!.

Smés kanabinoidi CBD a CBG ma4 nejvyssi koncentraci v extraktu z kvétt 4 500 ug-g=?.
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5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA
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Obrézek 5.7: Graf obsahu smési kanabinoidu CBD + CBG

Z obrazku 5.7 lze vycist, ze nejvice kanabinoidti obsahuje odriida Carmagnola. V ex-
traktu z kvéth je vidét patrné velky rozdil mezi odriadami. Carmagnola méla koncentraci
11 594 pg-g~' a Ferimon jen 4 500 pg-g~!.Chromatogram méfeného extraktu Carmagnola
suseny kvét je v priloze 9.4. Smés obou odrud je velmi vyrovnana, to muze byt zapric¢inéno
slozenim danych smési, tedy jaka c¢ast rostliny prevazovala.

Obrazek 5.8 zobrazuje prevazujici obsah CBC v extraktech z odridy Ferimon. Je mozné,
ze Ferimon obsahuje vetsi mnozstvi tohoto kanabinoidu, protoze vyskyt kanabinoidi je
u kazdé odridy jiny.

500

450
400

350
300
250
200
150
100
50
o

Smés kvEt list

¢ [ug- gl

W suiena carmagnola M suieny Ferimon

Obrazek 5.8: Graf obsahu kanabinoidu CBC

5.5. Antimikrobialni aktivita

Podle postupu popsaného v kapitole 4.4 byla stanovena antimikrobidlni aktivita pro ex-
trakty z konopi, extrakty z konopi a bylin, vyrobené ptipravky a komercéni produkty. Ke
stanoveni byl pouzit difuzni agarovy test.
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5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA
5.5.1. Extrakty

Pri stanovovani antimikrobidlni aktivity ethanolovych extrakti byl pouzit 60% roztoku
ethanolu jako slepy vzorek. Tabulka 5.3 uvadi inhibi¢ni zény na vsech zkoumanych
mikroorganismech.

Tabulka 5.3: Antimikrobialni aktivita extraktti proti mikroorganismim

Escherichia Candida Malassezia Micrococcus
s coli glabrata furfur luteus
gﬁ Velikost inhibi¢ni zény [mm]
= | Cerstva smés 7.5 - 1,5 4.4
é?s Susend smeés 8,8 - 2,5 2,0
Suseny kvét 10,5 3,6 2,3 7,3
Suseny list 6,8 3,0 1,8 5,8
g Cerstva smés 7,0 - 2,0 4.2
E | SuSens smés 5.5 2.5 2.5 7.7
O
= | Sugeny kvét 7,0 2,5 2.5 6,3
Suseny list 7.5 - 2,0 7,0
Konfi
opriva + 10 i 18 73
Ferimon
Kobfi
opHiva ¥ 5,5 2,0 3,0 78
Carmagnola
o Oliva +
z e 6.5 ] 3.0 5.7
A Ferimon
Oli
e 7.0 i 2.8 73
Carmagnola
Myrt
yrea + 10,0 2.3 2.3 6,8
Ferimon
Myrt
yrta o+ 8,0 4,0 2.0 75
Carmagnola

7 tabulky 5.3 je zfejmé, Ze nejmensi ucinky meély extrakty na kvasinku Candida glabrata.
I pfesto nejvyssi inhibiéni zénu mél extrakt ze smési myrty a Carmagnoly 4,0 mm.

Vysokych ucinkt extraktit bylo pozorovano u bakterie Escherichia coli. Opét nejvyssich
hodnot dosahoval kvét Carmagnoly. Druhého nejvétsiho rozméru inhibiéni zény dosdhl
extrakt z myrty a Ferimonu. FEscherichia coli patii do skupiny G- bakterii, které mo-
hou zplisobovat rizné kozné onemocnéni s castou tvorbou abscest a zanétlivych casti.
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5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA

Extrakty z danych odriid konopi, by mohly byt pouzity jako doplikova léc¢ba téchto one-
mocnénti.

