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Abstrakt

Konopi patii diky svému velkému obsahu latek mezi vyznamné rostliny vykazujici
lécebné ucinky. Tato bakalaiska prace se zabyva vyuzitim konopi v kosmetice proti
akné. V teoretické Casti je popsana charakterizace konopi a jeho aktivnich latek. Dalsi
kapitoly se vénuji akné a bakterii Propionibacterium acnes, ktera se na jeho prub¢hu
podili. V experimentalni ¢asti byly pouzity extrakty dvou odriid konopi seté¢ho (Ferimon
a Carmagnola), u nichZ byl sledovan obsah antioxidantli a kanabinoidi. Dale byly
vyrobeny kosmetické piipravky s obsahem konopnych extrakti a byly pofizeny
I komer¢ni produkty. U extraktd i kosmetickych pfipravkd byl pozorovan jejich
inhibi¢ni ucinek proti Propionibacterium acnes. Dale byl testovan i Micrococcus luteus,
Candida glabrata a Escherichia coli. Z dosazenych vysledkt vyplyva, ze nejvétsi
mnozstvi aktivnich latek obsahuji extrakty suSené¢ho kvétu. Konopné extrakty ptisobily
proti grampozitivnim bakteriim, u kosmetickych ptipravkt byl ¢inek minimalni nebo
zadny.

Klicova slova:

konopi, kanabinoidy, aktivni latky, akné, Propionibacterium acnes

Abstract

Hemp belongs among important plants with therapeutic effects thanks to its high
content of substances. This bachelor thesis brings information about the use of hemp in
acne preparations. The theoretical part of this thesis focuses on the characterization of
hemp and its active substances. The next chapters deal with acne and
Propionibacterium acnes, which is involved in the course. For the experimental part,
the extracts of two hemp varieties (Ferimon and Carmagnola) were characterized in
terms of antioxidant and cannabinoid presence. The cosmetic preparations with hemp
extract content were prepared and commercial products were purchased too. In both the
extracts and the cosmetic preparations, their inhibitory effect against Propionibacterium
acnes was observed. Micrococcus luteus, Candida glabrata and Escherichia coli were
also tested. The results show that dried hemp flower extracts contain the largest amount
of active substances. All hemp extracts had effect against gram-positive bacteria, in
cosmetic preparations it was minimal effect or no effect.

Keywords:
hemp, cannabinoids, active substances, acne, Propionibacterium acnes
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1 UVOD

Historie konopi sahd nékolik tisic let zpét do oblasti stiedni Asie. M4 mnohostranné
vyuziti, nebot’ nachazi uplatnéni nejen v pramyslu pro vyrobu kvalitniho vldkna, ale
diky obsahu biologicky aktivnich latek ma také velké vyuziti v kosmetice a farmacii.
Seminka konopi nachézeji uplatnéni v potravinafstvi diky vysokému obsahu mastnych
kyselin.

V konopi byla objevena skupina strukturné podobnych sloucenin oznacovéana jako
kanabinoidy. Pravé tato skupina latek ma podil na 1é¢ivych tcincich konopi. Zaroven
ma ale ucinky psychoaktivni, ¢ehoz je zneuzivano k ptipravé drogy. Psychoaktivni
ucinek je piifazen skupiné tetrahydrokanabinoidii. NejzndméjSim a nejvyznamnéjSim
zastupcem této skupiny je A°-tetrahydrokanabinol (THC). Bylo tedy vyslechténo konopi
technické s nizkym obsahem A°-tetrahydrokanabinol (THC), jehoz mnoZstvi v dané
rostlin€ je dano zdkonem, ale zarovei si zanechava lé¢ivé ucinky.

Propionibacterium acnes je grampozitivni bakterie, ktera ma vliv na rozvoj akné. Toto
onemocnéni postihne pfevaznou vétSinu lidi alespoil jednou za Zivot. Jednou z mozZnosti
1&¢by je praveé vyuziti kosmetickych ptipravkl s obsahem konopi, pfi¢emz se nejcastéji
vyuziva konopny extrakt nebo ole;j.

PredloZzena bakalaiska prace se zabyva charakterizaci konopi z hlediska obsahu
aktivnich latek a jeho vyuziti do kosmetickych ptipravkl proti akné. V experimentalni
casti byly pouzity dvé odridy technického konopi (Ferimon a Carmagnola).
U konopnych extraktl byl stanoven obsah aktivnich latek (antioxidantl a kanabinoida)
a jejich antimikrobialni aktivita. U kosmetickych pfipravki byla zkoumana jejich
antimikrobialni aktivita.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Konopi

Konopi je jednoleta rostlina, kterd podle odridy a riistovych podminek dosahuje rizné
vysky. Péstuje se téméi vyhradné ze semen. Je Siroce rozSifend, coz je zpiisobeno jeji
vysokou schopnosti adaptace [1,2].

2.1.1 Historie

Nejstarsi zminky o pouzivani Cannabis pochazeji z doby pied sedmi tisici lety ve staré
Babylonii. Avsak nejvice se péstovalo a viestranné vyuzivalo v Ciné. Dlouhé a pevné
vlakno ze stonku se uvoliiovalo pomérné¢ jednoduchymi technologiemi a vyuzivalo se
K vyrobé odévil, siti a lan. Cifiané ale nevyuzivali pouze vlakno. Konopna semena
patfila k nejpouzivanéjSimu zrni. Jako potrava se vyuzivalo az do 2. stoleti pf. n. 1., pak
bylo nahrazeno chutngj$imi a produktivngj§imi obilninami. Ciflané se nau¢ili ze semen
lisovat cenny olej, ktery se pouzival na vateni ¢i vyrobu mydla. Po lisovani zbyly kola¢
se stal vyzivnym krmivem pro domaci zvitata. Do Evropy se konopi dostalo severni
cestou 2800 let pt. n. 1. diky Skytim. Konopné vlakno se stalo hlavni plodinou v historii
témet kazdé zemé. Jiz na konci 19. stoleti se zaCaly objevovat snahy o regulaci obchodu
S opiaty a konopnymi drogami. Odridy konopi s velmi nizkym obsahem THC se
podafilo vyslechtit v poloviné 80. let 20. stoleti [1,3,4].

2.1.2 Legislativa v CR

Podle zakona ¢&. 167/1998 Sb. o navykovych latkach je povoleno v Ceské republice
péstovani technického konopi do obsahu THC 0,3 % a to do celkové plochy 100 metrti
¢tvere¢nich bez ohléaseni.

Péstovat konopi s vy$§im obsahem THC (pro l1éebné ucely) miiZze pouze pravnicka
nebo podnikajici fyzicka osoba, které byla udélena licence Statnim ufadem pro kontrolu
1€¢iv [5].

2.2 Botanicka charakterizace konopi

2.2.1 Taxonomické zarazeni

Za prvni oficidlni botanicky popis konopi je povaZzovan ten od Svédského botanika
Carla Linného. Ten nalezl konopi v roce 1737 pfi putovani po Indii v podhuifi Himalaje
a nazval ho Cannabis sativa (konopi seté). Véfil, Zze nasel jediny druh tohoto rodu.
V roce 1785 vSak pojmenoval a popsal francouzsky biolog Jean Baptiste de Lamarck
jiny druh Cannabis indica (konopi indické). Treti druh pak v roce 1924 objevil Dmitrij
E. JaniSevskij v jihovychodnim Rusku. Slo o Cannabis ruderalis (konopi rumigtni).
Konopi je zafazeno do ¢eledi konopovité (Cannabaceae). Tuto ¢eled’ sdili konopi pouze
S jednim dal$im rodem, a tim je chmel. Tato botanickd piibuznost ma jeden zasadni
rozdil, nebot pryskyfi¢na latka produkovana chmelem neobsahuje kanabinoidy [1,2,3].



Obrazek 1: Botanickd klasifikace konopi [3] - upraveno

2.2.2 Morfologicka charakteristika

Konopi je jednoleta dvoudoma rostlina, coz znamena, ze tvofi na jedné rostliné samici
a na druhé samci kvétenstvi. Samci rostliny jsou Casto Stihlejsi, vyssi a diive kvetou.
V samicich kvétech pak dozravaji semena. Vyskytuji se i jednodomé rostliny, které jsou
hospodarsky nejvice vyuzivané. Byly vySlechtény v 70. letech 20. stoleti. Péstovani
jednodomych rostlin umoziuje zajistit rovnomérné opyleni kvéti a tim 1 vyrovnanou
produkci semene, protoze u jednodomych odriid se samici i sam¢i kvétenstvi vyskytuje
na jedné rostling.

Konopi ma koten kolmy, ktlovity a Siroce vétveny. Hlavni kofen mtze byt az metr
dlouhy, vlase¢nicové kofinky jsou nepostradatelné pro vyZivu a vyvoj rostliny.
U dvoudomych odrid byva kofen sam¢i rostliny méné vyvinuty neZ u rostlin samicich.

Stonek konopi je pfima lodyha, ktera dorlista az Sesti metrti. Jeho sila se pohybuje od
3 do 60 mm. Lodyha je ¢tyt az Sestihranna a pokryta drobnymi chloupky. Zelena barva
stonku pifechazi v obdobi plného rlstu do citronové zelené az hnédé barvy. Vnitiek je
duty s dfevnatym jadrem. Konopné vldkno patii mezi nejdelsi a nejpevnéjsi vlakno
Vv rostlinné #isi.

Listy jsou syté¢ zelené, dlanité slozené, tfi az tfinacticetné. Konopny stonek je odspodu
az po kvétenstvi osazen listy vstiicné, pficemz v kvétenstvi je jejich osazeni husté&jsi.
Kvéty samcich rostlin vyrtstaji v uzlabi kvéti a v dobé plného kvétu vytvareji velké
mnozstvi pylu. Vitr ho dokaze roznést az do vzdalenosti 12 km. Sam¢i rostliny kvetou
20 az 25 dni a po uvolnéni pylu odumiraji. Samici kvéty jsou rozlozeny v horni ¢asti
rostliny. Samici rostliny za¢inaji kvést o 3 az 10 dni pozdé&ji nez saméi. Nezavisle na
opyleni mohou riist dalsi 2 az 5 mésicu.

Plodem je vejcita jednosemenna nazka neboli semeno. Jeho velikost se pohybuje od
2 do 5 mm. Barva konopného semene je Sedozelend, tmavohnéda az Cernad s jemnym
mramorovanim [2,3,6].

2.2.3 Morfologické rozdéleni

V rodu konopi (Cannabis) rozliSujeme tiéi hlavni druhy (viz Obrazek 2). Pro
hospodaiské tucely se péstuje takika vyhradné konopi seté. Rozdily mezi jednotlivymi



druhy postupné vedly k tomu, Ze nékteré byly vyslechtény pro vyrobu vldken, zatimco
jiné jsou vhodngjsi pro zisk kanabinoidu [4,6].

Obrdazek 2: Tri zakladni druhy konopi [3]- upraveno

2.2.3.1 Konopi seté (Cannabis sativa)

Konopi seté je nejrozsitenéjsim druhem konopi pochazejici ze stiedni Asie. Dosahuje
vysky az 6 metrl, rostlina je $tihla s fidSimi listy svétle zelené barvy. Roste hlavné
v mirném klimatickém pasu. Podle typu podnebi lze konopi seté dale rozlisit do Ctyf
skupin: severni, stfedoruské, jizni a stiedoevropské. V Ceské republice se péstuji
piedevsim odrudy stfedoruské a stiedoevropské [2,3,4].

