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1. PFredmluva

Cillem této zpravy je poskytnou c¢tenafri uceleny obraz o postupu technického
reseni projektu a logicky provazat jednotlivé aktivity a diléi technické zpravy a
protokoly. Tato technickd zprava vznikla v ramci projektu - “Vyvoj inovativni
extrakéné-rafinaéni jednotky pro zpracovani rostlinnych materiald pro lékarské ucely*
registraéni cislo CZ.011.02/0.0/0.0/21_374/0027349 za financéni podpory Ministerstva
primyslu a obchodu Ceské republiky v ramci dotaéniho programu OPPIK.

2. Uvod

Cilem projektu byl vyvoj technologie extrakce a rafinace biologicky aktivnich
vytazk(l z rostlin Cannabis Sativa L. a hlavnimi vystupy jsou dva funkéni prototypy
umoznujici realizaci tohoto procesu v pozadované kvalité jak v laboratornim tak
pramyslovém meéritku. VedlejSimi vystupy pak jsou dva diléi prototypy slouzici k
ovéreni technologie a vyvoji koncového fidiciho software v ramci prdmyslového
scale-upu. V souladu s principy efektivity a hospodarnosti byly diléi prototypy



konstruovany tak aby bylo umoznéno jejich napojeni do koncové primyslové jednotky
a tim zaroven rozsifena mira jeji vyuzitelnosti.

Problematika vyroby konopnych vytazk( a jejich nasledného vyuziti v [ékafstvi a
naturopatii spociva predevSim v komplikovanych mozZnostech standardizace vyroby
léCivych pripravkd vzhledem k vysokému podtu farmakologicky aktivnich latek v nich
obsazenych a soucasné jejich rozdilnym terapeutickym uc¢inkim ve vztahu k
vzajemnym pomérdm (Russo 2077). Rostliny Cannabis Sativa L. maji navic neobvykle
silné bioakumulativni vlastnosti (Rheay 2020), coz predstavuje silnou miru
kontaminace rostlinného materialu predevsim toho ktery slouZzi jako surovina pro
vyrobu doplikld stravy. Tento problém se bohuzel véak ¢asto tyka i kvétd konopi pro
léCebné pouziti. Vyvoj efektivnich metod extrakce a rafinace farmakologicky aktivnich
latek z téchto rostlin je tak v dobé kdy je toto odvétvi celosvétové na vyznamném
vzestupu nejen otazkou trzni prilezitosti, ale predevsim spolecenské nutnosti v ramci
dalsiho vyzkumu terapeutického potencialu téchto latek pri soubéZném zajisténi
ochrany verejného zdravi. Vyvoj technologie se tak primarné zaméruje na tyto klicove
aspekty:

- efektivita a hospodarnost vyrobniho procesu
- zachovani obsahu cilovych aktivnich latek v koncovych produktech
- eliminace nezadoucich kontaminantd



Obrazek 1- Prumyslova extrakéné- raflnacnl Jednotka % kompletnlm zapojeni v misté
realizace zadatele v HorousSanech.

3. Podrobny prubéh Feseni projektu

3.1 Metody:

V ramci dosazeni maximalni efektivity a hospodarnosti ¢innosti vyzkumu a
vyvoje pfi soucCasné eliminaci rizik s nimi spojenych vlivem fady neznamych byl v
ramci feSeni projektu jako nejkritictéjsi bod identifikovana chemicka analyza.
Predev§im pro svou vysokou nakladovost a moznou chybovost zplsobenou obtiznou
pripravou c¢asto nehomogennich vzorkd rostlinnych materiald a tzv. rozsifenou
nejistotou stanovenou dle analytu na 5-30 %. Tato potencialni prekazka byla v ramci
metodickych postupd minimalizovana predevsim nasledujicimi opatfenimi:

- VSechny experimenty realizované v ramci laboratorniho vyzkumu a nasledného
provozniho testovani vSech prototypl byly provedeny triplicitné za uGcelem



vylouceni vzniku chyby jak v ramci aplikovanych postupl tak i vy$e popsanych
limitaci metod chemické analyzy.

- Po celou dobu feSeni projektu bylo vyuzivano analytické instrumentace ktera je
majetkem partnera projektu - spoleCnosti CannaFamily, a.s. v podobé
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Diky tomuto opatfeni bylo
mozné realizovat fadové vic chemickych analyz nez kolik by umozZhoval
rozpoCet projektu pri pouhém vyuziti sluzeb smluvniho vyzkumu. Sluzby
akreditované analytické laboratorfe pak byly vyuzity pouze k ovéreni vysledkl u
vybranych vzorkd@ coz nejen vyrazné snizilo naklady projektu pfi zachovani
vysoké validity vysledkl, ale rovnéZz poskytlo konsorciu znaénou flexibilitu v
ramci planovani a realizace diléich experimentd.

3.2 Etapa l:

Pfedmétem prvni etapy reSeni projektu byl pfedevSim laboratorni vyzkum na
zakladé jehoz vysledkl byly postupné definovany pozadované parametry technologie
potfebné pro dosazeni jeji ucinnosti dle zadani. Byly vyhodnoceny moznosti pouziti
rdznych materiald a zplsobu provedeni technologického transferu laboratornich
metod do stavby prvnich diléich prototypl. Za Ucelem ovéreni procesl a reakénich
podminek byly nejprve navrzeny a zkonstruovany modely diléich ¢asti technologie a ty
byly podrobeny zakladnimu provoznimu testovani za ucelem zhodnoceni jejich
ucinnosti a identifikace prekazek v ramci jejich dalSiho scale-upu. Na zakladé téchto
¢innosti pak byla vytvorena projekéné-technologicka dokumentace slouziti k nasledné
konstrukci prototypa.

Priprava podkladu a desigh experimentalnich zkousek:

Z4&Fi - Rijen 2021

- Byla provedena literarni a patentova reserSe za ucelem identifikace vhodnych
laboratornich metod pro daldi zkoumani s dlrazem na vyhodnoceni uUrovné
stavajici pravni ochrany jiz existujicich technologickych celkl tak aby nedoslo v
ramci vyvoje k jejimu poruseni.

- Na zakladé literarni reserse byl stanoven normativ pro kazdy sledovany faktor v
ramci zkoumanych metod (kontrola).

- Byly stanoveny limitni obsahy pro sledované latky, a byly identifikovany
primarni kontaminanty.

- Veskeré vytazky ziskané pfi zkoumani jednotlivych faktorG byly srovnavany s
kvalitativnimi parametry a vytéZznosti dosazené za pouziti stanovenych
normativl. Tato srovnani byla provedena na zakladé laboratornich protokold a
chemické analyzy.



Vyvoj

Byl zahajen design jednotlivych experimentd tak aby jejich vysledky umozniovaly
pripravu podkladl pro tvorbu projekéné-technologické dokumentace diléich
komponent jednotlivych prototypd.

Byl vybran rostlinny material (Cannabis Sativa L.) urCeny k laboratornimu
testovani, ten byl formou chemické analyzy vyhodnocen z hlediska kvantifikace
obsahu cilovych latek a kontaminantl (Exp. ¢.: 1-15).

a optimalizace extrakéni a rafinaéni metody herbalnich materialt:

Listopad - Prosinec 2021:

Leden

Na zakladé literarni reser$e byly vybrany tfi extrakéni ¢inidla s rdznou polaritou
(hexane, ethanol, isopropylalkohol). Nasledné byly triplicitné provedeny
pokusné extrakce za normativnich podminek teploty a tlaku (Exp. ¢.: 16-60 -
celkem 45 zkousek).

Takto ziskané extrakty byly podrobeny chemické analyze a byly kvantifikovany
hlavni cilové latky a kontaminanty.

Byla provedena metabolomicka analyza a byly identifikovany hlavni prfednosti a
nedostatky pouziti jednotlivych extrakénich cCinidel, tyto zavéry byly podlozeny
literarni resersi zamérenou na biologickou aktivitu jednotlivych metabolitl.

Po strance zachovani plvodniho metabolického profilu se jako nejudinnéjsi
jevilo pouziti EtOH. Koncentrace hlavnich sledovanych latek, vSak nedosahovaly
ani v jednom z opakovani stanovenych minimalnich hodnot.

- Unor 2022:

V ramci urceni dalsiho sméru vyzkumu bylo rovnéz treba stanovit reakcni
podminky umoznujici recyklaci pouzitého rozpoustédla a to bez indukce
zasadnich zmén v ramci obsahovych latek v ziskaném biologicky aktivnim
vytazku. Tyto zkousky probéhly triplicitné pro kazdé pouzité Cinidlo zvlast za
pouziti 4 rdznych reakénich podminek (Exp. ¢.: 61-132 - celkem 72 zkous$ek).
Vyhodnoceni téchto experimentl ukazalo, ze vysledky dosazené za pouZziti
ethanolu a hexanu by bylo mozné povazovat po strance zachovani pGvodniho
metabolomického profilu za srovnatelné. U obou rozpoustédel bylo nejlepsSich
vysledkd v tomto ohledu dosazeno pri aplikaci vysokého podtlaku (tzv.
Vakuovou destilaci pfi stalém michani). U isopropylalkoholu pak ovSsem byla i
pri aplikaci této metody pozorovana nezadouci izomerizace sledovanych latek
pravdépodobné vlivem aplikace vyssi teploty potifebné pro kompletni remediaci
tohoto extrakéniho C¢inidla, o jehoz vyuziti z tohoto dlvodu nebylo dale
uvazovano.