Na Malassezia furfur nejvice ptisobil extrakt ze smési kopriva + Carmagnola a oliva + Fe-
rimon. Jejich inhibiéni zéna byla 3,0 mm. Druhou nejvétsi inhibiéni zonu vytvoril extrakt
olivy + Carmagoly. Obecné v porovnani s bakteriemi, extrakty z konopi a bylin ptsobily
na kvasinky méné inhibic¢né.

U Micrococcus luteus vidime, ze extrakty z odriudy Ferimon a ze smési konopi a bylin
pisobi vice. Nejvetsi aktivitu prokézal extrakt kopfivy + Carmagnoly. Druhd nejvétsi
zona byla u smési z myrty a Carmagnoly. Na obrazku 5.9 jsou vidét inhibi¢ni zony smési
konopi a bylin na bakterii Micrococcus luteus. Micrococcus luteus patii do skupiny bakterii
G+, coz muze znamenat, ze extrakty z konopi a bylin mohou pomahat pti lé¢eni nemoci,
na kterych se spolupodili i G+ bakterie, napriklad onemocnéni akné.

Podle predpoklad maji nejnizsi hodnoty extrakty z cerstvého konopi. I Kdyz vysokych
inhibi¢nich u¢inka dosahovali u bakterie Fscherichia coli.

V porovnani mezi odridami, je Carmagnola o néco u¢innéjsi nez Ferimon, coz mizeme
pripisovat vyssim koncetracim aktivnich latek, jak bylo vyobrazeno na obréazcich 5.2, 5.4
a 5.6. Nebo také pti stanoveni obsahu kanabinoidi v kapitole 5.4, kdy smés CBD + CBG
v extraktu ze suSeného kvétu doséhla koncentrace 11 594 pg-ml ™.

Obrazek 5.9: Antimikrobidlni aktivita extraktd konopi a bylin na Micrococcus luteus
(13 — listy olivy + Ferimon, 14 — listy olivy + Carmagnola, E — ethanol)

41



5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA

5.5.2. Kosmetické vyrobky
5.5.2.1. gampon

Pri stanoveni antimikrobialni aktivity Samponu byl pouzit jako slepy vzorek sampon, ktery
meél misto extraktu destilovanou vodu. Pro kontrolu inhibice byl aplikovan na Petriho
misky i ethanol a destilovana voda. V tabulce 5.4 jsou uvedeny inhibi¢ni zoény pripravk.

Tabulka 5.4: Antimikrobialni aktivita pfipraveného samponu

Exctrakt Polomér inhibic¢ni zény

E. coli | M. furfur | M. luteus
F-S-list* 1% - 7,3 7,5
F-S-list 1% bez konzervantu - 6,5 7.5
F-S-list 4% 3,3 6,5 7,5
C-S-kvét® 1% 2,0 6,5 8,0
C-S-kvét 1% bez konzervantu - 6,3 7,5
C-S-kvit 4% ] 6,0 7.3
F+0° 1% 2.5 5.8 8.3
F + O 1% bez konzervantu 2,0 5,5 7,5
F+ 0 4% 2.8 6,0 8,9
Ks¢ RYOR 3,5 7,0 7,1

“Ferimon suseny list
bCarmagnola suseny kvét
°Ferimon + olivovy list
dkomeréni sampon

V tabulce 5.4 je vidét, Ze nejmensi uc¢innost mély kosmetické vyrobky proti bakterii
Escherichia coli. Nejlepsich hodnot dosahly 4% koncentrace extraktu ve vyrobcich. Ex-
trakt z odrudy Ferimon suSeny list 4% mél inhibi¢n{ zénu 3,3 mm. AvSak nejvétsi inhibi¢éni
zéonu mél komercni Sampon znacky RYOR.

Pri kvasince Malassezia furfur mél nejvétsi Gcinek Sampon s 1% extraktem ze suseného
listu odridy Ferimon. Nejmensi inhibici vykazoval pripravek z 1% pridavku extraktu
ze smési Ferimon + oliva, ktery neobsahoval konzervant. Ué¢inek komeréniho Samponu
vykazoval az druhou nejvétsi inhibi¢ni zénu.