Obrdzek 3: Konopi seté [31]- upraveno

2.2.3.2 Konopi indické (Cannabis indica)

Konopi indické dorista vysky 1,5 m. Je to kefovita rostlina, zna¢né se vétvi hned od
spodu. Listy jsou velké a tmavé zelené s hustym kvétenstvim. Vyskytuje se predev§im
v tropickych a subtropickych oblastech. Pro evropské zemédélstvi nema hospodaisky
vyznam, v Asii roste divoce, nebo se pestuje pro pryskyftici v Indii, Afghanistanu, Iranu,
Turecku a severni Africe. V naSich klimatickych podminkéach se obsah THC pohybuje
od 1,5 % - 9 %. V Ceské republice je jeho péstovani zakazano [2,3,4,7].
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Obrazek 4: Konopi indické [31] — upraveno

2.2.3.3 Konopi rumistni (Cannabis ruderalis)

Rostlina dortistd do vySky kolem 1 metru. Stonek je tenky, slabé vlaknity a olistény.
Jednd se plevelnaty druh, ktery roste plané v ruskych tundrach a tajgach. Konopi
rumistni je odolné vué¢i $klidcim a nemocem a nenaro¢né na pudu a podnebi. Jeho
vyznam tkvi hlavné pfi kfizeni novych odrad [2,3,7].

Obrazek 5: Konop? rumistni [31] - upraveno

2.3 Chemickeé slozeni

V soucasné dobé bylo popsano 483 sloucenin, které¢ mizeme v konopi nalézt. VétSina
Z nich patii k latkdm béZné rozsifenych v zivych organismech. Jednd se o primarni
i sekundarni metabolity. Konopi obsahuje aminokyseliny, sacharidy, proteiny,
jednoduché kyseliny, amidy, aminy, kvartérni baze, aldehydy, ketony, alkoholy, estery,
laktony, vitaminy, pigmenty, uhliitany, terpeny, steroidy a dal§i. Kromé téchto
béznych latek se v konopi nachazi specifické latky zvané kanabinoidy [7,8].

2.3.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy jsou fenolické latky, které patii mezi sekundarni metabolity. Konopi je ve
svéte rostlin jediny znamy rod, ktery produkuje tyto chemické latky. Je zndmo ptes 100
riznych kanabinoidd. Jejich chemicka struktura je velice podobnd, zakladem je
resorcinolovy kruh. Pivodné existuji kanabinoidy ve formé svych kyselin. Pfi suSeni
pak dochézi k dekarboxylaci. Kyseliny kanabinoidii nejsou psychoaktivni, ale nékteré

-----

vvvvvv

(CBG), Kanabichromen (CBC), Kanabidiol (CBD), Kanabinol (CBN)
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a Tetrahydrokanabivarin (THCV). VétSinou se v jedné rostliné nachazi tii az 4 typy
kanabinoidd v relevantni koncentraci a ostatni pouze Ve stopovém mnoZzstvi nebo
vibec [8].

Tabulka 1: Nejvyznamnéjsi typy kanabinoidu [9,10]- upraveno

STRUKTURA NAZEV VLASTNOSTI

analgeticky, antioxidant,

kanabidiol (CBD) antibioticky, protiplisiiovy

antifungalni, analgeticky,
kanabigerol (CBG) sedativni, cytotoxicky pro
karcinogenni bunky

rrrrr

kanabinol (CBN) bun¢k v kostni dfeni, inhibice

antifungdlni, analgeticky,

> _ e .
P kanabichromen (CBC) p'ro.tlz,eme,thvy’ Sede,‘tw,m’
. antibiotické, cytotoxicky pro

karcinogenni bunky

A®- . o
. psychoaktivni, antioxidant,
tetrahy?;&‘gnabanI protizanétlivy, proti svédéni

2.3.2 Nekanabinoidni slozky

2.3.2.1 Flavonoidy

V konopi se vyskytuje asi 21 riznych flavonoidl a vétSinu z nich najdeme i v jinych
rostlinach. Jejich ukolem je chranit rostlinu pfed Skodlivymi ucinky ultrafialového
zafeni nebo slouZi jako barvivo. Mezi flavonoidy vyskytujici se v konopi patii napf.
quercetin, ktery ma za ukol chranit bunky ptfed skodlivym pusobenim volnych
radikala [8,11].

2.3.2.2 Terpeny

Terpeny tvoii nejvétsi skupiny rostlinnych latek. V konopi jich bylo identifikovano vice
nez 100. Jsou zodpovédné za aroma rtiznych druhti. Terpeny se skladaji z izoprenovych

jednotek a podle jejich poctu se déli na monoterpeny s 10 uhliky, seskviterpeny s 15
uhliky a triterpeny s 30 uhliky. Jejich obsah a distribuce v rostliné zavisi na mnoha
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parametrech, hlavné rastovych podminkadch a zralosti rostliny. V rostliné konopi
dominuji monoterpeny, které byly detekovany v kvétu, listu i kofenu. Hlavnimi zastupci
jsou D-limonen, B-myrcen, a- a B-pinen, terpinolen alinalool. Béhem rastu pfi
standardnich podminkach byla zji$téna pozitivni korelace kanabinoidl s terpeny, coz
muize byt zpluisobeno tim, ze mono- a seskviterpeny jsou syntetizovany ve stejnych
zlazovych trichomech jako kanabinoidy [11].

2.4 Vyuziti konopi

Jiz v historii mélo konopi opravdu Siroké vyuziti. Konopné vldkno je pevné, trvanlivé
odolné a biologicky rozlozitelné. Téchto vlastnosti se vyuzivalo k vyrob¢ stavebnich,
textilnich a papirenskych vyrobkii. Postupem casu, kdy byly objevovany jeho
blahodarné ucinky, se zacalo konopi vyuzivat jako 1écebny a kosmeticky prostiedek.
Péstovani konopi je oproti péstovani jinych rostlin ve vztahu Kk Zivotnimu prostiedi
vyjimecné Setrné. Piikladem miize byt jeho kofenovy systém, ktery proristd do znacné
hloubky, provzdu$iuje ptudu, zvysSuje jeji schopnost zadrzovat vodu a zabrafiuje
erozi [4].

( Y
KOUDEL—papir,
izolace, netkané
textilie, plasty

VLAKNO—piize,

STONEK orovazy

PAZDERI—

podestylka,
| stavebniny, palivo

[ Y

OLEJ—potraviny,
kosmetika

~
e

SEMENO

POKRUTINY—
mouka, krmivo

Obrdzek 6: Schéma zachycujici asti konopné rostliny a jejich mozné vyuziti [4]- upraveno

2.5 Kize

Kize je nejvétsi télesny organ. Pokryva celé nase télo a v télesnych otvorech prechazi
na sliznici. U dospé&lého ¢loveka piedstavuje plochu 1,5-2 m? a jeji vaha tvoii asi 1/6
celkové vahy téla. Hlavni funkci kiize je ochrana proti vnéj$im fyzickym, chemickym

13



I biologickym vlivim. Neméné dilezita je i jeji role v termoregulaci a ochrané proti
nadmérné ztrat€¢ vody. Klze je tvofena tiemi zakladnimi vrstvami - pokozka, Skéra
a podkozni tkan [12,13].

Obrdzek 7: Stavba kiize [15]- upraveno

2.5.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka neboli epidermis je povrchova vrstva kuze, jejiz tloustka se pohybuje od 0,03
do 0,2mm. Sklada se z n¢kolika vrstev. Na povrchu se nachazi rohova vrstva (stratum
corneum), pod ni pak vrstvy zrnita (stratum granulosum) a ostnita (stratum spinosum).
Nejhlubsi vrstva se nazyva bazalni (stratum basale).

Povrch rohové vrstvy je pokryt souvislym lipoidnim filmem, ktery je tvofen produkty
mazovych Zlaz, potnich zlaz a olupujici se rohovinou. Spole¢né s rohovou vrstvou tak
zajist'uje nejen mechanickou odolnost ktize.

Zivotni cyklus zrani bundk pokozky od bazilni vrstvy aZz po rohovou vrstvu trva
priblizné 28 dni. Béhem této doby se bunétné jadro rozpadd a bunky se oplostuji
a vznikaji tak ploché, bezjaderné bunky rohové, které tvoii rohovou vrstvu.
Zrohovatélé bunky se pak olupuji ve formé drobnych Supinek. Tyto odloupané
zrohovatélé builky jsou pribézné nahrazovany novymi, ¢imz je zajiSténa spravna
regenerace kize.

Epidermis nema vlastni cévni systém a musi tak byt vyzivovana difuzi ze Skary
[12,13,14,15].

2.5.2 Skara (dermis, corium)

Stfedni cast klize je SirSi vrstvou nez piechozi, jeji tloustka dosahuje az 3 mm. Je to
gelova hmota obsahujici vodu, elektrolyty, bilkoviny, aminokyseliny a sacharidy. Jeji

14



dalsi soucasti jsou kolagenova a elasticka vlakna, které maji odpovédnost za pevnost
a pruznost kiize. Diky svému sloZzeni Skara urCuje napéti (turgor) a pruznost (elasticitu)
ktze. V pribéhu zivota se starnutim a ztratou vlhkosti tato struktura méni [12,13,15].
Prochéazeji tu takové cévni a nervova zakonCeni. Zaroven do Skary zasahuji kozni
adnexa, ktera délime na Zlazova a keratinizovana. Mezi Zlazova adnexa patii mazové
a potni zlazy, mezi keratinizovana pak vlasy, nehty a chlupy [15].

2.5.3 Podkozni tkan (tela subcutanea)

Nejhlubsi vrstva klize je tvofena prevazné tukovou a vazivovou hmotou. Mezi tukovymi
bunikami prochazi krevni a lymfatické cévy a nervy. Tloustka této vrstvy na raznych
mistech téla kolisd. Jeji funkci je hlavné ochrana vnitfnich orgéni proti teplotnim
rozdiliim i proti mechanickému poskozeni [15].

2.6 Testované organismy

2.6.1 Escherichia coli

Doména: Bacteria; Kmen: Proteobacteria; Tiida: Gamma Proteobacteria;
Rad: Enterobacteriales; Celed: Enterobacteriaceae; Rod: Escherichia;
Druh: Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativné anaerobni gramnegativni bakterie ty¢inkovitého tvaru.
Bézné se vyskytuje ve stieve, kde plisobi proti patogenim stieva, syntetizuje vitaminy
A, B, K. Je nejbéznéjSim indikatorem fekalni kontaminace vody, slouzi jako model

genového inzenyrstvi (sekvenace celého genomu) a producent riznych latek (napf.
inzulin) [16,26].

2.6.2 Micrococcus luteus

Doména: Bacteria, Kmen: Actinobacteria; Ttida: Actinobacteria;
Rad: Actinomycetales; Celed: Micrococcaceae; Rod: Micrococcus; Druh: Micrococcus
luteus

Micrococcus luteus je aerobni grampozitivni bakterie. Vyskytuje se na pokozce savcd,
Vv potravinach, v pud¢, vzduchu a vod¢ [16].

2.6.3 Candida glabrata

Doména: Fungi; Kmen: Ascomycota; Ttida: Saccharomycetes;
Rad: Saccharomycetales; Celed: Saccharomycetaceae; Rod: Candida; Druh:Candida
glabrata

Candida glabrata je haploidni kvasinka, ktera jako jedina z rodu Candida netvofii pfi
teploté nad 37°C pseudohyfy. Patii mezi nejCastéjsi pti¢iny kandidozy. Po proniknuti
bunék do krevniho obéhu zpiisobuji infekce. Problémem je rezistence viici
antimykotikiim, konkrétn¢ azoliim [17,29].
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2.6.4 Propionibacterium acnes

Doména: Bacteria; Kmen: Actinobacteria; Tfida: Actinobacteria;
Rad: Actinomycetales; Celed: Propionibacteriaceae; Rod: Propionibacterium;
Druh: Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes je grampozitivni anaerobni bakterie netvofici spory. Je
soucasti bézné flory kize, ustni dutiny, tlustého stfeva, spojivky a vnéjSiho ustniho
kanalu. Pfestoze je povazovana za anaerobni, dokaze tolerovat kyslik az do 100 %
nasyceni. Pak ale roste za snizené rychlosti.