Ziskané vytazky byly v tomto momenté rovnéz podrobeny chemické analyze za
ucelem kvantifikace rezidui pouzitych rozpoustédel. Jak se ukazalo metody
vykazujici nejlepsi vysledky po strance zachovani metabolomického profilu
meély za nasledek méfritelné rezidualni hladiny téchto latek v koncovém



produktu. Tato skutecnost se stala zasadni prekazkou pro dalsi vyuziti hexanu
predevS§im pro jeho neurotoxické vlastnosti. Jedinym Ccinidlem vykazujicim
odpovidajici vysledky zachovani poméru a formy obsahovych latek pfi
soucasném udrzeni nizké toxicity koncového produktu se tak stal ethanol.

Brezen - Duben 2022:

- Zvolené <¢inidlo (ethanol) vSak v predchozich experimentalnich zkouskach
nedosahovalo pozadovanych vysledkd po strance koncentrace hlavnich cilovych
latek v ziskaném extraktu. Za Ucelem dosazeni pozadovanych vysledkl v tomto
ohledu tak byly navrZzeny navazujici experimenty za pouziti 4 rozdilnych
reakénich teplot. Pokusy byly realizovany triplicitné na 3 vzorcich rostlinného
materialu (Exp. €.: 133-168 - celkem 36 zkousSek).

- Vysledky jasné ukazaly, Zze vysSi teplota rozpoustédla ma za nasledek vyssi
vytéZnost extrakce ovSsem na ukor snizené koncentrace hlavnich sledovanych
latek. Tento jev byl vyhodnocen jako nezadouci a dalsSi pokusy tak smérovaly ke
stanoveni idealni extrakéni teploty na spodni hranici testované skaly. Pokusy
byly opét realizovany triplicitné na 3 vzorcich rostlinného materialu (Exp. ¢&.:
169-204 - celkem 36 zkousek).

- Optimalni reakéni teplota extrakce byla stanovena na - 33 °C.

Kvéten - Cerven 2022:

- Pro stanovenou reakc¢ni teplotu bylo dale tfeba stanovit tlak v extrakéni nadobé
/ rychlost prdtoku pouZitého rozpoustédla. Nizky tlak a s tim spojena
prodlouzena expozice rostlinného materialu extrakénimu ¢&inidlu zpdsobila
pravdépodobné i z dlvodu zvyseni reakéni teploty podobné jako v predchozim
pripadé vyssi vytéznost celého procesu na ukor snizené koncentrace hlavnich
sledovanych latek a zvy$eni obsahu nezadoucich lipidd (Exp. ¢.: 205-231 -
celkem 27 zkousek). Zavérem tedy bylo nejen doporuceni na aplikaci vysokého
podtlaku a minimalizace ¢asu expozice materialu v extrakéni nadobé ale rovnéz
jeji aktivni chlazeni pro dosazeni optimalnich vysledkad.

- Na zakladé literarni reSerse byl naplanovan pokus aplikace ultrazvukového
homogenizatoru v procesu extrakce. Vysledkem byl vytazek snizené denzity s
odliSnym metabolickym profilem oproti kontrole (Exp. ¢.: 232-249 - celkem 18
zkousSek). Tento jev byl vyhodnocen jako negativni a od implementace do
koncové technologie bylo doCasné upusténo. Provedena literarni reSerSe vsSak
dala zaklad predpokladu, Ze aplikace této technologie by mohla zvySovat
biologickou dostupnost koncového preparatu. Casovy a finanéni plan realizace
projektu vSak pro blizsi studovani tohoto jevu neposkytoval dostatek projektu.
Zavérem této casti vyzkumu tak pro konsorcium byla identifikace novych
vyzkumnych cill pro navazujici praci v ramci rozvoje a optimalizace vyvijené
technologie.



Cervenec - Zari 2022:

-V ramci pfipravy rostlinnych materiald uréenych k extrakci byl zkouman
predevsim vliv obsahu H,0. Pokusy jasné ukazaly, ze material s vy$sim obsahem
vody vykazoval v procesu extrakce celkové nizsi vytéznost (Exp. ¢.: 250-276 -
celkem 27 zkousek). Aplikace vysoké teploty za Ucelem suseni véak zpUsobila
ztratu nékterych kliCovych latek (presnéji terpenl a terpenoidd). Vysledkem
pokusl tedy byla doporucéeni v ramci metodiky pripravy materiald uréenych k
extrakci na kompletni eliminaci zbytkové vody aplikaci teploty nepresahujicich
30 °C.

- Dale byl v ramci pfipravy rostlinnych materiald uréenych k extrakci zkouman
vliv velikosti jeho extrahovanych casti (hrubosti materidlu na vstupu). Byly
aplikovany tfi rGzné hrubosti za pouziti primyslové techniky uréené k mleti
rostlinnych materiald a realizovany triplicitni pokusy na tfech rdznych typech
vstupniho materialu (Exp.: 277-303 - celkem 27 zkousek). Pokusy ukazaly Ze
nejlepSich vysledkd bylo dosazeno s nejjemnéji zpracovanym vstupnim
materialem. Tento zplsob zpracovani ovéem mirné prodluzoval extrakéni ¢as a
tim i délku expozice extrakénimu cCinidlu, tento potencialni problém byl zcela
odstranén zvy$enim negativniho tlaku v extrakéni nadobé. Diky témto pokusim
byl rovnéz zvolen optimalni material slouzici jako mechanicky filtr ¢astic na
vystupu z extrakéni nadoby.

Rijen - Prosinec 2022:

- Jednim z nejvétsich ukold v ramci laboratorniho vyzkumu, kterému doposud
nebyla ani v zahrani¢i vénovana patficna pozornost byly metody rafinace
ziskanych vytazkG za Ucelem Uplné eliminace prirozenych kontaminantd.
Pozornost byla zamérena predevsim na ty které predstavuji zasadni riziko pro
lidské zdravi a zaroven je jejich pritomnost ve vysokych hladinach v rostlinach
Cannabis Sativa L. zcela bézna az nevyhnutelna predevsim diky jejich silnym
bioakumulativnim vlastnostem. Limitni obsahy téchto latek jsou ve vyrobcich
urcenych k lidské spotrebé stanoveny zakonem, minimalnim cilem pokladanym
za Uspéch tak bylo naplnéni téchto zakonnych limitd. Jako nejvétsi prekazkou v
ramci naplnéni tohoto cile se ukazala eliminace nékterych polycyklickych
aromatickych uhlovodikd, ze véech nejvice se pak jednalo o Chrysene, ktery se
nepodarilo odstranit Zadnou z pUvodné zamyslenych metod. Celkem bylo
triplicitné testovano 5 vzorkl, 4 sorbenty za aplikace 2 reakénich podminek
jejichz kombinace vedla k Uspésnému naplnéni cild (Exp. ¢.: 304-423 - celkem
120 zkousSek).

- Pro potreby finalizace podkladld pro projekéné-technologickou dokumentaci
slouzici ke stavbé finalnich prototypl byly je$té reakéni podminky (tlak a
teplota) blize specifikovany navazujicim experimentem (Exp. C.: 424-441 -
celkem 18 zkousek).



- Zvolenda metoda vSak vyzadovala pridani rafinaéniho reaktoru a cely proces
vyrazné zkomplikovala, a prakticky znemoznila jeho automatizaci v ramci vyvoje
Prototypu | (extrakéné-rafinaéni jednotky laboratornich rozmért) aniz by doslo
k zasadnimu navysSeni vyrobni ceny prototypu jakoZz i naroCnosti na jeho
dlouhodobou Uudrzbu. Tento problém byl elegantné vyresen uUpravou navrhu
prototypu tak aby extrakéni nadoba slouzila rovnéz jako filtracni jednotka
pouzitych sorbentl a sbérna nadoba rovnéz jako rafinacni reaktor. Tato Uprava
sice znamena nutnost zasahu operatora v pribéhu procesu vyroby vytazku,
nicméné zajistila plnou funkénost prototypu pfi udrzeni predpokladanych
vyrobnich nakladl a soucasné nizké narocnosti na udrzbu zafizeni. V tomto
duchu byl pozdéji navrzen i software a uzivatelské rozhrani, které operatora
bezpecné provede celym procesem. Vzhledem k tomu, ze konsorcium povazuje
za hlavni cilovou skupinu zakaznikd pro toto zafizeni lékarnské a laboratorni
provozy zameéstnavajici vysokoskolsky vzdélané operatory, nebylo toto
odchyleni od plvodniho zaméru identifikovano jako problematické.

- V. ramci vyvoje a stavby Prototypu IV (extrakéné-rafinacni jednotky
primyslovych rozmérd) pak bylo navrzeno linearni zapojeni rafinaéniho
reaktoru, davkovace sorbentl a filtraéni jednotky do soustavy tak aby byl
umoznén zcela automatizovany provoz dle plvodniho zaméru reSitelského
tymu.

Prosinec 2022 - Leden 2023:

- Byl ukoncen zakladni laboratorni vyzkum a ziskané poznatky byly vyhodnoceny
a prevedeny do souboru reakénich podminek a metodickych vyrobnich postupt
kterym musi technologie a pouzité materialy vyhovovat.

- Tyto postupy nemohly byt nadale ovéreny pred stavbou finalniho prototypu
dostupnou laboratorni technikou, proto byly dil¢i ¢asti finalni technologie
navrzeny samostatné a partnerem projektu postupné testovany na modelovych
dilech postavenych spolec¢nosti W.P.E.

- Byly provedeny simulace a 3D modeling dilCich Casti. Specialni pozornost byla
vénovana extrakéni komore pracujici ve znacném podtlaku u které bylo vybér
materialu i pres Uspésné simulace nutno upravit po zniceni prvnich dvou
modeld uz pfi jejich prvnim testovani (viz obrazek 3).

- Na zakladé vyhodnoceni a optimalizace partnerem testovanych modeld diléich
¢asti extrakéni a rafinaéni jednotky byly vytvoreny podklady pro tvorbu finalni
projekéné-technologické dokumentace.