Nejlepsich vysledktt dosédhly pripravené vyrobky pri ptsobeni proti Micrococcus luteus.
Nejvyssi inhibiéni zény doséhl Sampon se 4% koncentraci extraktu ze smési Ferimon +
oliva. Zény pri této bakterii byly pomérné stejnych velikosti. PTi porovnani Sampont
s konzervantem a bez néj nejsou viditelné rozdily. Sampon s Ferimonem mé inhibiéni
zénu 7,5 mm pro obé verze a u odrudy Carmagnola ma sampon bez konzervantu o 0,5
mm mensi zénu nez Sampon s konzervantem. U této bakterie vykazoval zakoupeny produkt
nejnizsi inhibiéni aktivitu.
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5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA

Obréazek 5.10 vyobrazuje inhibi¢ni zény Samponu Ferimon + oliva na FEscherichia coli.
Lze vidét, ze slepy vzorek také vykazuje inhibici (3,3 mm) viuci tomuto organismu. Tudiz
ucinek samotnych extrakti je velmi minimélni. Antimikrobialni tc¢innost slepého vzorku
muze byt zptisobeno SLES nebo phenoxyethanolem, ktery byl pouzit jako konzervant do
vyrobkii.

Obrazek 5.10: Diftzni agarovy test Samponu Ferimon s olivovym listem na Escherichia coli
(Ks - komer¢ni Sampon, BL - slepy vzorek)
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5.5. ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA

5.5.2.2. Vlasova voda

Antimikrobialni aktivita vlasové vody byla zjistovana pri difuznim agarovém testu, ve
kterém byla jako slepy vzorek pouzita vlasova voda bez pridavku extraktu. Pro kontrolu
jako i v prechozim pripadé byl ptidan ethanol a destilovana voda.

Tabulka 5.5: Antimikrobialni aktivita vlasové vody

Exctrakt Polomér inhibic¢ni zény
E. coli | M. furfur | M. luteus
F-S-list® 1% 3,0 - -
F-S-list 1% bez konzervantu 3,0 - -
F-S-list 4% 6,5 - 1,5
C-S-kvét® 1% 2,0 - -
C-S-kvét 1% bez konzervantu | 2,0 - -
C-S-kvét 4% - - 2.0
F+ 0°1% - - -
F + O 1% bez konzervantu - - -
F+ O 4% - - 2,0
Kv¢ Bione 1.8 3,1 2.0

“Ferimon suseny list
bCarmagnola suseny kvét
“Ferimon + olivovy list
dkomercni voda

V tabulce 5.5 jsou uvedeny inhibi¢ni zony pripravené vlasové vody. U kvasinky Malasse-
zia furfur byl tcinek pripraveného produktu zcela nulovy. U bakterie Micrococcus luteus
pusobily jen extrakty v 4% koncentraci. P¥i Escherichia coli méla nejvétsi inhibicéni zénu
vlasova voda ze 4% extraktu suseného listu odrudy Ferimon. Rozdil mezi vlasovou vodou
s konzervantem a bez néj neni pri Escherichia coli pozorovan. Na obrazku 5.11 je vidét,
ze slepy vzorek nemé zadnou inhibi¢ni zénu, ale i tak je z tabulky 5.5 jasné, ze pripra-
vena vlasova voda ma jen velmi malé ic¢inky. Komercéni vlasova voda vykazovala inhibi¢ni
zony pri kazdém mikroorganismu. Nejvétsi icinek mél zakoupeny produkt u kvasinky

M. furfur.
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Obrazek 5.11: Diftzni agarovy test vlasové vody Carmagnola susseny kvét na Fscherichia
coli (BL - slepy vzorek)
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6. Zavér

Tato bakalarska prace pojednava o vyuziti technického konopi v kosmetickych ptipravcich
proti luptim. Teoretickd ¢ast popisuje kizi, vlasy a jejich stavbu. Dale zahrnuje popis
lupii, jejich pri¢iny a lécbu. Soucasti je i charakteristika konopi a v ném aktivnich latek,
z nichz jsou nejvyznamnéjsi kanabinoidy. Posledni ¢asti je popis vSech pouzitych metod
pri vypracovavani experimentalni ¢asti.