Propionibacterium acnes je patogen, ktery zpusobuje fadu infekci a je spojen s fadou
zanétlivych stavi. Nejzndméjsi je pro svou ulohu v akné vulgaris, ale je spojovan
sfadou dalSich stavl, jako je sarkoiddza, synovitida, hyperstdza nebo osteitis.
Propionibacterium acnes produkuje fadu exocelularnich enzymti a metabolitl, které
mohou pfimo poskodit hostitelskou tkan.

U Propionibacterium acnes bylo identifikovano Sest fylogenetickych skupin IA1, IA2,
IB, IC, Il a Ill. V poslednich dvou letech bylo navrzeno rozdéleni do tfi poddruhti na
zaklad¢é morfologickych rozdili: fylotyp I, IT a III. [18,19,20].

\

IAl1 I n

Obrazek 8: Propionibacterium acnes [18] - upraveno

2.7 Akné

Akné je zanétlivé onemocnéni mazovych zlaz a vlasovych vacku. Vyskytuje se
pfevazné na horni poloviné téla, tedy v oblasti obliceje, na horni ¢asti hrudniku, zadech
a ramenou. V téchto oblastech se totiz nachazi nejvétsi mnozstvi mazovych Z1az. Béhem
puberty postihuje okolo 80% mladych lidi, jesté asi 20% populace ji trpi i po 25. roku
Zivota.

Akné neni nakazlivd infek¢ni choroba, v prvni fazi jeji ptfi¢inou nejsou mikroby. Ty
zpusobuji az zanétlivou komplikaci po zvySené tvorbé mazu.

Jsou znamy i zvlasStni formy akné, mezi které patii napt. akné oleosa, které vznika pfi
praci s olejem a mazadly, dale akné chlorina, které zplsobuji chlorované uhlovodiky.
Poslednim ptikladem je akné bromina, iodina, které se tvoii pti dlouhodobéjsi 1écbé
jodem nebo bromem [12,13,15,21].
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2.7.1 Vznik a pribéh akné

Akné se fadi mezi tzv. multifaktorialni onemocnéni, protoze na jeho vzniku se podili
mnoho faktord, jak vnitinich, tak vnéjSich. Zejména vnitini pfi¢iny maji velky vliv na
pribéh choroby. Vnéjsi pri¢iny maji uz jen druhotny vyznam.

Prvnim faktorem je zvySena tvorba kozniho mazu. Za zvysenou ¢innost mazovych zlaz
jsou zodpovédné androgeny, coZ jsou pohlavni hormony. Cinnost mazovych 714z je také
ovlivnéna hormony podvésku mozkového, Stitné zlazy a plsobenim centralniho
nervového systému. Césteénd je funkce ovliviiovana i dietou, duSevnim stavem &
nekterymi 1€ky.

DalSim faktorem je zvySena a zrychlend produkce zrohovatélych bunék ve folikulech
a ve vyvodech mazovych zlaz. Tyto rohové buiiky disponuji zvySenou piilnavosti, coz
stézuje jejich odlucovani a tim blokuji uvolfiovani mazu na povrch kiize. Pak dochazi
K ucpavani folikulu mazové zlazy a hromadéni mazu.

Faktorem, ktery se uplatiiuje az v prubéhu onemocnéni, je bakteridlni flora. Hlavnim
zastupcem je Propionibacterium acnes.

Mezi dalsi faktory se tadi dédi€nost, psychosomatické souvislosti, nékteré Iéky,
potraviny a mnoho dalSich faktord.

Samotny vznik akné mé své pocatky ve vyvodech folikulu mazovych Zlaz. Zde totiz
dochazi ke zvySenému ulpivani rohovych Supinek i ke zvySené tvorbé mazu. Tim se
vyvod ucpava a vytvareji se mikrokomedony.

Rohové buiiky ptibyvaji a hromadi se, tvofi se uzaviené a oteviené komedony, coz je
prvni viditelny projev akné.

Vyvod mazové zlazy je kvili komedoniim uzavien a tim vznika ideélni prostfedi pro
pomnozeni bakterii, zejména anaerobniho Propionibacterium acnes. Tato bakterie
produkuje enzymy, které S$tépi tuky na mastné kyseliny a n¢které z nich pak nepiiznivé
pusobi na sténu folikulu tak, Ze se stdva méné odolnou. Snadno pak dojde k prasknuti
folikularni stény, jeji obsah je cizorodou latkou a dojde k zanétlivé reakei.

Dalsim rozvojem vznikaji pupinky, neStovicky, viidky a dal$i. Tézky zanét mize
zpusobit az zni¢eni celé mazové zlazy a na tomto misté pak vznika jizva [13,15].

2.7.2 Lécba akné

2.71.2.1 Mistni terapie

Mistni (lokalni) terapie se vyuziva hlavné u mirného aZ stiedné tézkého akné.
Doporucuje se jejich preventivni aplikace. Do této skupiny patii klasické prostredky,
retinoidy, antibiotika, bezoylperoxid a kyselina azelainova [15].
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Tabulka 2: Prehled lécby mistni [15]- upraveno

lé¢ivo ucinek
kyselina salicylova keratolyticky, komedolyticky
retinoidy protizanétlivy, komedolyticky
antibiotika protizanétlivy, antimikrobialni
benzoylperoxid antibakterialni
kyselina azelainova | komedolyticky, antibakteridlni, protizanétlivy

2.1.2.2 Celkova (systémovd, vnitini) lécba

Tato 1écba ptichdzi na fadu ve chvili, kdy jiz t€z§i a tézké formy akné dostatecné
nereaguji na lokdlni terapii. Vyuziva se 1écba antibiotiky, hormondlni ¢i
vakcinoterapie [15].

Tabulka 3: Prehled lécby celkové[15] - upraveno

1é¢ivo ucinek
antibiotika protizanétlivy, antibakterialni
hormonalni antikoncepce shizena tvorba mazu
vakcinoterapie antibakterialni

2.1.2.3 Dalsi moZnosti individudlné dopliiujici lé¢bu akné

Tyto moZnosti dopliluji zevni a vnitini 1écby, nebo se vyuzivaji po odhojeni zanétlivych
projevi v dal§i péci o plet se sklonem k akné. Do této skupiny mlzeme zatadit
1ékatskou kosmetiku, fototerapii, terapii pomoci lasert, kryoterapii, chirurgické metody
a zivotospravu [15].

Tabulka 4. Prehled lécby doplnujici [15] - upraveno

1é¢ivo ucéinek

lékarska kosmetika

fototerapie

laserova terapie | lepsi stav pleti, feSeni ptidruZzenych projevi (jizvy)

kryoterapie

chirurgické metody

2.7.3 Vliv aktivnich latek konopi na 1é¢bu akné

Na 1écbu akné se vyuzivaji hlavné konopné extrakty s obsahem ucinnych latek. Vyuziva

-----

produkci mazu, coZ ma vliv na pribeh akné. Lze také pouzit extrakt ze semen konopi.
Studie, ktera zkoumala vliv krému s 3 % obsahem extraktu ze semen, zjistila, Ze obsah
mazu byl sniZen pfi pouzivani krému po dobu 12 tydnut [22].
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2.8 Pouzité metody k analyze

2.8.1 Extrakce

Extrakce je dé€lici proces, jehoz principem je ptechod slozky mezi dvéma vzijemné
prakticky nemisitelnymi kapalinami nebo kapalnou a tuhou fazi. Pti extrakci kapaliny
kapalinou pirechazi extrahovana latka zjedné kapalné faze do druhé, dokud se
neustanovi rovnovaha. Podminkou je, aby polarita rozpoustédla ptiblizn¢ odpovidala
polarité extrahované latky. Vyuziva se vytfepavani, kdy je latka v roztoku extrahovana
pouze jednou davkou rozpoustédla, dale perforace, kdy je naopak latka extrahovana
kontinualn€. U extrakce pevnych latek mluvime o vyluhovani. Pfechod latek z pevné
smési do rozpoustédla muze probihat bud’ za laboratorni teploty a poté extrakci
nazyvame maceraci, nebo lze pouzit rozpoustédlo o vyssi teploté¢ a jde tak o digesci.
Zbyla nerozpusténa smés pevnych latek se obvykle oddéluje filtraci.

Vyuziva se také extrakce pevné latky kapalinou za pouziti Soxhletova aparatu. Ve varné
barice se destiluje rozpoustédlo a jeho pary kondenzuji v chladici. Kondenzat postupné
vypliiuje prostor s extrakéni patronou, ve které je vzorek. Vyska hladiny kapalné faze
postupné roste, az dosahne ptrepadu. Kapalna faze, ktera obsahuje extrak¢ni ¢inidlo
a vyextrahovany analyt, se pfevede zpét do varné banky a proces se znovu opakuje. Po
ukonceni extrakce obsahuje varna batika smés analytu a extrakéniho ¢inidlo, které se od
analytu oddé€luje napiiklad destilaci [23,24,25].

2.8.2 UV-VIS spektrofotometrie

Absorpéni spektrofotometrie je analytickd metoda, kterd vyuZiva vymeény energie mezi
elektromagnetickym zafenim a hmotou. Zafteni, které je ve form¢ fotond, o vinové délce
180-380 nm pro ultrafialovou oblast spektra a 380-780 nm pro viditelnou oblast spektra
je absorbovano molekulami latky, u kterych v disledku absorpce dochazi k excitaci
vazebnych a nevazebnych elektronii, ¢imz se snizuje intenzita zafivého toku
prochézejiciho vzorkem. Intenzita dopadajiciho a prochdzejiciho zéfeni je zaznamenana
ve spektrofotometru a vystupem je veli¢ina zvand absorbance. Vyhodnocenim se ziska
absorp¢ni spektrum obsahujici maximum absorpce v ur€ité vinové délce. Tento vystup
slouzi ke kvalitativni analyze, pfi které se spektrum porovnava se spektry standardd.
Vice se ale pouziva kvantitativni analyza, kdy se vyuzivd Lambert Beertiv zékon,
z n¢hoz vyplyva zavislost absorbance na koncentraci latek ve vzorku. Absorbance je

podle vztahu déle zavisld na molarnim absorpénim koeficientu a na tloust’ce kyvety
[23].

2.8.3 Chromatografie

Chromatografie je analytickd metoda, kterd slouzi k separaci a identifikaci latek. Tato
metoda spocCivd v déleni smési latek mezi dvéma fazemi. Jedna faze je vzdy
nepohybliva neboli stacionarni a druha faze je pohybliva nebo mobilni. Stacionarni faze
muze byt pevna nebo kapalna a na ni dochézi k zadrzovani délenych latek. Mobilni faze
muze byt plynna nebo kapalnd a touto fazi jsou délené latky unaSeny. Mechanismus
vyuziva zadrZeni (retence) smési latek staciondrni fazi a postupné a opakované
vytvatreni rovnovaznych stavii mezi stacionarni a mobilni fazi, protoze pii prichodu
systémem prejde kazda slozka vzorku n€kolikrat z mobilni faze do stacionarni a zpét.
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Stacionarni faze je bud’ umisténa v kolon¢, nebo je nanesena na desce z inertniho
materidlu. Pevna stacionarni faze je tvofena poréznimi casteckami, zatimco kapalna
stacionarni faze je nanasena na desku z inertniho materialu.