Obrazek 2 - Plvodni navrh Prototypu | vytvofeny na zakladé provoznich simulaci
zahrnujicich vlastnosti pouzitych materialll pred testovanim modelového dilu
extrakéniho tubusu.

| B v ok

Obrazek 3 - Modelovy dil extrakéniho tubusu Prototypu | po testovani provoznich



podminek.

3.3 Etapa ll:

Druha etapa projektu byla vénovana predevsim pripravée
projekéné-technologické dokumentace a stavbé vSech finalnich prototypl vcéetné
scale-upu technologie, jejimu provoznimu testovani a optimalizaci vyvijenych
komponent, jak po hardwarové tak softwarové strance. Byly vyhodnoceny vysledky a
stanoveny dalsi cile za ucelem navazujiciho vyvoje, certifikace a uvedeni zafizeni na
trh.

Unor - Bfezen 2023

- Byla navrzena finalni podoba Prototypu I, pro jehoz konstrukci byl provedeny
laboratorni vyzkum dostacdujici. Predev§im z ddvodu upusténi od plné
automatizace procesu eliminace nezadoucich kontaminantd byl dal$i vyvoj
smeérovan predevSim na navrh feseni ovladaciho software a s tim spojeného
uzivatelského rozhrani (viz vyse).

-V ramci naplnéni pGvodniho zaméru konsorcia byl v posledni fazi vyvoje do
Prototypu | zakomponovan navrh technologického feSeni zpracovani
vyrobeného extraktu do koncové [ékové podoby s jasné stanovenym
davkovanim (koncentraci) individualné pro kazdou vyrobni Sarzi na zakladé
zvazeni s presnosti na jednotky mg a nasledného smichani s pozadovanym
nosi¢em (napf. Triglyceridy, Polyethylene / polypropylene glycol, kakaové maslo
a dalsi farmaceutické suroviny).

- Prototypy Il a Ill pak byly z dlvodu komplikovanosti automatizace procesu
rafinace navrzeny tak aby jejich konstrukce umozZnila ovéreni ucinnosti
technologie pred scale-upem do prdmyslového rozméru. Z technologického
hlediska tak byly pouzity vSechny zakladni rysy navrhu konstrukce Prototypu IV
a tyto tfi jednotky jsou zcela kompatibilni.

Duben - Kvéten 2023:

- Byla provedena stavba a prvni provozni testovani Prototypu |. za pouziti 3
rGznych vzorkl rostlinného materialu (Exp. ¢.: 442-468 - celkem 27 zkousek)
Vysledeky byly velice uspokojivé a na technologii byly provedeny jen minoritni
Upravy a optimalizace software.

- 'V ramci provozniho testovani Prototypu | byla detailné vyvinuta a popsana
metoda dekarboxylace kanabinoidnich kyselin (viz nize Obrazek 25).

- Na zakladé srovnani s v zahrani¢i komeréné dostupnym fenolovym extraktem
na urovni aktivni farmaceutické ingredience bylo provedeno ovéreni moznosti
dalsich rafinaénich metod pro odstranéni nezadoucich slozek v podobé
rostlinnych barviv. Usp&&ného odstranéni véech vizualné nezadoucich sloZek se



vSak nepodafilo dosdhnout pfi zachovani slozeni pouzité mobilni faze pro
rafinaci, ktera byla jinak po vSech strankach zcela vyhovujici. Na zakladé tohoto
zjisténi tak byly identifikovany dalsi vyzkumné cile do budoucna, které by
nebylo mozné naplnit v ramci ¢asového a finanéniho planu Cinnosti vyzkumu a
vyvoje realizovanych v souvislosti s reSenim projektu.

- Byla provedena stavba a prvni provozni testovani Prototypd Il a Il (Exp. C.:
469-513 - celkem 45 zkousek). Z pokusU vyplynulo, ze kritickymm bodem je
vzdalenost obou prototypl od sebe, predevéim z ddvodu velkych ztrat v ramci
transportu mezi extrakéni nadobou a rafinaénim reaktorem ke kterému dochazi
stale jesté hluboko pod bodem mrazu. Z toho ddvodu byly jednotky pro dalsi
testovani naistalovany na spole¢nou radmovou konstrukci minimalizujici tuto
vzdalenost (viz nize obrazek 5).

- Prvni rostlinné vytazky ziskané v ramci tohoto provozniho testovani byly
pouzity pro zahajeni zrychlené stabilitni studie, testl toxicity a popisu
farmakokinetickych vlastnosti.

-V ramci navazujiciho provozniho testovani diléich Prototypd Il a Il byla
provedena optimalizace extrakénich a rafinaénich metod (Exp. ¢.: 514-521 -
celkem 8 zkousek).

- 'V ramci scale-upu byla zavrhnuta pdvodni myslenka zdroje hnaci sily pro
transport rozpoustédla v podobé dcerpadla, prfedevéim z dGvodu limitace
provozni teploty Cerpané kapaliny, coz pfi testovani v pozadovaném objemu
zpUsobilo prekroc¢eni maximalni reakéni teploty extrakce. Tento problém byl
odstranén implementaci nadoby na tlakovy vzduch ktery se stal hnaci silou pro
cely proces primyslové jednotky (viz obrazek 12).

- Testovani dale ukazalo, Zze pouziti sorbentd zvolenych na zakladé laboratorniho
vyzkumu vykazuje zasadni provozni nedostatek po strance udrzby nebot
sorbenty predstavuji Spatné odstranitelnou mechanickou nedistotu v
rafinacnim reaktoru jakoZz i transportnim potrubi. Za ucelem odstranéni tohoto
potencialniho problému byly navrzeny rafinaéni zasobniky na bazi mobilni faze
umoznujici pfesné davkovani a naslednou separaci pouzitych sorbentd aniz by
doslo ke snizeni jejich ucinnosti prokazané laboratornim vyzkumem (viz nize
obrazek 17).

- Tato skuteCnost ovSem predstavovala vyrazné zvétSeni vzdalenosti mezi
extrakéni nadobou a destilacni kolonou umoznujici recyklaci pouzitého
rozpoustédla, to meélo za nasledek navyseni tzv. mrtvého objemu vedeni a stim
spojené ztraty ve vyrobé. Situace byla vyrfeSena snizenim prdmeéru
transportniho potrubi a Upravou slozeni mobilni faze.

Kvéten - Cerven 2023:

- Dekarboxyla¢ni jednotka byla implementovana do reaktoru slouziciho k
recyklaci extrakéniho ¢inidla (obrazek 16) a je samostatné ovladatelna pomoci
centralni fidici jednotky a souvisejiciho software.



V ramci realizace scale-upu bylo zjiSténo Ze stavajici chladici vykon zasobniku
na rozpoustédlo neni dostate¢ny pro udrzeni reakini teploty extrakce pfi
stavajicim objemu prdmyslové extrakéni nadoby. Za tim Gcelem byly navrzeny a
zkonstruovany zasobniky s vysSim chladicim vykonem zaroven umoznujici sbér
recyklovaného rozpoustédla do separatni nadoby (viz obrazek 17). Tento pfristup
je v souladu se spravnou vyrobni praxi a umoznuje recyklaci rozpoustédla v
ramci jedné vyrobni Sarze.

Bylo realizovana tlakova zkouska a nasledné provozni testovani Prototypu IV
(Exp. &.: 522-584 - celkem 63 zkousek), v ramci kterého byly optimalizovany
reakéni podminky a s tim souvisejici fidici software ktery je soucasti fidici
jednotky.

Byla zpracovana studie proveditelnosti separace tékavych biologicky aktivnich
latek (terpent a terpenoidl) pfi recyklaci pouzitého rozpoustédla a jejich
nasledné introdukce zpét do ziskaného extraktu za Ucelem zvysSeni jeho kvality.
Tento cil se ukazal jako realizovatelny nicméné za predpokladu dalsich
technologickych Uprav stavajici destilacni kolony a s tim souvisejici
optimalizace Fidiciho softwaru. Konsorcium se této problematice hodla nadale
vénovat jesté pred uvedenim zafizeni na trh.

Byly naplanovany dalsi kroky vedouci k certifikaci zafizeni a jeho uvedeni na
trh.

Byly vyhodnoceny vysledky vyzkumu s ohledem na jejich dalsi vyuzitelnost v
ramci marketingu k podpore prodeje zarizeni po jeho uvedeni na trh.



Obrazek 4 - Finalni verze Prototypu | (extrakéné-rafinaéni jednotka laboratornich
rozmérl) v laboratofi Partnera projektu.
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Obrazek 5 - Dil¢i Prototypy Il a Ill instalované na spole¢né ramové konstrukci. Zleva:
zasobnik na proplach, extrakéni nadoba mala a rafinacni reaktor.



Popis usporadani:

Extraktor je tvofen vlastni extrakéni nadobou s konickym dnem. Nadoba je
dvouplastova s chlazenym plastém. Do nadoby se vklada 5um filtracni sacek naplnény
rostlinnym materialem, ktery chceme extrahovat. Do extrakéni nadoby je zaveden
chlazeny ethanol ze zasobniku chlazeného ethanolu. Po naplnéni celého objemu
extraktoru chlazenym ethanolem, je z extraktoru podtlakem odsavan nasyceny
ethanol do sbérné nadrze roztoku. Po ukonceni této faze a ziskani pozadovaného
roztoku je mozno do extraktoru pomoci podtlaku nasavat vodu, za ucelem
proplachnuti vyextrahovaného rostlinného materidlu do sbérné nadrze proplachu.
Tento proplach zajisti maximalni vytézeni ethanolu z rostlinného materialu a zaroven
snizuje riziko manipulace z rostlinnym materialem nasycenym ethanolem.
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Obrazek 6 - Technologické schéma zapojeni diléich Prototypd Il a IIl.
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Popis ovladani:

Extraktor je vybaven vlastnim fidicim systémem Simatic S7/1200 . Cely fidici
systém je usporadan do sitové architektury, kdy jsou vsechny jednotky, které si
uzivatel nakombinuje, zapojeny na sbérnicovy systém meédii a na centralnim ovladacim
panelu je mozno potom obsluhovat celou vlastni sestavu zafizeni.