Byly ptripraveny extrakty z konopi a ze smési konopi a bylin. Pro vyrobu ethanolovych
extrakti byly pouzity dvé odridy konopi — Carmagnola a Ferimon. Za 1é¢ivé byliny byly
vybrany olivové listy, listy kopfivy a myrty. Extrakce probihala v 60% roztoku ethanolu.
Byly ptipraveny extrakty z ¢erstvych rostlin konopi (smés) a susenych (smés, kvét, list).
Smeési konopi s bylinami byly pripraveny tti od kazdé odridy, taky aby kazda bylina méla
extrakt s obéma odriidami konopi. Tyto extrakty byly vyuzity pro experimentalni ¢ast.

U extraktt byly spektrofotometricky stanoveny celkové polyfenoly, flavonoidy a antioxi-
dacni aktivita. Nejvétsi obsah polyfenolu a flavonoidu vykazovaly konopné extrakty ze
suseného kvétu a extrakty ze smési, ty, které obsahovaly olivové listy. Vétsi obsah aktiv-
nich latek vykazovaly extrakty odridy Carmagnola. Antioxidacni aktivita byla namérena
vyssi u extrakti odridy Carmagnola. Jako obsah aktivnich latek byl vyssi u suSenych
kvétl, tak i antioxidacni aktivita dosahovala lepsich vysledkt u extraktt z nich. Pravé
v kvétech se nachézi nejvice biologicky aktivnich latek. PTi porovnavani namérenych vy-
sledki extraktii suseného a cerstvého konopi je jednoznacéné vyssi obsah latek v suseném
konopi. Je to zplisobeno dekarboxylaci, ktera probiha béhem suseni. Jiz vyse zminény
vysoky obsah flavonoidii a polyfenoli v extraktech konopi s olivovymi listy ndam mize
pomoci v dosazeni lepsich vysledki.

Obsah kanabinoidii byl urcen pri gradientové eluci ve vysokoucinné kapalinové chromato-
grafii (HPLC). Kanabinoidy CBD a CBG byly stanovovény spole¢né, protoze maji velmi
podobna spektra a nedoslo k jejich rozliseni. Dalsi ze stanovovanych kanabinoidid byly
CBC a CBN. Cerstvé konopi obsahuje jen prekurzory kanabinoidii a tak v extraktu z néj
bylo stanoveno jen malé mnozstvi CBD a CBG. U suseného konopi byl nejvétsi obsah
CBD s CBG u odrudy Carmagnola. Kanabinoid CBC mél nejvétsi vyskyt u odridy Feri-
mon. Posledni stanovovany kanabinoid byl CBN, ktery se v malych mnozstvich vyskytoval
které se v technickém konopi vyskytuje jen v malém mnozstvi. Pfi porovnani extraktt
podle casti rostlin, nejvétsi obsah mél extrakt z kvétt konopi. Tim bylo potvrzeno, ze
kanabinoidy vznikaji v kvétech odkud jsou distribuovany déle v rostliné.

Ukolem bylo pripravit kosmetické vyrobky (Sampon a vlasova voda) s piidavkem extrakti
z konopi a smési konopi a bylin. Pro pripravu byly vybrany jen tii extrakty — Ferimon
suseny list, Carmagnola suseny kvét a smés Ferimonu a olivovych listi. Byly vyrobeny
vzdy t1i typy daného produktu. Aby bylo mozné porovnat, zda konzervant ovliviiuje an-
timikrobialni aktivitu ¢i neovliviiuje, a jak moc velky je rozdil, kdyz se zvysi koncentrace
extraktu o 3 %. Jednoprocentni uc¢inné latky obsazeny v kosmetickych vyrobeich jsou
béZnou praxi komercnich vyrobku. Obsah aktivni latek nad 1% byva spojeno s luxus-
nejsi kosmetikou, kterda nebyva casto dostupna v regalech béznych drogerii. Byl vyroben
kosmeticky pripravek s 1% koncentraci s piidavkem konzervantu, s 1% koncentraci bez
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konzervantu a se 4% koncentraci extraktu. Pro porovnani byl zakoupen komercéni Sampon
a vlasova voda.