Mobilni faze mtze kapalinové chromatografie byt tvofena ¢istym rozpoustédlem nebo
smési  vzdjemné misitelnych rozpoustédel. Pokud je rozpoustédlo nebo smeés
rozpousStédel méné€ polarni nez stacionarni faze, mluvime o systému s normalnimi
fazemi. V systému s obracenymi fazemi je rozpoustédlo polarnéjsi nez stacionarni faze.
Polarita obou fazi ovlivituje retenci. Dal§im faktorem, ktery se podili na prabéhu
separace, je volba eluce. Nejpouzivanéjsi je gradientova eluce, kdy se sloZzeni mobilni
faze méni s Casem. DalSim typem je izokratickd eluce, u niz se slozeni mobilni faze
neméni béhem celé analyzy. V detektoru se nejéastéji spektrofotometrickou metodou
sleduje slozeni eludtu, ktery se pak pfevede na elektricky signal. Vystupem je tzv.
chromatogram, ktery obsahuje chromatografické piky udavajici informace kvalitativni
i kvantitativni. Jednotlivé analyty jsou identifikovany podle tzv. retenéniho ¢asu, coz je
doba od nastfiku vzorku k vrcholu piku. Pro kazdou latku je retencni Cas specificky
a latka je identifikovana srovnanim se standardy. Kvantitativni informace je
vyhodnocena integraci plochou chromatografického piku pod kiivkou [23,24].

2.8.4 Difuzni agarovy test

Tato metoda slouzi ke stanoveni citlivosti mikroorganismti k antimikrobidlnim latkam.
Do Petriho misky s vhodnym zivnym médiem je zaockovana dana kultura. Do agaru
jsou vytvofeny jamky, do nichZ se napipetuje dand antimikrobidlni latka. Néasleduje
24 hodin inkubace, dochazi k difizi antimikrobidlni latky a tim k potlaceni rtstu
mikroorganismu kolem mista aplikace. Vznikd tak inhibi¢ni zona a citlivost
mikroorganismu k dané latce se vyhodnoti zméfenim velikosti této zony [27,28].

2.8.5 Dilu¢ni jamkovy test

Dilu¢ni jamkovy test se provadi na mikrotitracnich desti¢kach s 96 jamkami. Do téchto
jamek se napipetuje vzorek antimikrobialni latky a vhodné zfedéna dana kultura.

Po 24 hodinové inkubaci se vysledek vyhodnocuje spektrofotometricky - méfi se zakal
V jamce se vzorkem a porovnava se s kontrolni jamkou [27,28].
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3 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace, ktera se tyka technického konopi a jeho wvyuziti
V kosmetice proti akné, je feseni téchto dil¢ich uloh:

e literarni reSerse tykajici se charakterizace konopi, moznosti vyuziti riiznych casti
rostliny, obsahu aktivnich latek

e stanoveni a charakterizace aktivnich latek z vybranych ¢asti konopi

e navrh a testovani konkrétniho kosmetického vyrobku proti akné s obsahem
aktivnich latek z konopi
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Chemikalie
ABTS, Sigma Aldrich (SRN)
Agar Powder, Himedia (IND)

Bambucké maslo, Aromaterapeuticka KH a.s. (CR)

BHI medium, Himedia (IND)

D-glukose, p.a., LachNer (CR)

Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)

Ethanol absolute, VWE (USA)

Folin - Ciocalteau ¢inidlo, Serva (SRN)
Gellinov easy, Lipo Chemicals (USA)
Glycerin bezvody, p.a., LachNer (CR)
Hydroxid sodny, p.a., LachNer (CR)
Chlorid hlinity, p.a., LachNer (CR)
Kakaové maslo, Aromaterapeuticka KH a.s. (CR)
Kanabichromen CBC, Sigma Aldrich (SRN)
Kanabidiol CBD, Sigma Aldrich (SRN)
Kanabigerol CBG, Sigma Aldrich (SRN)
Kanabinol CBN, Sigma Aldrich (SRN)
Katechin, Sigma Aldrich (SRN)

Konopny olej, Karel Hadek (CR)
Kvasni¢ny autokatalyzat, Himedia (IND)
Kyselina gallova, Sigma Aldrich (SRN)

LB medium, Sigma (SRN)

Methanol pro HPLC, Penta (CR)

NB medium, Himedia (IND)

Olej z jader hroznového vina, Karel Hadek (CR)
PEG-40, ACETRADE (CR)

Pentylenglykol, Minasolve (FR)

Pepton, Roth (SRN)

Trolox, Sigma Aldrich (SRN)

Uhligitan sodny, p.a., Lachner (CR)
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4.1.2 Pristroje

Analytické vahy Boeco (SRN)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (SRN)

Kolona Kinetex 5 um C18, 4,6 x 150 mm, Agilent Technologies (USA)
Laminarni box Airstream, ESCO (SN)

Sestava HPLC/PDA/MS, Thermo Finnigan Surveyor, Thermo Fischer (USA)
Spektofotometr VIS, Helios 6, Unicam (GB)

Suséarna, Memmert GmbH + Co. KG (SRN)

Temperovana tiepacka HeidolphUnimax 1010, Labicom (CR)

Vortex, TK35, Kartell spa (USA)

Vodni lazeti EL-20, Merci a.s. (CR)

Dale byly pouzity automatické pipety riznych objeml a bézné laboratorni sklo
a vybaveni

4.2 Pouzité mikroorganismy

Mikroorganismy pouzité v praci byly ziskané z Ceské sbirky mikroorganismii (Czech
Collection of Microorganisms, CCM) Brno.

Pro antimikrobialni testy byla pouzita bakterie spolupodilejici se na tvorbé akné —

Propionibacterium acnes. Pro doplnéni komplexnosti testi byly pouzité i modelové
organismy z fady grampozitivnich bakterii, z gramnegativnich bakterii a fad kvasinek:

e Escherichia coli CCM 7395

e Micrococcus luteus CCM 1569

e Propionibacterium acnes CCM 3437

e Candida glabrata CCM 8270
Pro kultivaci bylo vzdy pouzito 50 ml daného tekutého média v Erlenmeyerové barice,
které bylo zaockovano piisluSnou kulturou z dlouhodobé uchovavané kultury.
Vyjimkou byla kultura Propionibacterium acnes, ktera byla kultivovana v centrifugaéni
zkumavce naplnéné téméf k uzavéru, aby byly zajistény anaerobni podminky. Ve vSech
ptipadech probihala kultivace na temperované tiepacce pii 37°C po dobu 24 hodin. Poté
bylo inokulum pouzito na antimikrobidlni testy. Pfi pfipravé médii i béhem manipulace
s mikroorganismy probihala prace ve sterilnim boxu.
Pro gramnegativni bakterii Escherichia coli CCM 7395 (LB médium) a pro obé
grampozitivni bakterie Propionibacterium acnes CCM 3437 (BHI médium)
a Micrococcus luteus CCM 1569 (NB médium) byla pouzita komeréni média (viz Tab.
¢islo), kterd byla pfipravena dle ndvodu na obalu. V ptipad¢ ptipravy pevného média
byl pfidan agar o koncentraci 20g/1.

Pro kultivaci kvasinky Candida glabrata CCM 8270 bylo piipraveno YPD médium,
jehoz slozeni je uvedeno v tabulce Tabulka 5. Pro piipravu pevného média byl opét
pfidan agar o koncentraci 20 g/I.

V nasledujici tabulce (Tabulka 5) je uvedeno slozeni komer¢nich médii i slozeni YPD
média, které bylo namichano.
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Tabulka 5. Slozeni médii pro kultivaci mikroorganismii

Médium | mikroorganismus slozka koncentrace (g/l)
teleci mozek 200
hovézi srdce 250
pepton 10
BHI Propionibacterium acnes
dextroza 2
NaCl 5
Na;HPO,4 2,5
pepton 10
NB Micrococcus luteus hovézi extrakt 10
NaCl 5
trypton 10
LB Escherichia coli kvasni¢ni extrakt 5
NaCl 10
pepton 10
YPD Candida glabrata glukoza 40
kvasni¢ni autokatalyzat 20

4.3 Pouzité odridy konopi

Pro tuto bakalafskou praci byly pouzity dvé odriidy konopi setého, které byly
vypéstovany v Kostelni Myslové u TelCe.

4.4 Priprava konopnych vzorki

Jako vzorky byly pouzity konopné extrakty a kosmetické ptipravy z nich vyrobené
(pletovy krém a pletovy peeling). Dale byly zakoupeny vyrobky kosmetické znacky
Bione Cosmetics fady Cannabis.

4.4.1 Extrakty

Pro pfipravu extraktd z Cerstvé rostliny bylo navazeno 15 g smési obsahujici vSechny
jeji casti, tedy kvéty, semena, listy 1 stonek. Navazka byla poté zalita 100 ml 60%
roztoku ethanolu pro UV-VIS za laboratorni teploty. Konopi bylo extrahovano
v baitkkach, které byly ponechdny ve tmé po dobu jednoho tydne. Nasledné byly
konopné¢ extrakty zfiltrovany ptes vrstvu gazy do tmavych sklenénych 1ékovek.

Pro ptipravu extraktd suSené¢ho konopi byly obé dvé odridy nejdiive suSeny v susarné
po dobu 4 dni pfi 40°C. Soucasti postupu prace bylo také gravimetrické stanoveni
obsahu vody v konopi, které bylo zjisténo vazenim rostliny pred a po suseni. Z rozdilu
téchto hodnot byl zjistén procentuélni obsah vody v cerstvém konopi, coz bylo pouzito
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pii dalSich stanoveni na pfepocet. Z usuSené¢ho konopi byly vytvoreny tfi typy extrakti:
suseny kvét, list a smés. Dalsi postup byl stejny jako u Cerstvé rostliny.

Déle byly vytvofeny dva extrakty do pentylen glykolu. Pro n¢ byla vybrdna smeés
konopi v ptipad¢ obou odriid. Navazeno bylo opét 15 g smési a ponechano extrahovat
do 100 ml pentylen glykolu po dobu jednoho tydne.

Nakonec byly vytvofeny dva extrakty s rostlinou Dobromysl. Navazeno bylo 7,5 g
smési konopi a 7,5 g Dobromyslu obecného a opét ponechano extrahovat do 100 ml
60% roztoku ethanolu po dobu jednoho tydne. Dobromysl obecna obsahuje Gc¢inné

rrrrr

a pouziva se jako ptirodni antibiotikum.

Yoy prot il o

Obrazek 9: Vytvorené konopné extrakty

4.4.2 Pletovy krém s obsahem konopné slozky

Hmotnost vzorku krému s obsahem konopného extraktu byla 50 g, hmotnost
jednotlivych slozek krému byla vypocitana dle tabulky nize (Tabulka 6). Nejprve byly
navazeny suroviny pro olejovou fazi, poté byla do druh¢ kadinky pfipravena vodna faze.
Obé kadinky byly umistény do vodni 14zné€ o teploté 75 °C. Po ohtati a rozpusténi vSech
slozek obou fazi byla za stdlého michani ptilévana olejova faze do vodné. Emulze byla
michana do zchladnuti, rychlost otdek a pozice michadla byla ménéna. Krém byl
pfipraven bez konopnych extraktl. Konopné extrakty byly pfidany aZ do hotového
krému po zchladnuti.

Tabulka 6: Obsah slozek pro vyrobu krému

VODNA FAZE OLEJOVA FAZE
SUROVINA | OBSAH [%] | SUROVINA | OBSAH [%0]
destilovana voda 34,5 bambucké méslo 10
glycerol 10 kakaovy tuk 10
ethanol 5 dimethicone 10
konopny extrakt 5 hroznovy olej 5
PEG-40 5
cetylalkohol 3
ercawax 2,5
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4.4.3 Peeling s obsahem konopné slozky

Hmotnost vzorku peelingu s obsahem konopného extraktu byla 50 g, hmotnost
jednotlivych slozek peelingu byla vypocitana podle tabulky nize (Tabulka 7). Nejdiive
byly do kadinky navazeny suroviny pro olejovou fazi, nasledné byla do dalsi kadinky
pripravena vodna faze. Ob¢ kadinky byly umistény do vodni 1azn¢ o teploté 75 °C. Po
rozpusténi vSech slozek obou fazi a zahtati na 75 °C byla za stalého michani ptilévana
olejova faze do vodné. Po vychladnuti zhruba na 40 °C byla do smési ptidana abraziva.
Emulze byla poté michdna do zchladnuti, rychlost otacek a pozice michadla byla
ménéna podle potieby. Peeling byl pfipraven bez konopnych extrakti. Konopné
extrakty byly pfidany az do hotového peelingu po zchladnuti.