Ovladani je budto plné autonomni, ruc¢ni nebo je mozZno vytvofit sekvence
jednotlivych krokl celého postupu W-E-R-D-DC ( winterizace - extrakce - rafinace -
destilace - dekarboxylace ).

EXTRACTOR A

Obrazek 7 - Ovladaci obrazovka se software umoznujicim regulaci zapojeni diléich
Prototypd Il a Ill.



Obrazek 8 - Na levé strané Extraktor B - velikostné opovidajici prdmyslovému vyuziti.

Popis usporadani:

Extraktor je tvorfen vlastni extrakéni nadobou s konickym dnem. Extrakéni
nadoba ma vétsdi objem a je uréena pro az 56 litrG rostlinného materialu. Je pfipojena
k modulu malého extraktoru a vyuziva zasobnik proplachu. Do nadoby se vklada 5um
filtraéni sacek naplnény rostlinnym materidlem, ktery chceme extrahovat. Do
extrakéni nadoby je zaveden chlazeny ethanol ze zasobniku chlazeného ethanolu. Po
naplnéni celého objemu extraktoru chlazenym ethanolem, je z extraktoru podtlakem
odsavan nasyceny ethanol do sbérné nadrze roztoku.
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Obrazek 9 - Technologické schéma primyslového Extraktoru B.
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Obrazek 10 - Technologické schéma zapojeni prdmyslového Extraktoru B do

sbérnicového systému.

Popis ovladani:

Extraktor je vybaven vlastnim fidicim systémem Simatic S7/1200 . Cely fidici
systém je usporadan do sitové architektury, kdy jsou vSechny jednotky, které si
uzivatel nakombinuje, zapojeny na sbérnicovy systém médii a na centralnim ovladacim
panelu je mozno potom obsluhovat celou vlastni sestavu zafizeni.

Ovladani je budto plné autonomni, ruc¢ni nebo je mozZno vytvofit sekvence
jednotlivych krokl celého postupu W-E-R-D-DC ( winterizace - extrakce — rafinace -
destilace - dekarboxylace ).




Obrazek 11 - Ovladaci obrazovka se software umoznujicim regulaci reakcnich
podminek pramyslového Extraktoru B.

Obrazek 12 - Uprostfed nadoba na tlakovy vzduch slouzici jako hnaci sila pro



transport rozpoustédla v teplotach hluboko pod bodem mrazu.

Obrazek 13 - Rafinaéni jednotka na bazi mobilni faze.



Popis usporadani:

Rafina¢ni zafizeni je tvorfeno zasobniky vlastnich rafinacnich Cinidel. Ta
jsou pripravovana a skladovana samostatné. Zasobniky jsou dvouplastové s
chlazenym plastém. Do kazdého zasobniku je zaveden ethanol ze zasobniku
ethanolu. Po extrakci je mozno z jednotlivych zasobnikd pomoci podtlaku nebo
pretlaku nacerpat postupné jednotliva rafinacni c¢inidla do reaktoru. Po
probéhnuti procesu cisténi je mozno suspenzi odCerpat na externi komorovy
filtr a odtud do odparky pro odstranéni ethanolu.
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Obrazek 14 - Technologické schéma zapojeni rafinaéni jednotky na bazi mobilni faze.

Popis ovladani:

Rafina¢ni jednotka je vybavena vlastnim fidicim systémem Simatic S7/1200. Cely
fidici systém je usporadan do sitové architektury, kdy jsou vSéechny jednotky, které si
uzivatel nakombinuje, zapojeny na sbérnicovy systém médii a na centralnim ovladacim
panelu je mozno potom obsluhovat celou vlastni sestavu zafizeni.



Ovladani je budto plné autonomni, rué¢ni nebo je moZno vytvofit sekvence
jednotlivych krokl celého postupu W-E-R-D-DC ( winterizace - extrakce — rafinace -
destilace - dekarboxylace ).

RAFINACE

Obrazek 15 - Ovladaci panel se software umoznujicim regulaci procesu rafinace za
pomoci mobilni faze.
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Obrazek 16 - Vakuova odparka se specidlnim reaktorem umoznujicim dekarboxylaci



kanabinoidnich kyselin.

Obrazek 17 - zasobniky na chlazeni ethanolu umoznujici recyklaci dle spravné vyrobni
praxe.



Obrazek 18 - Centralni fidici jednotka s dotykovym displejem, chlazeni, zdroj vakua a
zdroj tlakového vzduchu.
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Obrazky 19 - 24: Ovladaci prvky celé sestavy které jsou soucasti software centralni
ridici jednotky.

4. Zhodnoceni vysledkt projektu

Hlavnimi vystupy projektu jsou predevsim 2 koncové prototypy urcené k
opakované vyrobé. Prototyp | urCeny pro laboratorni a lékarenské provozy a Prototyp
IV uréeny pro vyrobu v pramyslovém meéfitku. Mezi indikatory naplnéni projektového
zaméru vSak patfi i 2 diléi Prototypy Il a Ill jejiz primarnim ucelem bylo ovéreni
udinnosti technologie pred jejim finalnim pfenesenim do prdmyslovych rozmérd. Oba
diléi prototypy jsou tak zcela kompatibilni s architekturou koncové primyslové
jednotky. Dil¢i Prototyp Il extrakéni jednotky lze provozné vyuzit samostatné pro
mensi vyrobni Sarze, ale i zapojit do koncové jednotky k navySeni jeji celkové vyrobni
kapacity. Dil¢i Prototyp Il rafinacniho reaktoru se pak po rozsifeni o rafinacni
jednotku na bazi mobilni faze (vyvinutou v ramci stavby prototypu IV) ukazal svou
kapacitou jako dostacujici a stal se nedilnou soudasti koncového primyslového
zafizeni.

41 Prototyp I:

Prototyp I, byl zkonstruovan a na zakladé provozniho testovani vyhodnocen jako
plné funkéni a dosahujici vytéZnosti extrakce prekraéujici 90 % plvodniho obsahu
cilovych latek v rostlinném materialu. Jednotka umoZnuje jednorazové zpracovani
priblizné 30 g rostlinného materialu. Byly v ném implementovany principy rafinace
poskytujici konsorciu moznost po uvedeni na trh dale dodavat uzivatelim specialné
vyvinuta rafinaéni Cinidla a dalSi spotfebni material jako napriklad mechanické filtry a
Cistici roztok. Presto ze zafizeni nebylo mozné patentovat na zakladé v minulosti
uznanych generickych patentd obdobnych presto vyrazné odliSnych technologii, jedna
se o zcela unikatni jednotku, ktera prekrocila soucasny stav poznani u nas i ve svété
a diky své schopnosti nejen efektivni vyroby ale i kompletni eliminace nezadoucich
kontaminantl a nasledného prevedeni rostlinného vytazku do koncové lékové formy
pomoci navazani na odpovidajici nosi¢ s presné stanovenym davkovanim pro kazdou
vyrobni Sarzi toto zafizeni nema na svétovém trhu Zzadnou pFfimou konkurenci.



Obrazek 25 - Prototyp | (extrakéné-rafinaéni jednotka pro lékarenské a laboratorni
vyuziti) pfi vyvoji metody dekarboxylace v ramci provozniho testovani.

4.2 Prototyp IV:

Prototyp IV dosahl v provoznim testovani vytéznosti extrakce 97 % pUvodniho
obsahu cilovych latek v rostlinném materialu. Navic umoznuje recyklaci pouzitého
rozpoustédla v souladu s principy spravné vyrobni praxe a to pfi u€innosti dosahujici
az 70 %. Jednotka v maximalnim zapojeni je kapacitné schopna jednorazového
zpracovani az 33 kg rostlinného materialu. Prototyp se navic sklada z diléich jednotek
v sériovém zapojeni, které umoznuji i samostatné vyuziti pfipadné rlzné varianty
sestav pro rlzna pouziti, maximalizujici moznosti koncového vyuZziti vyvinuté
technologie.

4.3 Prototypy Il - IV. - Mozné varianty sestav dilCich jednotek:

VSechny diléi jednotky které spolecné v sériovém zapojeni tvorfi maximalni



sestavu primyslové extrakéné-rafinaéni jednotky (obrazek 1 a 31) jsou osazeny
autonomnimi fidicimi jednotkami umoznujici jejich zakladni pouziti i samostatné
(obrazek 30). Jsou vsSak zaroven koncipovany tak aby pfi napojeni na centralni Fidici
jednotku s pokrocilym fidicim softwarem umozZnovaly maximalni moznou Sifi vyuziti a
to i nad ramec primarniho zaméru. Takovym vyuzitim rozumime napfriklad vyrobu
alternativnich produktl, nebo zpracovani meziproduktd ziskanych odli§nymi vyrobnimi
postupy (obrazky 26-29).

Obrazek 26 - Maly extraktor (A) + rafinacni reaktor a zasobnik proplachu samostatné
umoznujici vyrobu herbalnich tinktur (priblizny objem vyroby 12 l/h).



Obrazek 27 - Velky i maly extraktor (A,B) + rafinacni reaktor a zasobnik proplachu
samostatné umoznujici velkokapacitni vyrobu herbalnich tinktur (pfiblizny objem
vyroby 70 l/h).