Extrakty a vyrobky byly testovany na antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli,
aktivity u kvasinky Candida glabrata. Zatimco nejvyssi ucinky byly pozorovany u bakterie
Escherichia coli. U kvasinky Malassezia furfur byly vysledky inhibi¢nich z6n mezi sebou
podobné.

Pripravené kosmetické vyrobky vykazovaly maly nebo zadny ucinek oproti extrakttm.
Vyrobeny Sampon uc¢inkoval minimalné na bakterii Escherichia coli. Vétsich inhibi¢nich
z6n dosahoval Sampon jak u Malassezia furfur, tak i u Micrococcus luteus. Tyto vysledky,
ale mohou byt zavadéjici, protoze inhibi¢ni zénu vytvoril i slepy vzorek Samponu, coz
muze byt ptripisovano antimikrobialnimu ptisobeni konzervantu nebo SLES. Vlasova voda
neméla skoro zadné antimikrobidlni ucinky. Ale bylo ziejmé, Ze mezi vlasovou vodou
s konzervantem a bez néj nejsou zadné rozdily. Komeréni sampon znacky RYOR vykazo-
val na mikroorganismy podobné inhibi¢ni zény jako pripravené produkty. Vlasova voda
znacky Bione Cosmetics méla antimykoticky tcinek na vSechny mikroorganismy oproti
vyrobené vlasové vodé, ktera inhibovala jen dvé bakterie a to pouze pokud obsahovala
vyssi konentrace extraktu.

Podle ziskanych vysledki je mozné rici, ze konopi je vhodné vyuzivat v kosmetice. K do-
sazeni lepsich vysledku je vhodnéjsi pouzivat konopi susené, a to predevsim jeho kvéty.
7 vysledkl antimikrobialni aktivity lze usuzovat, Ze vyuziti konopného Samponu je mozné
tehdy, pokud bude doplnéné dalsimi pripravky na léceni postizené pokozky lupy. Také
je mozné vyuzit téchto extraktti z odrtid konopi pii koznich onemocnéni zptisobené G+
a G- bakteriemi. G- bakterie jsou pric¢inou abscest a zanétlivych onemocnéni, bakterii
G+ je mozné pozorovat ptri onemocnéni akné. I pti téchto onemocnéni by bylo uzitecné
medikovanou lécbu doplnit pripravky s extrakty z konopi.
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8. Seznam pouzitych zkratek

A

ABTS
BL
C.glabrata
CBC
CBD
CBG
CBGA
CBN
CCM
CcCY

E. coli
HPLC
LB

M. furfur
M. luteus
NB

SD
SLES
TEAC
THC
uv

VIS
YPD

absorbance
2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
blank, slepy vzorek

Candida glabrata

kanabichromen

kanabidiol

kanabigerol

kyselina kanabigerolova

kanabinol

Cesk4 sbirka mikroorganismi (Czech Collection of Microorganisms)
Kulturni sbirka kvasinek (Culture Collection of Yeasts)
Escherichia coli