. - %

Obrazek 10: Peeling s obsahem konopnych extraktii

Tabulka 7: Obsah slozek pro vyrobu peelingu

VODNA FAZE OLEJOVA FAZE
SUROVINA OBSAH [%] | SUROVINA | OBSAH [%]
glycerol 30 konopny olej 18
SLES 15 PEG-40 13
abraziva (jadérka z grepu) 5 bambucké maslo 11
konopny extrakt 2 vceli vosk 6

4.4.4 Zakoupené konopné pripravky

Pro srovnéani pfipravenych konopnych vyrobkil s pfipravky bézn€¢ dostupnymi na
¢eském trhu byly zakoupeny dva vyrobky znacky Bione.

4.44.1 Extra vyZivny plet’ovy krém

Slozeni: Aqua, Ethylhexyl Stearate, Hydrogenated Coconut Oil, Cetyl Alcohol,
Glycerin, Glyceryl Stearate Se, Butyrospermum Parkii Butter, Stearic Acid, Allantoin,
Panthenol, Xanthan Gum, Acrylates/Vinyl Isodecanoate Crosspolymer, Sodium
Carbomer, Parfum, Sodium Hydroxide, Tocopherol, Allantoin, Capryloyl Glycine,
Phenoxyethanol, Cannabis Sativa Seed Oil, Cannabis Sativa Leaf Extract, Inositol,
Carnosine, Alcohol, Lecithin, Ectoin, Sorbitan Caprylate, Cyclotetrapeptide-24
Aminocyclohexane Carboxylate
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4.4.4.2 Plet’ovy peeling Bio Cannabis

SloZeni: Silica, Aqua, Sodium C14-16 Olefin Sulfonate, Glycerin, Titanium Dioxide,
Xanthan, Sodium Carbomer, Phenoxyethanol, Parfum, CI 19140, 42051 Cannabis
Sativa Leaf Extract.

nnabis

Obrazek 11: Komercni kosmetické vyrobky

4.5 Stanoveni celkovych polyfenoli

Ke stanoveni celkovych polyfenolt se nejCastéji vyuziva jejich reakce s Folin-
Ciocalteuovym cinidlem, jehoz redukci vznikd modie zbarveny produkt. Do zkumavky
obsahujici 1 ml Folin-Ciocaltevova ¢inidla zfedéného destilovanou vodou v poméru 1:9
byl pfidan 1 ml destilované vody a 50 pl ethanolového extraktu konopi. Smés byla
promichana a po 5 minutach byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku Na,CO3. Zkumavka
byla opét promichana a ponechdna 15 minut stat. Poté byla zméfena absorbance smési
pfi vinové délce 750 nm, pfiemz intenzita vzniklého modrého zbarveni odpovida
koncentraci celkovych polyfenolid ve vzorku. Pro pfipravu slepého vzorku byl misto
ethanolového extraktu konopi pouzit 60% roztok ethanolu pro UV-VIS. Vysledna
koncentrace byla stanovena z kalibra¢ni kiivky standardu kyseliny gallové
v koncentra¢nim rozmezi 0-0,5 mg/ml.

Pfi stanoveni obsahu polyfenold v extraktech pentylen glykolu bylo postupovéno stejné,
jen ethanol byl nahrazen pentylen glykolem.

4.6 Stanoveni celkovych flavonoidi

Ke stanoveni celkovych flavonoidii se vyuziva jejich reakce s hlinitou soli a dusitanem
za vzniku oranzové-zZlutého zbarveného produktu. Do zkumavky obsahujici 0,5 ml
ethanolového extaktu konopi bylo napipetovano 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5%
NaNO,. Smés byla promichana a po 5 minutach stani bylo pfidano 0,2 ml 10% AIlCls.
Smés byla znovu promichidna a po 5 minutych bylo pfidano 1,5 ml 1M NaOH. Po
promichani byla smés ponechana 15 minut stat a poté byla zméfena absorbance smési
pfi vlnové délce 510 nm, pfi€emZ intenzita oranZovo-Zlutého zbarveni odpovida obsahu
celkovych flavonoidl ve vzorku. Pro ptfipravu slepého vzorku byl misto ethanolového
extraktu konopi pouzit 60% roztok ethanolu pro UV-VIS. Koncentrace byla stanovena
z kalibra¢ni kiivky standardu katechinu v koncentraénim rozmezi 0-0,3 mg/ml.

Pfi stanoveni obsahu flavonoida v extraktech pentylen glykolu bylo postupovano stejné,
jen ethanol byl nahrazen pentylen glykolem.
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Obrazek 12: NVzorky pro sestaveni kalibracni krivky

4.7 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

Ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity se vyuzivd metoda zvand TEAC (Trolox
Equivalanet Antioxidant Capacity) zaloZend na hodnoceni schopnosti vzorku zhaset
syntetické radikéaly jako je napiiklad synteticky stabilni kation-radikal ABTS™ (2,2'-
azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny)). V 10 ml odmémé baice
obsahujici destilovanou vodu bylo rozpusténo 0,036 g ABTS na celkovou koncentraci
7mmol/l, k némuz byl dale pfidan peroxodisiran draselny o koncentraci 2,45mmol/l.
Odmérna banka byla obalena alobalem a ponechéana ve tmé po dobu nejméné 12 hodin.
Vznikly kation-radikil ABTS™ byl poté ziedén 60% ethanolem pro UV-VIS na
koncentraci, jehoz absorbance byla A=0,700 + 0,2 pii vlnové délce 734 nm. Pro
zméteni celkové antioxidacni aktivity ethanolového extraktu konopi bylo do zizené
kfemenné kyvety napipetovan 1 ml ziedéného ABTS™ a 10 ul ethanolového extraktu
konopi. Ponechanim kyvety s promichanym vzorkem ve tmé byla métena absorbance
Vv Case t=10 min (A1p). Pfi slepém vzorku (substratu) byl misto ethanolového extraktu
konopi pouzit 60% roztok ethanolu pro UV-VIS a ihned po promichani byla métena
absorbance v ¢ase t=0 min (Ap). Antioxida¢ni aktivita byla stanovena z kalibra¢ni
ktivky standardu  Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
kyselina) v koncentraénim rozmezi 0-0,4 mg/ml, ktery byl ptipraven rozpusténim 40 mg
v 60% roztoku ethanolu pro UV-VIS ve 100 ml odmérné baiice na vyslednou
koncentraci 0,4 mg/ml a nasledn¢ byl fedén. Ziedény Trolox byl pouzit namisto
ethanolového extraktu konopi a absorbance byla méfena stejnym zpiisobem po 10
minutach. Vysledné absorbance byla stanovena rozdilem absorbanci substratu a vzorku
konopného extraktu ¢i Troloxu.

4.8 Stanoveni obsahu kanabinoidi pomoci HPLC

Extrakty Cerstvého konopi byly zfedény v poméru 1:9 a extrakty ze suSené¢ho konopi
1:99. Takto ptipravené vzorky byly zfiltrovany pfes jednorazovy filtr.

Byla pouzita kolona Kinetex 5 um C18, 4,6 x 150 mm znacky Agilent Technologies.
Byly nastaveny podminky gradientové eluce (Tabulka 8). Mobilni faze A byl Cisty
methanol pro HPLC a mobilni faze B byla Milli-Q voda. Rychlost pritoku 500 pl-min™,
objem davkovaci smycky 20 pl a teplota separace 40°C. Kanabinoidy byly detekovany
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spektofotometricky pii vinovych délkach 210, 220 a 280 nm odpovidajici maximim
absorbance jednotlivych standardii. Kalibrace byla provedena smésnym roztokem
kanabinoidd (CBC, CBD, CBG, CBN) v koncentraénim rozmezi 0-25 pg'ml™.

Tabulka 8: Slozeni mobilni faze pro gradientovou eluci

5 MOBILNI FAZE [%]
CAS [min]
A B
0 80 20
8 80 20
18 100 0
20 100 0
22 80 20
26 80 20

4.9 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni Uc¢inek vzorkli extrakti konopi, pfipravenych 1 zakoupenych
kosmetickych ptipravkid byl stanoven za pouziti bakterii Propionibacterium acnes,
Micrococcus luteus, Escherichia coli a kvasinky Candida glabrata.

4.9.1 Difuzni agarovy test

Nejdiive byly piipraveny Petriho misky s ptislusnym médiem s piidavkem agaru. Tyto
misky byly poté zaockovany 24 hodinovou kulturou vybranych mikroorganismu. Poté
byly do tuhého média vytla¢eny jamky, do kterych se nasledné pipetovalo 50 pl vzorku
konopnych extrakti a slepy vzorek (60% ethanol), v ptipadé kosmetickych vyrobki
bylo do jamek umisténo malé mnoZstvi konkrétniho vyrobku a jako blank byl pouZit
vyrobek bez pfidaného extraktu. Kultura Propionibacterium acnes byla z divodu
dodrZeni anaerobniho prostiedi prelita dalSi vrstvou média o teploté 45°C. Nasledné
byly Petriho misky uchovany pfi teploté 37°C po dobu 24 hodin. Test byl vyhodnocen
zméfenim rozsahu inhibi¢ni zony kolem jamek.

4.9.2 Diluéni jamkovy test

Na mikrotitraéni desticku bylo napipetovano 75 upl vzorku konopnych extrakti
a slepych vzorkt (60% roztok ethanolu a ¢ista kultura Propionibacterium acnes). Poté
bylo pfidano 225 pl zfedéné 24 hodinové kultury Propionibacterium acnes. Absorbance
byla méfena v ¢ase 0 a poté po 24 hodinové kultivaci pii 37°C spektrofotometricky
pomoci ELISA readeru pii vinové délce 630 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni celkovych polyfenolii

Obsah celkovych polyfenoll v konopnych extraktech byl stanoven podle postupu uvedeného
v kapitole 4.5. Absorbance extraktl byla méfena tiikrat a vysledna absorbance byla
vypocitana jako aritmeticky primér. Koncentrace celkovych polyfenoli pak byla ziskdna
dosazenim vysledné absorbance vzorku do rovnice kalibra¢ni kiivky.

Vzorky extrakti obou odrid Cerstvého konopi byly piepocitiny na 1 g suSené rostliny, podle
gravimetrického stanoveni uvedené¢ho 4.4.1. Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny
pomoci programu MS excel.

Tabulka 9: Obsah celkovych polyfenoli

ODRUDA FERIMON CARMAGNOLA
KONCENTRACE
VZOREK
[mgml'] | [mgg’] | [mgml'] | [mgg’]

éerstva smés 0,67+0,034,97+0,26 |0,80=+0,01 | 6,15+0,04
suSena smes 1,14+0,05| 7,59+ 0,32 | 2,00+ 0,03 | 13,31+ 0,14
suseny kvét 1,33+0,05|8,85+0,33|2,79+0,11 | 18,62 + 0,65
suSeny list 1,08+0,09 | 7,20+ 0,61 | 1,61+ 0,02 | 10,73 + 0,11
suSena smés (PG) 0,56+ 0,04 | 3,71 £0,27 | 0,62+ 0,01 | 4,10+ 0,07
suSena smés + Dobromysl | 1,15+ 0,03 | 7,67 £ 0,23 | 2,15+ 0,02 | 14,33 £ 0,51

Z vysledki uvedenych v tabulce (Tabulka 9) vyplyva, ze mnozstvi polyfenoli je vé&tsi
v extraktech susené¢ho konopi. To je pravdépodobné zplisobeno tim, ze se mnozstvi aktivnich
latek zvySuje béhem suseni. Z tohoto diivodu byly porovnavany extrakty cerstvého a suseného
konopi. Jednotlivé vzorky byly dale porovnavany v zavislosti na odriidé¢ a na typu extraktu.
Nejmensi obsah polyfenold byl zjistén u extraktli v pentylenglykolu (PG), coz muze byt
zpisobeno tim, Ze tyto extrakty byly vytvofeny aZ po nékolika mésicich po ususeni a mohlo
tedy dojit ke ztratam aktivnich latek pii skladovani. Dal§i moZnosti je hor$i extrakéni
schopnost oproti ethanolu.