Obrazek 28 - Samotna rafinace na bazi mobilni faze.



Obrazek 29 - Samotna vakuova odparka se specialnim dekarboxylaénim reaktorem
umoznujici zpracovani herbalnich maceratd a fizeny rozklad karboxylovych kyselin.

Obrazek 30 - Zadni strana sestavy s autonomnimi fidicimi jednotkami.
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Obrazek 31 - Maximalni primyslova sestava obsahujici zleva: obé extrakéni nadoby (A, B),
rafinacni reaktor, rafinacni jednotky na bazi mobilni faze, vakuovou destilacni kolonu,
dekarboxylacni reaktor, fidici jednotku se zdrojem chladu vakua a tlakového vzduchu,
chlazeni ethanolu a zasobnik pouzitého rozpoustédla.
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Obrazek 32 - Technologické schéma celé sestav
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4.4 Kvalita vystupu koncového vyuziti vyvijené tehcnologie

Technologie ktera byla predmétem fesSeni projektu zdaleka neni prvni svého
druhu na svété. Presto jsou Clenové reSitelského tymu presvéddeni, Ze se v tomto
konkrétnim pripadé jedna o technologii zcela ojedinélou a do jisté miry naprosto
bezkonkurenéni a to i ve svétovém méritku. Toto tvrzeni vychazi ze skutecnosti, ze
extrakci rostlinnych materiald jiz bylo u nas i v zahraniéi vénovano dostatek
pozornosti zato problematikou jejich rafianace takovym zplsobem aby byly
eliminovany prirozené kontaminanty a vysledny material byl tak pouzitelny pro dalsi
zpracovani v ramci farmaceutického pridmyslu se odbornici teprve zadinaji zabyvat. U
rostlin Cannabis Sativa L. je tento problém velice aktualni nejen pro neustale
vzristajici poptavku po nutraceutickych a farmacuetickych produktech z nich
vyrobenych, ale predevSsim pro jejich silné bioakumulativni vlastnosti. Diky této
schopnosti v sobé rostliny ukladaji obrovské mnozstvi toxickych latek ziskanych z
okolniho prostredi a tyto latky se pak v rostlinnych vytaZzcich dale koncentruji a
predstavuji vyznamné riziko pro verejné zdravi, které si bohuzel vefejnost na strané
uzivatell téchto vyrobkl jesté zdaleka neuvédomuje. Pravdépodobné z téchto divoda,
tj. nedostatku poptavky se ani komercéni vyzkum touto problematikou doposud
nezabyval a ani technologicky nejvyspélejSi zafizeni na svétovém trhu uréena k
extrakci rostlin  konopi, rafinaci v podobé eliminace takovych kontaminantd
neumoznuji, jak bylo ostatné dostate¢né demonstrovano v podnikatelském zaméru
tohoto projektu. Nedilnou soudasti zhodnoceni vysledkd projektd tak musi byt i
vyhodnoceni kvality rostlinnych vytazkd k jejiz vyrobé je technologie uréena. Tu
budeme posuzovat v nékolika nasledujicich rovinach.

4.41 Chemicka analyza

NiZe prezentované tabulky a grafy predstavuji pro tuto zpravu vybranou
ukazku nameérenych hodnot ve vstupnim rostlinném materidlu a ve vytazku /
vytazcich ziskanych v ramci provozniho testovani vyvijené technologie. Jedna se tedy
je schopnost technologie vyrabét nejen farmakologicky aktivni, ale predevsim
zdravotné nezavadné vytazky z rostlin Cannabis Sativa L. za ucelem jejich dalsiho
zpracovani nebo primého vyuziti pro terapeutické ucely.

4.4.1.1 Obsah fytokanabinoidi:

Kvantitativni analyza fytokanabinoidl je v ramci vyvoje zkoumané technologie
jednim z primarnich kvalitativnich ukazatell jeji u¢innosti, predev§im proto ze mérené
latky patfi mezi ty kterym je dle soucasného stavu poznani pfisuzovan hlavni
terapeuticky ucCinek v ramci sledovanych obsahovych latek ve farmakologicky



aktivnich vytaZzcich rostlin Cannabis Sativa L.

V tabulce niZe je mozné pozorovat rozdily mezi témito obsahovymi latkami ve
vstupnim herbalnim materidlu po dekarboxylaci (Vysledek A) a vytazku z néj
vyrobeného (Vysledek B). Koncentrace sledovanych latek ve vytazku prevysila
oCekavani autorl projektu. Konverzni pomér (mira jejich koncentrace zpUsobena
aplikaci extrakéni metody) u jednotlivych latek vSak neni identicky. Rozdily v tomto
sledovaném ukazateli, pohybujici se v rozmezi 3.9-4.2 nasobku koncentrace latek ve
vytazku oproti vstupnimu materialu vsak lze vysvétlit tzv. rozsSifenou nejistotou
aplikované analytické metody (UHPLC-MS/MS) jez u nékterych analytd dosahovala az
14% mozné odchylky méreni. Vzhledem k tomuto racionalnimu vysvétleni a zaroven
zavérdm udinénym na zakladé srovnani metabolomickych profilGd téchto vzorkd (viz
nasledujici bod 4.41.2) nebyly tyto drobné odchylky vyhodnoceny jako problematické z
hlediska ucinnosti vyvijené technologie.

Kvantitativni analyza fytokanabinoidu
Analyt Vysledek A Vysledek B Jednotky
CBD (cannabidiol) 170841 723364 mg/kg
CBDA (cannabidiolic acid) 33 115 mg/kg
A-THC (delta-9-tetrahydrocannabinol) 9060 39150 mg/kg
A-THC (delta-8-tetrahydrocannabinol) < 2.5% < 2.65% mg/kg
A-THCA-A
(delta-9-tetrahydrocannabinolic acid-A) 8.5 33 mg/kg
CBN (cannabinol) 1783 7534 mg/kg
CBNA (cannabinolic acid) < 2.5% < 2.5% mg/kg
CBG (cannabigerol) 4310 18042 mg/kg
CBGA (cannabigerolic acid) 48 194 mg/kg
CBDV (cannabidivarine) 1477 5713 mg/kg
CBDVA (cannabidivarinic acid) < 2.6% 3.3 mg/kg
CBC (cannabichromene) 6315 24860 mg/kg
CBCA (cannabichromenic acid) < 2.5% < 2.5% mg/kg
THCV (tetrahydrocannabivarine) 226 986 mg/kg
THCVA (tetrahydrocannabivarinic acid) < 2.5% < 2.5% mg/kg
CBL (cannabicyclol) 12 450 mg/kg
CBLA (cannabicyclolic acid) < 2.5% < 2.5% mg/kg

Tabulka 1 - Srovnani vstupniho rostlinného materialu pred extrakci (Vysledek A) a
vytazku z néj ziskaného (Vysledek B) po strance kvantitativni analyzy obsahu
fytokanabinoidd.



* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.

4.41.2 Metabolomicky profil:

Metabolomicka profilace zpracovavanych materiald je dal$im zcela zasadnim
ukazatelem dosazeni cild vyteCenych autory na zacatku reSeni projektu. Vzhledem ke
skutec¢nosti, ze technologie je primarné uréena pro zpracovani konopi pro lécebné
pouziti, jehoz vyroba by méla podléhat prisné standardizaci za ucelem dosazeni
zadanych obsaht cilovych biologicky aktivnich latek jejichZz pocet v tomto materialu
bézné dosahuje desitek, nékdy i stovek jasné rozliSitelnych slozek. Cilem zkoumané
extrakéni metody a tedy i vyvijené technologie tak bylo dosahnout co nejvétSiho
zachovani plvodnich obsahovych biologicky aktivnich latek v koncovém vytazku,
pouze zvysit jejich koncentraci pfi souc¢asné eliminaci nezadoucich kontaminantd.