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

Luria broth

Malassezia furfur

Micrococcus luteus

Nutrien broth

Seboroickd dermatitida

Sodium Laureth Sulfate

Trolox Exquivalent Antioxidant Capacity
A-tetrahydrokanabinol

zareni v ultrafialové oblasti spektra

zareni ve viditelné oblasti spektra

Yeast extrakt peptone dextrose
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Obrazek 9.1: Kalibracni zavislost celkovych polyfenolt
Tabulka 9.1: Obsah celkovych polyfenoli v extraktech
Koncentrace
) (mg - ml™] | [mg - g']
g Cerstvé smés 0,80 £+ 0,01 | 6,15 + 0,04
z SuSend smés 2.00 + 0,03 | 13,31 + 0,14
& Suseny kvét 2,79 + 0,11 | 18,62 £ 0,65
Suseny list 1,61 +£ 0,02 | 10,73 £+ 0,11
5 Cerstvé smés 0,67 £ 0,03 | 4,97 + 0,26
§ Susena smés 1,14 £ 0,05 | 7,59 £ 0,32
= Suseny kveét 1,33 £ 0,05 | 8,85 £ 0,33
Suseny list 1,08 £ 0,09 | 7,20 £ 0,61
Kopriva + Ferimon 1,47 £ 0,01 | 9,78 £ 0,08
- Kopriva + Carmagnola | 1,53 + 0,05 | 10,23 4+ 0,33
ma) Oliva + Ferimon 7,11 + 0,06 | 47,41 + 0,41
- Oliva 4+ Carmagnola | 8,20 4 0,03 | 54,70 + 0,22
Myrta + Ferimon 4,81 + 0,02 | 32,04 + 0,15
Myrta + Carmagnola | 5,49 + 0,06 | 36,57 + 0,38

0,5
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Obrazek 9.2: Kalibracni zavislost celkovych flavonoida
Tabulka 9.2: Obsah celkovych flavonoidt v extraktech
Koncentrace
3 mg - ml™'] | [mg - g]
E Cerstvéa smés 0,47 £ 0,00 | 3,60 + 0,00
§D Susena smeés 1,12 +£ 0,01 | 7,48 £ 0,06
—~
S Suseny kvet 1,60 £+ 0,03 | 10,67 £ 0,17
Suseny list 1,10 £ 0,02 | 7,35 £ 0,04
g Cerstva smés 0,35 + 0,04 | 2,56 4+ 0,24
§ Susena smeés 0,78 + 0,05 | 5,19 + 0,36
[eD)
~ Suseny kvét 0,82 + 0,12 | 5,44 + 0,80
Suseny list 0,72 + 0,10 | 4,82 4+ 0,64
Kopriva + Ferimon 0,53 &£ 0,01 | 3,55 & 0,06
- Kopriva + Carmagnola | 0,73 £+ 0,05 | 4,85 + 0,33
'S Oliva + Ferimon 2,83 & 0,01 | 18,84 + 0,04
n
Oliva + Carmagnola | 3,55 4+ 0,01 | 23,69 + 0,10
Myrta + Ferimon 0,55 £ 0,11 | 3,65 &£ 0,73
Myrta + Carmagnola | 0,89 + 0,08 | 5,92 + 0,53
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Obrazek 9.3: Kalibracni zavislost antioxidac¢ni aktivity
Tabulka 9.3: Antioxidac¢ni aktivita extrakti
Koncentrace
) (mg - ml™"] | [mg - g']
é Cerstva smés 1,68 + 0,02 | 12,97+ 0,15
z SuSend smés 2.30 + 0,01 | 15,32 + 0,04
5 Suseny kvét 2,78 + 0,05 | 18,51 4+ 0,30
SuSeny list 2,20 + 0,00 | 14,65 + 0,01
5 Cerstvé smés 1,40 £+ 0,06 | 10,30 + 0,48
§ Susena smes 2,35 4+ 0,06 | 15,67 £ 0,40
= Suseny kvét 2,50 + 0,02 | 16,66 + 0,10
SuSeny list 1,88 4+ 0,01 | 12,53 £ 0,08
Kopriva + Ferimon 1,85 4+ 0,01 | 12,30 + 0,09
- Kopriva + Carmagnola | 2,00+ 0,02 | 13,33 4+ 0,15
= Oliva + Ferimon | 5,17 & 0,02 | 34,45 + 0,14
” Oliva + Carmagnola | 5,26 + 0,02 | 35,09 + 0,12
Myrta + Ferimon 2,48 £+ 0,01 | 16,55 £ 0,09
Myrta 4+ Carmagnola | 2,60 £ 0,01 | 17,32 4+ 0,08
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Obrézek 9.4: Chromatogram extraktu suseného kvétu odridy Carmagnola
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