Pti porovnani odrid je mnoZstvi polyfenoli vzdy vyssi u odriildy Carmagnola. Tato odrida se
sklizi pozd¢ji nez odriida Ferimon, coZ by mohlo mit vliv na obsah aktivnich latek. Vyssi
obsah muze byt také ovlivnén Slechténim.

Nejvétsi obsah polyfenold 1ze nalézt v extraktech suSeného kvétl u obou odrid. U odridy
Carmagnola bylo zjisténo 18,62 + 0,65 mg-g™ rostliny, u odriidy Ferimon 8,85 + 0,33 mg'g™
rostliny. V kvétu se totiz nachazi nejveétsi mnozstvi aktivnich latek v porovnani s ostatnimi
¢astmi rostliny. Nasleduji extrakty susené smési Spolu s rostlinou Dobromysl, coz dokazuje
obsah aktivnich latek i v této byliné. Nejmensi obsah u ethanolovych extrakti vykazuji
extrakty Cerstvé rostliny, coz je vysvétleno vyse.
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c[mg-g-1]

smeés list kvét
M Cerstva Carmagnola M Cerstvy Ferimon M susend Carmagnola
M suseny Ferimon M susend Carmagnola (PG) M suseny Ferimon (PG)
= Ferimon+Dobromysl| = Carmagnola+Dobromysl

Obrazek 13: Obsah celkovych polyfenolii v konopnych extraktech

5.2 Stanoveni celkovych flavonoidi

Obsah celkovych flavonoida v konopnych extraktech byl stanoven podle postupu uvedeného
v kapitole 4.6 Vzorek byl prométen opét tiikrat, vysledna absorbance byla vypocitana jako
aritmeticky primér a dosazena do rovnice kalibra¢ni kfivky pro ziskani koncentrace
celkovych flavonoidu.

Vzorky extraktli obou odrud ¢erstvého konopi byly pfepocitany na 1 g susSené rostliny, podle
gravimetrického stanoveni uvedené¢ho 4.4.1. Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny
pomoci programu MS excel.
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Tabulka 10: Obsah celkovych flavonoidii

ODRUDA FERIMON CARMAGNOLA
KONCENTRACE
VZOREK
[mgml’] | [mgg’l | [mgml’] | [mgg?]

cerstva smes 0,35+0,04 | 2,31+ 0,24 | 0,47+ 0,00 | 3,60+ 0,00
susena smes 0,78+0,05(5,19+0,36 | 1,12+ 0,01 | 7,48+ 0,06
suseny kvét 0,82+0,12 | 5,44+ 0,80 | 1,60+ 0,03 | 10,67 £ 0,17
suseny list 0,72+0,10 | 482+ 0,64 | 1,10+ 0,02 | 7,35+ 0,04
susena smés (PG) 0,27+0,04 | 1,82+0,27(0,29+0,02 | 1,91+0,11
suSena smés + Dobromysl | 0,76 + 0,08 | 5,07 £ 0,25 | 1,26 = 0,05 | 8,40+ 0,15

Jelikoz flavonoidy patii do skupiny polyfenold, mél by jejich obsah v extraktech byt nizsi
V porovnani s polyfenoly. Po srovnani naméfenych hodnot ve vsech extraktech bylo zjisténo,
7e obsah flavonoidi je skute¢né nizsi nez obsah polyfenolt.

Pti srovnani obou forem rostliny byl vyssi obsah flavonoidl zjistén u susené formy rostliny,
coz potvrzuje vznik biologicky aktivnich latek suSenim (dekarboxylaci).

Byl srovnavan obsah flavonoidi u obou odrid. Celkovy obsah flavonoidi byl opét vétsi
U odridy Carmagnola, a to ve vSech formach a ¢astech. Podobné jako u stanoveni celkovych
polyfenolli byl i zde nejvétsi obsah nalezen u extrakti ze suSené¢ho kvétu. U odridy
Carmagnola byl obsah flavonoidti 10,67 + 0,17 mg-g ™ rostliny, u odrtidy Ferimon 5,44 + 0,80
mg-g™ rostliny, coZ je téméf polovicni obsah. Nevelky rozdil byl zjistén mezi extraktem ze
susené smesi a suSeného listu u odridy Carmagnola. Mizeme tedy usuzovat, ze extrakt
suSené smési mohl byt tvofen pfevazné listy konopi.

Po extraktech kvétd byl nejvétsi obsah flavonoidl zjistén opét u extraktt s rostlinou
Dobromysl. A lepsich vysledki opét v kombinaci s odridou Carmagnola.

32



20 -
18 +
16 -

[any
N

c[mg-g-1]
=
o

o N B O ©

smeés

M Cerstva Carmagnola
M suseny Ferimon

Ferimon+Dobromysl|

list

M Cerstvy Ferimon

M susend Carmagnola (PG)

Carmagnola+Dobromysl

kvét

M susenda Carmagnola

M suseny Ferimon (PG)

Obrazek 14: Obsah celkovych flavonoidii v konopnych extraktech

5.3 Antioxidaé¢ni aktivita

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena podle postupu v kapitole 4.7. Kazdy vzorek byl
proméften tiikrat a vysledna absorbance, ktera byla vypocitana jako aritmeticky pramér vSech
méfeni, byla dosazena do rovnice kalibra¢ni kiivky.

Vzorky extraktli obou odrud ¢erstvého konopi byly pfepocitany na 1 g susSené rostliny, podle

gravimetrického stanoveni uvedeného v kapitole 4.4.1. Vysledky byly zpracovany
a vyhodnoceny pomoci programu MS excel.
Tabulka 11: Antioxidacni aktivita extraktii
ODRUDA FERIMON CARMAGNOLA
KONCENTRACE
VZOREK
[mgml"] | [mgg’] | [mgml’] | [mgg’]
cerstva smés 1,40+ 0,06 | 10,30+ 0,48 | 1,68 +0,02 | 12,97 £ 0,15
susSena smés 2,35+ 0,06 | 15,67 +0,40 | 2,30+ 0,01 | 15,32+ 0,04
suseny kvét 2,50+ 0,02 | 16,66 £0,10 | 2,78 £ 0,05 | 18,51 + 0,30
suseny list 1,88+ 0,01 | 12,53+ 0,08 | 2,20 + 0,00 | 14,65 + 0,01
susena smés (PG) 1,16 +0,03 | 7,74+0,10 | 0,98 +0,04 | 6,56 +0,19
susend smés + Dobromysl | 2,37 +0,03 | 15,80+ 0,11 | 2,49+ 0,06 | 16,60 + 0,22
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Stejné jako u pfedchozich stanoveni byly porovnavany obé formy konopi a z tabulky vyse
(Tabulka 11) lze vycist, Zze vysSi antioxidacni aktivitu vykazuji extrakty piipravené ze
suSeného konopi. Jak jiz bylo uvedeno diive, divodem je, Ze nékteré biologicky aktivni latky
vznikaji béhem suseni.

Antioxidac¢ni aktivita byla vztazena na mnozstvi standardu Troloxu. Pouzitd metoda se nazyva
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC).

Nejvetsi antioxidacni aktivitu vykazuje opét extrakt suSeného kvétu, protoze v kvétu se
nachazi nejvétsi mnozstvi aktivnich latek. U Carmagnoly vyslednd hodnota byla 18,51 + 0,30
mg teac-g™ rostliny a u Ferimonu 16,66 + 0,10 mg teac-g™ rostliny

Stejné jako u prechozich stanoveni dosahuje lepSich vysledkl odriida Carmagnola. Jedinou
vyjimkou je extrakt suSené smési. Extrakt z odridy Ferimon tak pravdépodobné obsahoval
vice kvétl a zaroven extrakt z odridy Carmagnola mohl obsahovat vice listd. Nebo do
vysledné hodnoty antioxidacni aktivity mohl pfispét 1 synergicky ucinek obsaZenych latek
odlisné povahy nez ndmi stanovované kanabinoidni a fenolické latky, které se nachazi
Vv odrad¢ Ferimon.
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Obrazek 15: Antioxidacni aktivita konopnych extrakti

5.4 Obsah kanabinoidu

Obsah kanabinoidi byl stanovovan podle postupu uvedeného Vv kapitole 4.8. Rovnice
kalibra¢nich ktivek pro smeés CBD a CBG je y = 770 937x, pro CBC y = 404 310x a pro CBN
y =674 102x [30]. Podle zvolené metody byl retenéni ¢as pro kanabinoidy CBD a CBG
8,88 minuty, pro CBN 14,69 a pro CBC 16,42 minut.
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Tabulka 12: Obsah kanabinoidit u odriidy Carmagnola

KANABINOID CBD+CBG CBN CBC
KONCENTRACE | KONCENTRACE | KONCENTRACE
VZOREK -1 -1 -1 -1 -1 -1
[ng'ml”] | [pgg™] | [ngml”] | [pgg™] | [ngml™] | [ngg~]
cerstva smes 5 34 - - - -
suSena smés 534 3559 6 41 22 145
suseny kvét 1739 11594 7 45 53 353
suSeny list 439 2928 - - - -

U cerstvého konopi se vyskytuji hlavné prekurzory kanabinoidii, proto byl oc¢ekavan velmi
maly nebo nedetekovatelny obsah kanabinoidt, coz bylo méfenim potvrzeno. Kanabinoidy
CBN a CBC nebyly detekovany vibec, obsah CBD a CBG byl stanoven na 34 pg-g™.

Kanabinoid CBN byl v extraktech suseného konopi identifikovan ve velmi malém mnozstvi,
v extraktech listu dokonce viibec. Je metabolitem A%-tetrahydrokanabinolu (THC), a jelikoz
odriida Carmagnola patii mezi technické konopi, obsahuje ho malé mnozstvi. Tedy i CBN byl
detekovan v malém mnozZstvi.

Kanabinoid CBC byl v extraktech suseného konopi identifikovan opét pouze u kvétu a smési.
Nejvétsi obsah byl zaznamenén u extraktu kvétu a to 353 pg-g™.

Odrtda Carmagnola obsahovala nejvice kanabinoidi CBD a CBG. Nejvétsi koncentrace byla
zjisténa u extraktu kvétu, a to 11594 pg-g™ rostliny. Kanabinoidy se primarné tvoii v kvétu,
odkud jsou transportovany do dalSich ¢asti rostliny, dle o¢ekavani tedy kvét vzdy obsahuje
nejvice kanabinoidd. Obsah G¢innych kanabinoidnich latek naméfenych pomoci kapalinové
chromatografie potvrzuje predchozi vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity.