V nize zobrazenych chromatogramech mdizeme opét vidét srovnani vstupniho
rostlinného materialu a nasledné vytazku z néj vyrobeného se zaméfenim na
konkrétni cilové biologicky aktivni latky. Chromatogramy byly zamérné ponechany v
jednotném formatu po strance hodnot osy x (retenc¢ni Cas) i y (odezva) za uUcelem
jasné vizualni demonstrace vysledkl. Jak je patrné vysledky vykazuji zcela minimalni
az nulové odchylky po strance zjisténych obsahovych latek. Jedinym parametrem
ktery se méni je jejich celkova koncentrace, kterd u vétsSiny sledovanych latek
vykazuje velice podobny az identicky konverzni pomér. Tuto skutec¢nost povazuji
autofi projektu za naplnéni jednoho z nejzasadnéj$ich ukazatell maximalni mozné
efektivity vyvijené technologie.
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Obrazek 33a - Cilovy metabolomicky screening fytokanabinoidl ve vzorku rostlinného
materialu pred zpracovanim pomoci vyvijené technologie, UHPLC-HRMS/MS
extrahovany iontovy chromatogram zobrazujici 92 latek s jedineCnou kombinaci
specifické hmotnosti a retenéniho ¢asu detekovanych v modu ESI+.
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Obrazek 33b - Cilovy metabolomicky screening fytokanabinoidl ve vzorku rostlinného
vytazku ziskaného pouzitim vyvijené technologie, UHPLC-HRMS/MS extrahovany
iontovy chromatogram zobrazujici 94 latek s jedine¢nou kombinaci specifické
hmotnosti a reten¢niho ¢asu detekovanych v moédu ESI+.
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Obrazek 34a - Cilovy metabolomicky screening fytokanabinoidd ve vzorku rostlinného
materialu pred zpracovanim pomoci vyvijené technologie, UHPLC-HRMS/MS
extrahovany iontovy chromatogram zobrazujici 90 latek s jedine¢nou kombinaci
specifické hmotnosti a retenéniho ¢asu detekovanych v médu ESI-.
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Obrazek 34b - Cilovy metabolomicky screening fytokanabinoidd ve vzorku rostlinného
vytazku ziskaného pouzitim vyvijené technologie, UHPLC-HRMS/MS extrahovany
iontovy chromatogram zobrazujici 90 latek s jedine¢nou kombinaci specifické
hmotnosti a reten¢niho ¢asu detekovanych v médu ESI-.
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Obrazek 35a - Cilovy metabolomicky screening nekanabinoidnich biologicky aktivnich
latek ve vzorku rostlinného materialu pred zpracovanim pomoci vyvijené technologie,
UHPLC-HRMS/MS extrahovany iontovy chromatogram zobrazujici 43 latek s
jedine¢nou kombinaci specifické hmotnosti a retenéniho ¢asu detekovanych v moédu
ESI+.
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Obrazek 35b - Cilovy metabolomicky screening nekanabinoidnich biologicky aktivnich
latek ve vzorku rostlinného vytazku ziskaného pouzitim vyvijené technologie,
UHPLC-HRMS/MS extrahovany iontovy chromatogram zobrazujici 43 latek s
jedine¢nou kombinaci specifické hmotnosti a retenéniho ¢asu detekovanych v moédu
ESI+.
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Obrazek 36a - Cilovy metabolomicky screening nekanabinoidnich biologicky aktivnich
latek ve vzorku rostlinného materialu pred zpracovanim pomoci vyvijené technologie,
UHPLC-HRMS/MS extrahovany iontovy chromatogram po pfiblizeni zobrazujici 21 latek
s jedine¢nou kombinaci specifické hmotnosti a reten¢niho ¢asu detekovanych v moédu
ESI-.
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Obrazek 36b - Cilovy metabolomicky screening nekanabinoidnich biologicky aktivnich
latek ve vzorku rostlinného vytazku ziskaného pouzitim vyvijené technologie,
UHPLC-HRMS/MS extrahovany iontovy chromatogram zobrazujici 21 latek s jedinecnou
kombinaci specifické hmotnosti a retenéniho ¢asu detekovanych v moédu ESI-.

4.41.3 Obsah terpenu a terpenoidi



Latky ze skupiny terpent a terpenoidl patfi v ramci analyzovanych vytazkd
mezi farmakologicky aktivni slozky jejichz primy ucinek Casto neni klasifikovan jako
terapeuticky sam o sobé, ovSem dle souCasného stavu poznani jejich pfitomnost v
koncovém preparatu muaze hrat zcela klicovou roli v mechanismu uG¢inku a to na
zakladé synergickych vlastnosti pozorovanych v mnoha védeckych experimentech
(Russo, 201M) pfi jejich sou¢asném podani spolec¢né s nékterymi fytokanabinoidy, tedy
primarnimi terapeuticky aktivnimi slozkami rostlinnych vytazkd jejichz technologie
vyroby byla predmeétem fesSeni projektu.

Dosazené vysledky z hlediska ucCinnosti extrakéni technologie dosahujici
konverzniho poméru 3-3.9 nasobku obsahu téchto latek v ziskaném vytazku oproti
plvodni matrici povazuji autofi projektu za vice nez uspokojivé predevsim proto, ze se
jedna o tékavé latky tradi¢né vykazujici vysokou ztratovost a ¢asto naprostou absenci
v ramci stavajicich extrakénich metod zamérenych primarné na fytokanabinoidy.

Terpeny

Analyt Vysledek A Vysledek B Jednotky
a-pinene 112 428 mg/kg
camphene 3 1 mg/kg
sabinene 1 3 mg/kg
B-pinene 63 234 mg/kg
myrcene 1477 5508 mg/ke
a-phellandrene <5* <5* mg/kg
3-carene <0.8* <0.8* mg/kg
a-terpinene 3.5 12 mg/kg
4-isopropyltoluene <5* <5* mg/kg
limonene 245 965 mg/kg
cineole 6 21 mg/kg
B-ocimene 14 46 mg/kg
y-terpinene 2.5 9 mg/kg
sabinene hydrate <T* <T* mg/kg
a-terpinolene 2.9 11 mg/kg
fenchone 24 86 mg/kg
linalool 346 1284 mg/kg
fenchol 9.7 33 mg/kg




isopulegol 34 126 mg/kg
camphor 415 1460 mg/kg
isoborneol <0.4* <0.4* mg/kg
borneol 6 22 mg/kg
menthol <T* <T* mg/kg
terpineol-1 16 54 mg/kg
pulegone <5* <5* mg/kg
geraniol 72 258 mg/kg
geranyl acetate 15 55 mg/kg
a-cedrene <5* <5* mg/kg
trans-caryophyllene 570 2180 mg/kg
a-humulene 528 2012 mg/kg
trans-nerolidol <5* <5* mg/kg
caryophyllene oxide 66 246 mg/kg
guaiol <5* <5* mg/kg
a-bisabolol 3.5 12 mg/kg
phytol 157 608 mg/kg
eucalyptol 27 929 mg/kg

Tabulka 2 - Srovnani vstupniho rostlinného materidlu pred extrakci (Vysledek A) a
vytazku z néj ziskaného (Vysledek B) po strance kvantitativni analyzy obsahu terpen(
a terpenoidd.

* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.

4.41.4 Obsah rezidualnich pesticidu

Separace pesticidd nebyla primarnim predmétem vyzkumu v ramci stavby
technologie uréené ke zpracovani konopi pro lé€ebné pouziti jehoz péstebni postupy
tento druh kontaminace prakticky vylu€uji. Nicméné vzhledem k zaméru konsorcia
zajmem o vyvijenou technologii (pfedevS§im pak Prototypu IV - prdmyslové
extrakéné-rafinaéni jednotky u kterého je predpoklad ze budouci zakaznici s jeho
pomoci budou chtit pro potfeby nutraceutické Ci kosmetické vyroby zpracovavat i
rostlinny material péstovany volné na polich), byla i tomuto kvalitativnimu parametru
vénovana pozornost v ramci laboratorniho vyzkumu.

Pro testovani byl pofizen rostlinny material ve kterém byly v ramci analyzy
identifikovany 3 rezidualni kontaminanty z této kategorie, presnéji 1 pesticid a 2
insekticidy (v tabulce vyznaleny sSedou barvou). Purifikacni (rafinac¢ni) metody s



Uspéchem aplikované u dalSich neZadoucich kontaminantl se vSak ukazaly jako
neucinné a bylo treba pristoupit k aplikaci individualni purifika¢ni metody koncového
vytazku ziskaného vyvijenou technologii. Tato metoda se v tomto konkrétnim pripadé
ukazala jako 100% efektivni (viz tabulka 3 nize) a bude pro tento pfipad zapracovana
do metodickych pokynld pro budouci wuzivatele technologie. Nicméné rada
kontaminantd tohoto typu nebyla v Zzadném konsorciu dostupném materialu po Cas
vyzkumu identifikovana a prestoze na zakladé literarni reSerse existuje predpoklad, ze
zvolena metoda bude Uspésné aplikovatelna i v pfipadé kontaminace dalsimi latkami
z této kategorie, v ramci realizovaného vyzkumu to nebylo mozné prokazat.

Rezidualni pesticidy

Analyt Vysledek A Vysledek B Jednotky
Alachlor < 0.02* < 0.02* mg/kg
Aldrin and Dieldrin (sum of) < 0.02* < 0.02* mg/kg
Azinphos-methyl < 0.02% < 0.02% mg/kg
Chlordane (sum of cis-, trans - and
Oxythlordane) < 0.02% < 0.02* mg/kg
Chlorfenvinphos < 0.02* < 0.02* mg/kg
Chlorpyrifos 0.038 < 0.02% mg/kg
Chlorpyrifos-methyl < 0.02* < 0.02* mg/kg
Cypermethrin (and isomers) 113 < 0.02* mg/kg
Bromopropylate < 0.02% < 0.02% mg/kg
Deltamethrin < 0.02% < 0.02% mg/kg
Diazinon < 0.02* < 0.02* mg/kg
Dichlorvos < 0.02* < 0.02* mg/kg
Dithiocarbamates (as CS2) < 0.02% < 0.02% mg/kg
DDT (sum of p,p'-DDT, o,p'-DDT,
p,p'-DDE and p,p'-TDE) < 0.02* < 0.02* mg/kg
Endosulfan (sum of isomers and
Endosulfan sulphate) < 0.02% < 0.02% mg/kg
Endrin < 0.02* < 0.02* mg/kg
Fenitrothion < 0.02* < 0.02* mg/kg
Fenvalerate < 0.02% < 0.02% mg/kg
Fonofos < 0.02% < 0.02% mg/kg

Ethion < 0.02* < 0.02*% mg/kg




Heptachlor (sum of Heptachlor and

Heptachlorepoxide) < 0.02% < 0.02% mg/kg
Hexachlorobenzene < 0.02% < 0.02% mg/kg
Hexachlorocyclohexane isomers
(other thany) < 0.02* < 0.02* mg/kg
Lindane (y-Hexachlorocyclohexane) < 0.02* < 0.02* mg/kg
Malathion Methidathion < 0.02* < 0.02* mg/kg
Parathion < 0.02* < 0.02* mg/kg
Parathion-methyl < 0.02% < 0.02% mg/kg
Permethrin < 0.02% < 0.02% mg/kg
Phosalone < 0.02* < 0.02* mg/kg
Piperonyl butoxide 0.624 < 0.02* mg/kg
Pirimiphos-methyl < 0.02% < 0.02% mg/kg
Pyrethrins (sum of) < 0.02% < 0.02* mg/kg

Quintozene (sum of quintozene,
pentachloroaniline and methyl
pentachlorophenyl sulphide) < 0.02* < 0.02* mg/kg

Tabulka 3 - Srovnani rostlinného vytazku pred purifikaci (Vysledek A) a po purifikaci
(Vysledek B) po strance kvantitativni analyzy obsahu rezidualnich pesticidd.

* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.
4.41.5 Obsah tézkych kovu

Podobné jako u rezidualnich pesticidd se zvySenym vyskytem tohoto typu
kontaminantl v pripadé konopi pro lé¢ebné pouziti neni pocitano, nebot samotna
aplikace tzv. spravné péstitelské praxe v fizenych podminkach vyroby by méla
moznost této kontaminace zcela vyloucit. Nicméné predevSsim z hlediska vyvoje
primyslové extrakéné-rafinaéni jednotky (Prototyp 1V) kde je treba podcitat s
koncovym vyuzitim i v oblasti nutraceutické a kosmetické vyroby tradi¢né pouzivajici
vstupni rostlinny material péstovany volné na polich a v dalSich béznych
agronomickych provozech hraje schopnost technologie eliminovat tento typ
kontaminantl zasadni roli. Predevéim pro jejich Casty vyskyt zplsobeny silnymi
bioakumulativnimi vlastnostmi roslin Cannabis Sativa L. (Rheay, 2021). Proto byl pro
potreby laboratorniho vyzkumu rafinaénich metod a nasledného provozniho testovani
vyvijené technologie pofizen rostlinny material s relativné vysokou mirou kontaminace
témito latkami. Vysledky prezentované v tabulce nize jsou ukazkou ucinnosti
purifikacnich schopnosti Prototypu IV pravé v ramci jeho provozniho testovani.


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Rheay/Hanah+T.

Tézké kovy
Analyt Vysledek A Vysledek B Jednotky
arsen (As) 86 < 50% (ng/kg)
olovo (Pb) 303 < 50% (pg/kg)
kadmium (Cd) 153 < 5% (pg/kg)
rtut (Hg) 12 < 1% (pg/kg)

Tabulka 4 - Srovnani vstupniho rostlinného materialu pred extrakci (Vysledek A) a z
néj ziskaného vytazku po nasledné purifikaci (Vysledek B) po strance kvantitativni
analyzy obsahu tézkych kovu.

* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.
4.41.6 Obsah polycyklickych aromatickych uhlovodikti

Této kategorii kontaminantl byla v ramci vyzkumu vénovana nejvétsi
pozornost, predevsim proto Ze jejich eliminace se z hlediska Urovné automatizace
navrhované technologie ukazala jako velice komplikovana. V neposledni fadé vsak
také pro jejich doslova extrémni vyskyt napfi¢ vSemi typy bézné péstovaného konopi
vCetné toho uréeného pro lécebné pouziti! Tato skutecnost je nanejvySe alarmaujici
predevsim proto, ze nékteré z téchto latek patfi mezi karcinogeny tfidy I. Obsahy
nékterych z nich (v tabulce vyznaceny Sedou barvou) ve vyrobcich uréenych k lidské
spotfebé jsou pak ve vSech zemich EU pfisné Llimitovany platnou evropskou
legislativou. Presto purifikaci téchto latek v rostlinnych vytazcich z konopi nebyla ani v
CR ani v zahraniéi doposud vé&novana prakticky 2adna pozornost. Dosazeneé
vysledky (viz tabulka 5 nize) tak autofi projektu povaZzuji za zcela pralomové ve
svétovém meéritku a posouvaji vlastnosti vyvijené technologie do kategorie ve které
nema na stavajicim trhu naprosto Zadnou srovnatelnou konkurenci!

Polycyklické aromatické uhlovodiky

Analyt Vysledek A Vysledek B Jednotky
dibenzo[a,h]anthracene 21 < 3% (pg/kg)
benzo[g,h,ilperylene 88 < 1% (ug/kg)
indeno[1,2,3-cd]pyrene 86 < 5* (ug/kg)
phenanthrene 465 < 1% (ng/kg)
benzo[k]fluoranthene 76 < 1* (Mg/kg)
benzo[a]pyrene 100 < 1% (ng/kg)
chrysene 156 < 1* (pg/kg)
benz[a]Janthracene 162 < 5% (ug/kg)




benzo[b]fluoranthene 125 < 1* (pg/kg)
anthracene 79 < 1* (ng/kg)
fluoranthene 793 < 2% (ug/kg)
pyrene 241 < 3% (ug/kg)

Tabulka 5 - Srovnani rostlinného vytazku pred purifikaci (Vysledek A) a po purifikaci
(Vysledek B) po strance kvantitativni analyzy obsahu polycyklickych aromatickych
uhlovodika.

* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.

4.41.7 Mikrobiologicka analyza

Na zakladé osobnich zkusenosti autorl projektu s farmaceutickym provozem
vyroby konopi pro lécebné pouziti byly jako druhy nejCastéji se vyskytujici
kontaminant identifikovany plisné. K jejich vzniku dochazi Casto i ve velice prisné
regulovanych provozech vlivem vysoké denzity konopnych kvétd v kombinaci s
vysokou relativni vlhkosti vzduchu v porostu ve kterém dochazi k jejich dozravani.
Tento aspekt vyroby je Casto témér nevyhnutelné podcenovan i na vystupni kontrole
predev§im pro svou extrémni naroCnost na odhaleni v prfipadech kdy neni
kontaminace viditelna prostou vizualni kontrolou. V pfripadech kdy kontaminace
dosahne rozsahu jednoduse odhalitelného timto zplsobem pak jiz vétsinou
predstavuje pro vyrobce ekonomickou ztratu Casto dosahujici vice nez 40 % celkové
produkce. Aplikace purifika¢ni metody pfi vyrobé vytazku z konopnych kvétl se tak
jevi jako jedina cesta zarucdujici standardizaci kvality vyroby po této strance a tedy i
klicovy bod v ramci ochrany verejného zdravi. Vyvinuta metoda byla sjednocena s
postupem zvolenym pro eliminaci polycyklickych aromatickych uhlovodikd a byla tak
zahrnuta do automatizovaného vyrobniho rezimu ve kterém operuje Prototyp IV
primyslové extrakéné-rafinaéni jednotky. Cile 100% eliminace téchto latek bylo v
ramci provozniho testovani technologie Uspésné dosazeno (viz tabulka 6 nize).

Mikrobiologické parametry
Analyt Vysledek A | Vysledek B Jednotky
celkovy pocéet mikroorganism <10 <10 CFU/g
celkovy podet plisni 180 000 <10 CFU/g
celkovy pocet kvasinek <10 <10 CFU/g

Tabulka 6 - Srovnani vstupniho rostlinného materialu pred extrakci (Vysledek A) a z
néj ziskaného vytazku po nasledné purifikaci (Vysledek B) po strance stanoveni
obsahu mikrobialnich kontaminantg.



4.4.1.8 Obsah rezidualnich rozpoustédel

Prestoze zvolené rozpoustédlo (ethanol) je béZnou nejen farmaceutickou, ale
rovnéz potravinarskou surovinou jeho rezidualni obsah ve vétsiné pripravkd uréenych
ke koncové spotfebé neni zadouci. V ramci vyvoje technologie bylo navic jednim z cill
zajistit maximalni moznou navratnost rozpoustédla umoznujici jeho dalsi pouziti
(recyklaci). Nize uvedena tabulka je tak pouze ukazkou kvantitativni analyzy tohoto
parametru v jednom z vytazkU ziskanych pfi provoznim testovani Prototypu IV.

Analyt Vysledek Jednotka
rezidualni extrakéni Cinidla <0.02* %
Tabulka 7 - Kvantitativni analyza obsahu rezidualnich rozpoustédel ve vzorku

rostlinného vytazku ziskaného v ramci provozniho testovani Prototypu IV.
* - Limit kvantifikace analytu v ramci pouzité analytické metody.

4.4.2 Farmakokinetika

Dalsim sledovanym kvalitativnim parametrem byly farmakokinetické
vlastnosti ziskanych vytazkl, predevsim pak biologicka dostupnost. Kontrolou pro tyto
experimenty bylo podani samotného mletého rostlinného materidlu po jeho
dekarboxylaci, coz je v soucCasné chvili stale jeSté zcela béZna zavedena praxe v
C¢eskych lékarnach pfi podani konopi pro lécebné pouziti. Vysledky dle ocekavani
ukazaly Ze podani vytazku navazeného na odpovidajici nosi¢ biologickou dostupnost
ucinnych latek vyrazné zvySuje, coz je dalSim argumentem pro pouziti vyvinuté
technologie, v pripadé lékarenskych provozl pak predevsim Prototypu .

Cilem této studie bylo porovnat biologickou dostupnost Cistého rostlinného
materialu cannabis sativa L a tfi rlznych forem fenolového extraktu po oralnim
podani. Tyto formy zahrnovaly Cisty fenolovy extrakt (FE), fenolovy extrakt s nosi¢em
MCT (Medium Chain Triglycerides), fenolovy extrakt s nosi¢em PEG (polyethylene
glycol), a samotny rostlinny material. Biologicka dostupnost byla sledovana u osmi
mysSi v kazdé skupiné, aby se ziskaly spolehlivé vysledky. Kazda formulace fenolového
extraktu byla peédlivé pfipravena v souladu s danymi specifikacemi. Cisty rostlinny
material byl peclivé rozemlet. Kazda formulace byla pfipravena k podani mysim
pomoci oralni gavaze, ktera je bezbolestiva, pokusna zvirata ji velmi dobre snaseji a je
timto zplsobem zajisténo presné a kontrolované davkovani.