Tabulka 13: Obsah kanabinoidit u odriidy Ferimon

KANABINOID CBD+CBG CBN CBC
KONCENTRACE | KONCENTRACE | KONCENTRACE
VZOREK ~ - - - - -
[ng'ml”] | [pgg™] | [ngml”] | [pgg™] | [ngml™] | [ngg~]
Cerstva smés 8 51 - - - -
su$ena smés 533 3553 2 12 30 200
suseny kvét 675 4500 2 15 69 458
suseny list 328 2186 2 12 - -

Podobné jako u odriidy Carmagnola i zde mtizeme vidét, ze nejmén¢ kanabinoidii obsahuje
extrakt z Cerstvé rostliny. Byly detekovany pouze kanabinoidy CBD+CBG.
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I odriida Ferimon patii mezi technické konopi, proto je i obsah kanabinoidu CBN velmi maly.
Kanabinoid CBC opét nebyl detekovan v extraktu listu. Nejvice ho bylo detekovano
v extraktu kvétu (458 pg-g?).

Nejvice jsou zastoupeny kanabinoidy CBD a CBG, u kvétu byla zjiSténa koncentrace
4500 pgg?,usmdsi 3553 pgrg™.
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Obrazek 16.: Obsah kanabinoidii CBD a CBG
Pfi porovnani dvou nejzastoupengjSich a také nejvzacnéjSich kanabinoidli pro své ucinky
U odrad Carmagnola a Ferimon lze pozorovat vétsi obsah u odridy Carmagnola, u kvétu je
rozdil dokonce vice jak dvojndsobny. Naopak u smési je rozdil téméf nepoznatelny, coz mize
byt zptisobeno tim, jaka ¢ast rostliny v extraktech pievlada.
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Obrdzek 17: Obsah kanabinoidu CBC

Naopak obsah kanabinoidu CBC je vétsi u odridy Ferimon. Divodem muze byt odlisny
obsah jednotlivych kanabinoidli u riznych odrtd, a proto je mozné, ze se kanabinoid CBC
vyskytuje u odridy Ferimon ve vétSim mnozstvi.
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Obrazek 18: Chromatogram vzorku extraktu suseného kvetu odriidy Carmagnola

5.5 Antimikrobialni aktivita

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.9 byla stanovena antimikrobialni aktivita konopnych
extraktl, vyrobenych i zakoupenych kosmetickych ptipravki. Pro stanoveni antimikrobidlni
aktivity extraktt proti Propionibacterium acnes byla vyuzita diluéni jamkova metoda, pro
stanoveni antimikrobialni aktivity kosmetickych ptipravka difuzni agarovy test. Pro vSechny
ostatni modelové mikroorganismy, tedy Micrococcus luteus, Escherichia coli a Candida
glabrata byl vyuzit difuzni agarovy test jak pro extrakty, tak pro kosmetické prostiedky.

5.5.1 Extrakty

5.5.1.1 Escherichia coli

Pro gramnegativni bakterii Escherichia coli byl pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobialni
aktivita byla zjistovana pro vSechny typy extraktli u obou odrad. Jako blank byl pouzit 60%
vodny roztok ethanolu.

Tabulka 14: Antimikrobidlni aktivita extraktii proti Escherichia coli

FERIMON CARMAGNOLA
VZOREK —
VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]
cerstva smes 10,0 11,0
susena smes 14,0 11,5
suSeny kveét 15,5 12,5
suseny list 10,0 10,0
susena smés (PG) 9,0 9,5
suSena smes + Dobromysl 11,0 11,0

Proti gramnegativni bakterii vykazuji konopné extrakty pomérné zna¢ny inhibi¢ni ucinek (viz
Tabulka 14). Nejvétsi antimikrobialni aktivita byla zjist€éna u extraktd kvéta (15,5 mm
U odridy Ferimon a 12,5 mm u odriidy Carmagnola) a suSené smési. Nicméné vSechny
extrakty vykazuji inhibi¢ni G¢inek pohybujici se okolo 10 mm. Pfi porovnéni obou odrid
doséhla lepSich vysledkli odriida Ferimon u extraktl z usuSenych ¢asti rostliny, u extrakti
z Cerstvych rostlin naopak odrtida Carmagnola.
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Obrazek 19: Antimikrobidlni aktivita konopnych extraktii Escherichia coli

5.5.1.2 Micrococcus luteus

Pro grampozitivni bakterii Micrococcus luteus byl stejné jako u bakterie Escherichia coli
pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobidlni aktivita byla zjiStovana pro vSechny typy
extrakti u obou odrid konopi. Jako blank byl pouzit 60% roztok ethanolu.

Tabulka 15: Antimikrobidalni aktivita extraktii proti Micrococcus luteus

FERIMON CARMAGNOLA
VZOREK —
VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]
derstva smés 6,5 6,0
susSena smés 7,5 8,5
suSeny kvét 8,5 10,0
suSeny list 7,0 7,0
susena smés (PG) 7,0 8,0
suSena smés + Dobromysl 8,0 8,0

Z tabulky (Tabulka 15) vyplyva, ze i vi¢i grampozitivni bakterii vykazuji konopné extrakty
inhibicni ucinek. Nejveétsi aktivita byla zjisténa u extraktu kvétu odridy Carmagnola
(10,0 mm). Podle ocekavani vykazuji nejmensi ucinek extrakty Cerstvé rostliny, protoze
nejvice ucinnych latek se tvori v konopi dekarboxylaci.

Pfi porovnani obou odriid miizeme vidét, Ze antimikrobidlni ucinky se li§i vétS§inou o 1 mm
nebo vibec a lepsich vysledki doséhla odriida Carmagnola (s vyjimkou u Cerstvych extrakt).
55.1.3 Candida glabrata

Pro kvasinku Candida glabrata byl také pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobialni aktivita
byla zjiStovana pro vSechny typy extraktli u obou odriid konopi. Jako blank byl pouzit 60%
vodny roztok ethanolu.
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Tabulka 16: Antimikrobidlni aktivita extraktii proti Candida glabrata

VZOREK

FERIMON CARMA

GNOLA

VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]

cerstva smes

suSena smes 0,5 -
suSeny kvét 1,0 0,5
suSeny list - -
suSena smes (PG) - -
suSend smes + Dobromysl 0,5 0,5

Z tabulky (Tabulka 16) vyplyva, ze antimikrobialni aktivita proti kvasince je minimalni, pro

vétSinu spiSe zadna. Nejvetsi inhibicni ucinek byl zjistén u extraktu kvétu odridy Ferimon.

5.5.1.4 Propionibacterium acnes

Dilu¢ni jamkovou metodou byl zjistovan antimikrobialni uc¢inek konopnych extraktd proti
grampozitivni bakterii Propionibacterium acnes.

Podle postupu uvedeného v kapitole 2.8.5 byl méfen zakal na zacatku testu a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance od sebe byly odeéteny, ¢imz byl zjistén nartst bakterie. Od
jednotlivych hodnot byl odecten ucinek blanku (60% vodny roztok ethanolu). VSechny
ziskané hodnoty byly ziskany jako aritmeticky pramér tii méfeni.

Tabulka 17: Antimikrobidalni aktivita extraktii proti Propionibacterium acnes

FERIMON CARMAGNOLA
VZOREK —
NARUST KULTURY [%]
cerstva smes 34,21 32,58
suSena smes 30,12 28,69
suseny kvét 28,83 25,99
suseny list 30,86 31,00
susena smes (PG) 33,55 33,99
susend smes + Dobromysl 21,98 24,39

Graf Obrazek 18 ukazuje nartst kultury v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly pfepocéteny
na nartst kultury v procentech, kdy 100 % znaci nartst Cisté kultury. Tedy ¢im mensi
procento (nizsi sloupec), tim nizs§i nardst kultury a lepsi inhibi¢ni tcinek.
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Obrazek 18: Antimikrobialni aktivita extraktii proti Propionibacterium acnes
U vSech ptipravenych konopnych extrakti byl narist kultury nizs$i nez 100 %, tedy vSechny
vykazovaly antimikrobialni aktivitu (viz Tabulka 17). Nejlepsich vysledki dosahly extrakty
suSené smeési s rostlinou Dobromysl a u extraktd kvétd obou odriid. Ostatni extrakty
ptekracovaly nartst kultury 30 %.

Obrazek 19: Dilucni jamkova metoda s konopnymi extrakty

5.5.2 Kosmetické pripravky

5.5.2.1 Escherichia coli

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity kosmetickych pfipravkli u gramnegativni bakterie
Escherichia coli byl opét pouzit difizni agarovy test. Antimikrobialni aktivita byla zjistovana
pro vybrané extrakty: suSeny kvét, smés, smés s rostlinou Dobromysl a PG extrakty. Jako
blank byl pouzit kosmeticky pfipravek bez obsahu u¢innych latek.
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Nasledujici tabulce (Tabulka 18) Ize vidét, Ze na rozdil od extrakti byl G¢inek kosmetickych
ptipravkl nulovy nebo minimdalni. U krému byl u¢inek nulovy ve vSech ptipadech (Obrazek
20A). U peelingu byly nejvétsi inhibi¢ni zony pouze 1 mm. Podle obrazku (Obrazek 20B)
jsou sice znatelné inhibi¢ni zony, ale ty byly pozorovany i u blanku, tudiz samotny ucinek

ptipravki byl minimalizovan. To mohlo byt zptisobeno antimikrobialni aktivitou SLES.

Tabulka 18: Antimikrobidalni aktivita kosmetickych pripravkii proti Escherichia coli

KREM PEELING
VZOREK —
VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]

Ferimon suSena smés - -
Ferimon suseny kvét - 1
Carmagnola susena smés - 1
Carmagnola suseny kvét - 1
Ferimon susena smés (PG) - 0,5
Carmagnola susena smés (PG) - 1
Ferimon susend smés + Dobromysl - 0,5
Carmagnola suSena smés + Dobromysl - 0,5

Obrazek 20: Antimikrobidlni aktivita krému (A) a peelingu (B) proti Escherichia coli
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U zakoupenych komerénich piipravki byl zjistén vétsi ucinek. Ten ale pravdépodobné
nebude zpisoben konopnym extraktem, protoze se ve slozeni objevuje az na poslednim miste.
Vsechny slozky se fadi sestupné podle obsahu v konec¢ném vyrobku, tedy na konci seznamu
jsou latky nejméné zastoupené. Inhibi¢ni zény byly nejspise zplsobeny fenoxyethanolem -
konzervantem.

Tabulka 19: Antimikrobidalni aktivita komercnich pripravki proti Escherichia Coli

VZOREK VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]
KOMERCNI KREM 25
KOMERCNI PEELING 8,5

Obrdazek 21: Antimikrobialni aktivita zakoupeného peelingu

5.5.2.2 Micrococcus luteus

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity kosmetickych pfipravkli u grampozitivni bakterie
Micrococcus luteus byl pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobialni aktivita byla zjistovana
pro vybrané extrakty: suSeny kvét, smés, smés s rostlinou Dobromysl a PG extrakty. Jako
blank byl pouzit kosmeticky pfipravek bez obsahu ti¢innych latek.

Na rozdil od extrakti byl ucinek kosmetickych ptipravkti opét minimalni nebo nulovy.
Nejveétsi inhibiéni zona (2 mm) byla zjisténa u peelingu, ktery byl vyroben z extraktu kvétu
odriidy Carmagnola. Mensi ucinky pak vykazovaly vSechny ostatni typy peelingu. U krému
byl u¢inek nulovy.
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Tabulka 20: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych piipravkii proti Micrococcus luteus

KREM PEELING
VZOREK —
VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]
Ferimon susena smés - 0,5
Ferimon suseny kvét - 1
Carmagnola susena smés - 0,5
Carmagnola suseny kvét - 2
Ferimon suSena smés (PG) - 0,5
Carmagnola susena smés (PG) - 1,5
Ferimon susend smés + Dobromysl - 0,5
Carmagnola suSena smés + Dobromysl - 0,5
Tabulka 21: Antimikrobidlni aktivita komercnich pripravkii proti Micrococcus luteus
VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]
KOMERCNI KREM 1
KOMERCNI PEELING 8,5

U komerc¢nich kosmetickych ptipravki byl uac€inek vétSi hlavné u peelingu. Naméfend
inhibi¢ni zona byla pravdépodobné zpisobena fenoxyethanolem.