Po oralnim podani byly odebrany vzorky krve z mysi v intervalech po dobu az
10 hodin. Timto zplsobem byly stanoveny koncentrace fenolového extraktu v plazmé
v pribéhu d&asu, kde byly stanoveny koncentrace cannabidiolu. Vysledky této studie
ukazaly, ze fenolovy extrakt s nosicem MCT (FE + MCT) vykazuje nejvyssi biologickou
dostupnost mezi vSemi sledovanymi formami. Konkrétné byla biologicka dostupnost
FE + MCT cca o 1,5krat vyssi nez u Cistého fenolového extraktu (FE) v ¢ase vrcholu
koncentrace po 3 hodinach. Dale byla biologickd dostupnost FE + MCT zhruba dvakrat



vy$Si nez u FE + PEG a stale vysSSi nez u Cistého rostlinného materialu v kapslich.
ZvySena biologicka dostupnost FE + MCT mdze byt vysvétlena schopnosti MCT zlepsit
rozpustnost fenolového extraktu v travicim traktu nebo jeho schopnosti zvysSit
transportni kapacitu pro fenolovy extrakt do krve. Tato studie také potvrzuje, Ze Cisty
rostlinny material ma nizsi biologickou dostupnost ve srovnani s formulacemi FE +
MCT a FE + PEG. Dalsi studie by mohly zkoumat mechanismy, které stoji za témito

rozdily v biologické dostupnosti a optimalizaci podavani fenolovych extraktl pro
zlepSeni jejich Ucinnosti.

Koncentrace cannabidiolu v séru po oralnim podani
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Obrazek 37 - Srovnani biologické dostupnosti za pomoci méfeni koncentrace kanabidiolu v séru
po oralnim podani.

4.4.3 Toxicita

Soudasti hodnoceni kvality ziskanych vytazk( byla i studie toxicity. Vysledky
byly nadmiru uspokojivé, nebot z celkem 4 testovanych vzorkd rostlinnych vytazkd
ziskanych v ramci provozniho testovani prototypl nevykazoval ani jeden zvySenou
toxicitu oproti kontrole.

Organova toxicita fenolového extraktu s nosiCem MCT z Cannabis Sativa L.
byla stanovena mérenim oxidativniho stavu jednotlivych tkani organl &tyfi hodiny po
oralnim podani (hodinu od vrcholu koncentrace cannabidiolu v séru). Cilem bylo
stanovit rozdily v oxidativnim poskozeni téchto mysi oproti mysim kontrolnim, jelikoz
se jedna o jeden z ukazatell organového poskozeni. Oxidativni stres je stav, kdy v téle
dochazi k nerovnovaze mezi tvorbou volnych radikald a schopnosti téla tyto volné
radikaly neutralizovat pomoci antioxidantl. Volné radikaly jsou molekuly obsahujici



nevyvazeny elektron, coz znamenda, ze mohou poskozovat buniky a tkané v téle.
Oxidativni stres mize byt spojen s rdznymi onemocnénimi a poskozenim organl. Kdyz
tkan trpi oxidativnim stresem, mohou se v ni hromadit poSkozené buriky a molekuly,
coz muze vést k rGznym patologickym stavim. To zahrnuje napriklad poskozeni jater,
srdce, ledvin, mozku a dal8ich organa.

Existuji rdzné zpUlsoby, jak hodnotit oxidativni stres v tkanich a tim padem i

potencialni organové poskozeni. Jednim z pfistupl je méreni hladiny biomarker(
oxidativniho stresu, jako jsou napfiklad peroxidaéni produkty lipidQ, proteiny
poskozené volnymi radikaly nebo enzymy spojené s ochranou pred oxidativnim
stresem. Pokud jsou tyto biomarkery zvySené, muize to signalizovat existenci
oxidativniho stresu a potencialni riziko orgdnového poskozeni. V této studii jsme ve
vybranych tkanich, a to mozku, srdci, plicich, ledvinach a jatrech zkoumali zmény
v hladinach malondialdehydu (MDA), jakozto markeru peroxidaéniho poskozeni
polynenasycenych lipidi biologickych membran, redukovaného glutathionu (GSH -
tripeptid y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin), je nejbéZznéjsSim thiolovym antioxidantem v
burikdch savcd a hraje zasadni roli pfi udrzovani redoxniho potencialu thiolu
v bunkach a hladiny oxidu dusnatého (NO), signalni molekuly, ktera mimo jiné hraje
roli v oxidaénim stresu buriky - ma dvé protichGdné role v oxidativnim stresu a
oxidativnim poskozeni. Na jednu stranu muze fungovat jako antioxidant, chranit buriky
pred skodlivymi ucinky reaktivnich kyslikovych druhd (ROS) a preménovat je na méné
gkodlivé slouceniny. Na druhou stranu muaze NO hrat prooxidantni roli, kdyz je
pritomen v nadmérném mnozstvi nebo kdyz interaguje s ROS, coz muze vést k tvorbé
peroxynitritd, velmi reaktivnich a $kodlivych molekul, které poskozuji biomolekuly v
bunikach a prispivaji k rdznym zdravotnim problémim.
Kromé toho byly stanoveny hladiny jaternich enzymd, které se pouzivaji jako ukazatele
funkce jater a jsou ovlivnény jejich poskozenim. Jsou mezi nimi enzym aspartat
aminotransferaza (AST), ktery se nachazi nejen v jatrech, ale i v svalové tkani, srdci,
ledvinach a dalsich organech. ZvySena hladina AST v krvi mUze naznacovat poskozeni
jater, ale také muaze byt zpUsobena jinymi problémy, jako je infarkt myokardu (srdecni
infarkt) nebo svalové poskozeni, enzym alanin aminotransferaza (ALT), ktery je
specificky pro jatra a nachazi se v nich v nejvys$si koncentraci. ZvySené hladiny ALT v
krvi obvykle naznacuji poskozeni jaternich bunék a enzym alkalicka fosfataza (ALP),
ktery se nachazi v jatrech a také v kostech, strfevni sliznici a placenté béhem
téhotenstvi. Zvysené hladiny ALP mohou byt spojeny s rfadou onemocnéni, vCetné
onemocnéni jater, zluCovych cest a kostnich onemocnéni.

Zavéry studie naznacuji, ze podani extraktu z Cannabis sativa L nevedlo k
prokazatelnym znamkam organového poskozeni u zkoumanych tkani. Neni pozorovano
zadné lipidové poskozeni ani prfitomnost oxidativniho stresu v tkanich mozku, plic,
ledvin, srdce ani jater, s vyjimkou snizené hladiny malondialdehydu v mozku. Tato
snizena hladina malondialdehydu naznacuje, ze podani extraktu z Cannabis sativa L
mohlo snizit peroxidové poskozeni lipidd v mozku ve srovnani s kontrolnimi
skupinami. Dulezité je také poznamenat, ze tfi jaterni enzymy ALT, AST a ALP
nevykazovaly zadné zmény po podani extraktu, coz naznacuje, ze extrakt neprinesl



Zzadné negativni UCinky na jatra a nezpuUsobil Zadnou jaterni toxicitu u zkoumanych
mysi. Celkové lze tedy konstatovat, Ze na zakladé této studie neexistuji presvéddlivé
dikazy o organovém poskozeni, lipidovém poskozeni nebo oxidativnim stresu v
tkanich mozku, plic, ledvin, srdce ani jater po podani extraktu z Cannabis sativa L.
Tato zjiSténi naznaduji, ze extrakt mUze byt relativné bezpeénym latkou, pokud jde o
zkoumané organy a tkané, a mulze dokonce poskytovat uréité ochranné ucinky na
mozku tim, Ze snizuje peroxidové poskozeni lipidd.

Jaterni funkce
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Obrazek 38 - Jaterni funkce vyjadfené pomoci hladin jaternich enzyma.



Malondialdehyd v tkanich
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Obrazek 39 - Organova toxicita vyjadiena pomoci hladin malondialdehydu v tkanich.

Oxid dusnaty v tkanich
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Obrazek 40 - Organova toxicita vyjadrena pomoci hladin oxidu dusnatého v tkanich.



GSH v tkanich
Mozek  Plice Ledviny Srdce Jatra

30
m  Mozek
:% = = Plice
< 20+ == Ledviny
% — Srdce
E B Jatra
= 10
I
38
J mR U0 (mm |00
T 1 T 1 T 1 | J— | T 1
FF PF SF S FF
& FE T T &

Obrazek 41 - Organova toxicita vyjadrena pomoci hladin GSH v tkanich.

5. Zaverecneé shrnuti

V ramci realizace projektu dos$lo k naplnéni vSech indikatord (stavbé 4
funkénich prototypd). Prototypy byly podrobeny provoznimu testovani ze kterého byly
ziskany vzorky zpracovaného materialu a ty nasledné detailné popsany nastroji
chemické analyzy a testovany po strance toxicity a biologické dostupnosti. Vysledky
téchto parametrd, které jsou hlavnimi ukazateli kvality dosazenych vystupl v ramci
vyvoje technologie zpracovani rostlinnych materiald pro é¢ebné UGcely predcily
oCekavani konsorcia a potvrdily unikatni vlastnosti zarizeni. Tyto vysledky budou
zpracovany do marketingovych podkladd za uGcelem dal$i komercializace obou
finalnich prototypl (I a 1V). Celkové tak doslo k Uspésné realizaci vSech aktivit
vyzkumu a vyvoje prezentovanych v podnikatelském zaméru. Nad ramec toho byly
identifikovany vyzkumné cile a vyzvy pro dalsi optimalizaci a rozsifeni technologie za
ucelem jejiho dlouhodobého udrzeni na Spicce svétového trhu. Vysledky projektu
povazuji autofi za pralomové ve svétovém meéfitku.
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