5.5.2.3 Candida glabrata

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity kosmetickych ptipravkl u kvasinky Candida glabrata
byl pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobidlni aktivita byla zjiSt'ovana pro vybrané extrakty
- suSeny kveét, smés, smés s rostlinou Dobromysl a PG extrakty. Jako blank byl pouzit
kosmeticky ptipravek bez obsahu Gi¢innych latek.

Podobné jako u extraktl mizeme vidét, ze ucinek kosmetickych piipravkd proti kvasince
Candida glabrata je az na dvé vyjimky nulovy. Nejvétsi inhibi¢ni zony 0,1 mm byly
namétfeny u peelingu vytvoreného z kvétu odridy Ferimon a u suSené smési také odridy
Ferimon, kterd byla extrahovana do PG. V pfipadé krému nebyla zjisténa Zzadna
antimikrobialni aktivita trvajici 24 hodin.
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Tabulka 22: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych piipravkii proti Candida glabrata

KREM PEELING
VZOREK

VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]

Ferimon susena smés - -

Ferimon suseny kvét - 0,1

Carmagnola susena smés - -

Carmagnola suseny kvét - -

Ferimon suSena smés (PG) - 0,1

Carmagnola susena smés (PG) - -

Ferimon susena smés + Dobromysl - -

Carmagnola susend smés + Dobromysl - -

U komerc¢nich kosmetickych ptipravki byl uc¢inek o néco vétsi hlavné u peelingu. Tato

inhibi¢ni zony vsak byla zptsobena pravdépodobné fenoxyethanolem.

Tabulka 23: Antimikrobidlni aktivita komercnich pripravki proti Candida glabrata

VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]
KOMERCNI KREM 1
KOMERCNI PEELING 7

Obrdzek 22: Antimikrobialni aktivita zakoupeného peelingu
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5.5.2.4 Propionibacterium acnes

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity kosmetickych pfipravkd u grampozitivni bakterie
Propionibacterium acnes byl pouzit difuzni agarovy test. Antimikrobialni aktivita byla
zjistovana pro vybrané extrakty - suseny kvét, smés, smés s rostlinou Dobromysl a PG
extrakty. Jako blank byl pouzit kosmeticky piipravek bez obsahu uc¢innych latek.

V tabulce nize (Tabulka 24) mizeme vidét, ze ¢inek kosmetickych ptipravki je minimalni.
Nejvétsi inhibicni zénu (2 mm) vykazuje peeling vyrobeny ze susené smési odridy Ferimon,
druhy nejvétsi (1,5 mm) pak kvét téze odridy. Maly Gcinek pak vykazuji vSechny ostatni typy
extraktli ve vyrobcich peelingu. U krému byl u¢inek nulovy.

Tabulka 24: Antimikrobialni aktivita kosmetickych pripravkii proti P. Acnes

KREM PEELING
VZOREK SR
VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]

Ferimon suSend smés - 2
Ferimon suseny kvét - 1,5
Carmagnola susena smés - 0,5
Carmagnola suseny kvét - 0,5
Ferimon susena smés (PG) - 1
Carmagnola susena smés (PG) - 1
Ferimon susend smés + Dobromysl - 0,5
Carmagnola suSena smés + Dobromysl - 0,5

Obrdzek 23: Antimikrobidlni aktivita krému proti Propionibacterium acnes
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Tabulka 25: Antimikrobidlni aktivita komercnich pripravkii proti P. acnes

VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]
KOMERCNI KREM 1,5
KOMERCNI PEELING 8,5

U komercnich kosmetickych piipravka byl zjistén vyssi ucCinek opét u peelingu (8,5 mm).
Tento efekt je pravdépodobné zpiisoben konzerva¢nim ¢inidlem. Inhibi¢ni zoéna zakoupeného
krému se da srovnat s naSimi inhibi¢nimi zénami vyrobeného peelingu.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim technického konopi v kosmetice proti akné.
Teoreticka Cast se zabyva charakterizaci konopi, jeho aktivnich latek, dale problematikou
akné, jeho priciny a 1écba. Soucasti prace je také popis klize a jeji stavba. Nejvyznamnéjsi
skupinu aktivnich latek predstavuji kanabinoidy, které jsou pro konopi unikétni
a charakteristické. Pro experimentalni ¢ast byly vyuzity dvé odridy technického konopi -
Ferimon a Carmagnola. Z nich byly vytvofeny ethanolové extrakty a extrakty do PG.
Experimentalni ¢ast se zabyva stanovenim a obsahem aktivnich latek v konopi. Stanoven byl
obsah celkovych polyfenold, flavonoidii a antioxidacni aktivita. Obsah kanabinoidi byl
stanoven pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pii gradientové eluci.
Byly vytvofeny dva kosmetické piipravky s obsahem vybranych konopnych extrakti -
pletovy krém a peeling. Také byly potfizeny dva komerc¢ni pfipravky. Byl testovan
antimikrobialni u¢inek extraktl i pripravki proti Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Candida glabrata a Propionibacterium acnes pomoci difuznich a diluénich testa.

Nejdiive byly pripraveny extrakty ve 100 ml 60% ethanolu a ve 100 ml PG z obou odrud
konopi. Byly pfipraveny extrakty z Cerstvé rostliny (smes) a n¢kolik typt extraktti ze susené
rostliny (list, smés a kvét).

U téchto extraktii byl stanoven obsah polyfenold, flavonoidl a antioxidacni aktivita. Vétsi
obsah polyfenolti a flavonoidi byl zjistén u extrakti ze suSeného konopi. Tyto extrakty
vykazovaly i vys$§i antioxida¢ni aktivitu v porovnani s extrakty z erstvé rostliny. Tento jev je
zpusoben tim, ze pii suSeni dochéazi k dekarboxylaci a tim vzniku vice aktivnich latek. Pti
porovnani extrakti smési, listil a kveéth suSené rostliny bylo zjisténo, Ze nejvice aktivnich latek
obsahuji extrakty zkvétd. Pravé tam se nachazi nejvétSi mnozstvi aktivnich latek.
Antioxidacni aktivita byla ve vétSin¢ pifipadi vysSi u odridy Carmagnola. Také mnozZstvi
celkovych polyfenolli a flavonoidli bylo zjisténo vyss$i u této odridy. Za zminku stoji
I extrakty srostlinou Dobromysl. Dobromysl obecna obsahuje G¢inné latky, flavonoidy
a antioxidanty. Diky spojeni dvou rostlin s G€innymi aktivnimi latkami miZeme dosahnout
synergického ucinku a lepsich vysledk.

Konopné extrakty byly také analyzovany na obsah kanabinoidl.. ProtoZe kanabinoidy CBD
a CBG maji podobnd spektra a retencni Casy, nepodafilo se je od sebe odliSit a byly
stanovovany spole¢ng. Dale byl stanoven 1 obsah kanabinoidi CBC a CBN. Protoze se
v Cerstvém konopi nachdzeji prekurzory kanabinoidl, bylo v Cerstvych extraktech stanoveno
velmi malé mnozstvi kanabinoidit CBD+CBG. U odridy Carmagnola bylo stanoveno nejvetsi
mnoZzstvi kanabinoidi CBD+CBG. U odridy Ferimon bylo naopak identifikovano vétsi
mnozstvi kanabinoidu CBC. Kanabinoid CBN byl stanoven ve velmi malém mnozZstvi v obou
odrudach. Protoze tento kanabinoid vznika degradaci THC, kterého je v technickém konopi
obsazeno velmi malo, je 1 obsah kanabinoidu CBN nizky. Nejvét§i mnozstvi kanabinoidi bylo
ocekavano v kvétu, protoze v této Casti rostliny kanabinoidy vznikaji a odtud jsou pak
dopravovany do ostatnich casti rostliny. To bylo stanovenim potvrzeno.

Dals§im ukolem byla tvorba kosmetickych ptipravkii. Na zéklad¢ pfedchoziho stanoveni byly
vybrany extrakty ze suseného kvétu, smési, PG extrakty a extrakty s rostlinou Dobromysl. Byl
vyroben krém a peeling a pro porovnani byly zakoupeny dva komercni produkty s obsahem
konopného extraktu.
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Konopné extrakty 1 kosmetické piipravky byly testovany na antimikrobidlni aktivitu.
Konopné extrakty vykazovaly pomérné velky inhibi¢ni Géinek vaé¢i grampozitivnim
I gramnegativnim bakteriim. U bakterie Propionibacterium acnes byl inhibi¢ni 0¢inek
extraktl testovan dilu¢ni jamkovou metodou kvili zajiSténi anaerobnich podminek.
Vyhodnoceni bylo vztazeno na narast bunécné kultury, kdy narast Cisté kultury (bez extraktit)
byl oznacen jako 100%. VSechny konopné extrakty vykazovaly podobny inhibi¢ni efekt. Proti
kvasince Candida glabrata extrakty neprojevily zadny nebo jen minimalni inhibi¢ni ti¢inek.
Vyrobené kosmetické ptipravky na rozdil od extraktl vykazovaly bud’ miniméalni, nebo zadny
ucinek. Béhem testovani bylo mozné u nékterych testovanych piipravki vidét inhibi¢ni zénu,
ktera ale postupné zarGstala danym mikroorganismem, a po 24 hodinach uz nevykazovaly
vétsinou zadnou antimikrobialni aktivitu. Z toho vyplyva, ze dané piipravky maji mensi nez
celodenni antimikrobidlni aktivitu, vtomto piipadé¢ je doporucovdno pouzivani vyrobku
vickrat za den (rano, vecer), aby byl podpofen ucinek aktivnich latek a viditelné zlepSeni
stavu aknozni pokozky. Nebo je mozné konopnou kosmetiku vyuzivat spiSe jako doplnek
k jinému G¢inngj§imu zpusoby 1é¢by.

U zakoupenych komerc¢nich pfipravki byla zjisténa pomérnd velka antimikrobialni aktivita.
V ptipadé¢ peelingu vSak tato aktivita byla zplsobena nejspiSe konzervantem
fenoxyethanolem, u krému pravdépodobné allantoinem. V naSich pfipravcich nebyly
konzervacni latky obsazeny zamérng€, aby byl zjistén antimikrobialni ucinek konopnych
extraktu.

Ze ziskanych vysledkli mizeme usoudit, Ze v kosmetickém pramyslu je vyhodné&jsi pouzivat
susenou formu konopi kvili vy$Simu obsahu aktivnich latek. Nejlepsich vysledkt pak Ize
dosahnout pouzitim extraktu ze suSeného kvétu, kde se nachazi nejvice aktivnich latek.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ABTS
BHI
CBC
CBD
CBG
CBN
CBV
CCM
HPLC
LB
NB
PEG-40
PG
SLES
TEAC
THC
uv
VIS
YPD

(2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina))
brain heart infusion

kanabichromen

kanabidiol

kanabigerol

kanabinol

kanabivarin

Ceska sbirka mikroorganismi

Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Luria-Bertani

Nutrient Broth

Polyethylenglykolovy derivat ricinového oleje
pentylenglykol

Sodium laureth sulfate

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
A’-tetrahydrokanabinol

Zateni v ultrafialové oblasti spektra

Zateni ve viditelné oblasti spektra

Yeast Peptone Dextrose
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Priloha 1: Kalibracni zavislost celkovych polyfenolii
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Priloha 2: Kalibracni zavislost celkovych flavonoidii
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Priloha 3: Kalibracni zavislost antioxidacni aktivity
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Priloha 4: Kalibracni zavislost celkovych polyfenolii pro extrakty v PG
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Priloha 5: Kalibracni zavislost celkovych flavonoidii pro extrakty v PG
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Priloha 6: Kalibracni zavislost antioxidacni aktivity pro extrakty v PG
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