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Srovnani vybranych kvalitativnich a kvantitativnich
charakteristik extrakti medicinalniho konopi
pripravenych ruznymi extrakénimi metodami

Souhrn

V poslednich letech se stale vice dostava do povédomi vyuziti 1é¢ebného konopi. Bylo
zjisténo, ze mimo kanabinoidu (THC, CBD a ostatnich...) je Vv rostlinach konopi obsazeno i
zna¢né mnozstvi jinych latek napf. terpenti nebo flavonoidd, které jsou prospésné pro lidsky
organismus.

Z rostlin konopi se pomoci extrakénich technik ziskavaji konopné extrakty, jejichZ slozeni,
kvalita a kvantita je zavisla na genotypu konopi a zptsobu extrakce. Pfedmétem této prace je
porovnani kvalitativnich a kvantitativnich charakteristik vyslednych extraktii pfipravenych
metodou super kritické fluidni extrakce (SFE), macerace v ethanolu, extrakce butanem a
dimethyletherem (DME). Obsah uc¢innych latek v ziskanych extraktech byl analyzovan
metodou GC/FID a GC/MS.

Na zéakladé vysledki bylo zjisténo, Ze nejvyssi vytézek konopného extraktu byl ziskén
extrakci DME (10,16g), dale extrakci butanem (9,36g), ethanolem (7,68g) a nejnizsi u SFE
(0,999).

Pfi porovnavani terpenického profilu u jednotlivych extrakénich metod vyslo najevo, Ze jsou
prokazatelné rozdily v obsahu extrahovanych latek, pfi¢emz nejvyssi rozdily byly naméteny u
metody SFE, ktera napf. v obsahu karyofylenu pfevySovala ethanolovy extrakt 28X, butanovy
11x a DME pfiblizné 9x. Podobné rozdily byly zjist€ény u humulenu, germacrenu, guaiolu a

eudesmolu.

Kli¢ova slova: medicindlni konopi, macerace, ethanol, butan, dimethylether, super criticka

fluidni extrakce, vynos, obsah biologicky aktivnich latek, terpeny



Comparison of selected qualitative and quantitative
characteristics of medicinal cannabis extracts prepared by
different extraction techniques

Summary

Public awareness about the use of therapeutic cannabis is increasing during the last years. In
addition to cannabinoids (THC, CBD, etc.), many other chemicals, such as terpenes and
flavonoids, beneficial for human body have been found in cannabis plants.

Composition, quality and quantity of the cannabis extracts extracted from cannabis plants
depend on the cannabis genotype and used method of extraction. The aim of this work is a
comparison of qualitative and quantitative characteristics of extracts obtained by supercritical
fluid extraction (SFE), maceration in ethyl alcohol, butane extraction and dimethylether
(DME) extraction. Levels of active substances in obtained extracts were analyzed using by
GC/FID and GC/MS method.

Results show that the highest cannabis extract yield was obtained using DME extraction
(10,169), secondly butane extraction (9,369), ethanol extraction (7,68g) and lowest using SFE
(0,999).

Significant differences in levels of extracted chemicals were detected when comparing
terpenic profiles of individual extraction methods. The biggest differences were observed in
SFE method, for example level of caryophyllene was 28x higher than in ethanol extract, 11x
higher than in butane extract and 9x higher than in DME extract. Similar differences were

found in levels of humulene, germacrene, guaiol and eudesmol.

Keywords: medicinal hemp, maceration, ethanol, butane dimethylether, super critical fluid

extraction, yield, content of biologically active substances, terpenes
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2 Historie konopi

Prvni zminky o konopi pochazi z doby pted péti tisici lety z pohtebist v Rumunsku, kde
archeolog Andrew Sherrat objevil dikkazy o ceremonialnim pouziti konopi a kadidla (Holland,
2014). Podle Hanuse (2012) se jeho vyuziti jako pfadné rostliny datuje do doby pied 18 000
lety na izemi dnesni Moravy.

Miovsky (2008) uvadi, ze¢ v Ciné byly popsany lé¢ebné vlastnosti jiz pied 4 700 lety, v
nejstar§$im znamém soupisu farmakologickych prostiedkli. Konopi bylo tidajné doporuc¢ovano
proti malarii, zacpé, revmatickym bolestem, roztrZitosti a Zenskym porucham.

Konopi bylo ziejmé prvni rostlinou v Cing péstovanou pro vldkno, bavina do zemé dorazila z
Indie o tisice let pozdé&ji, stejné jako stiedozemni len. Ptivodné bylo konopi v Ciné péstovano
pro obzivu, ale zjistilo se, Ze je vybornym materidlem pro femeslnou vyrobu (Robinson,
1996).

Do Evropy se konopi dostalo dvéma zakladnimi cestami. Robinson (1996) uvadi, Ze prvni
cesta pochézela z Asie do Starého kontinentu, kam konopi proniklo pies Rusko a Recko,
pfinesli jej Skytové (ve starov€ku tak byly oznacovany nomadské koCovné narody, které Zily
u Cerného mote, podél Dunaje a na jihu Ruska). Herodotos se zmifioval o pohibu poradaném
Skyty, ktefi vyuzivali semena konopi k ritudlim a navozeni euforie. Druha cesta do Evropy
vedla piedevsim pies Spanélsko z Africkych zemi.

Okolo roku 200 pi.n.l. pochazi z Recka prvni zminky o vyuziti konopi k technickym téelim a
to o vyrobé konopnych prostéradel a vyuziti konopnych lan. S uréitou nadsazkou se da fici, ze
velké zamoiské objevy a ndsledny rozvoj lodniho obchodu by se bez konopi jen tézko
uskutecnil. Plachty a provazy byly vyrabény z konopi, které jako jediné odolavalo slané vodé.
Anglické oznaceni plachty canvas, pochazi z arabského slova kanafas, které ma svij puvod v
feckém kannabis (Robinson, 1998).

S rozmachem Rimské fiSe bylo §iroce vyuzivano konopi piedeviim v hospodaistvi. Jeho
technické, odévni a lékarské vyuziti je doloZeno mnoha pisemnymi 1 hmotnymi dikazy

(Miovsky, 2008).



3 Botanicka charakteristika konopi

Holland 2014 fadi konopi spoleéné s chmelem (Humulus) a btestovcem (Celtis) do celedi
konopovitych (Cannabaceae). Podle Conrada (2001) byvalo Cannabis zatazovano do ¢eledi
Urticaceae (kopiivovité), starsi klasifikace ho fadila do ¢eledi Moraceae (morusovité).
Konopi je jednoletd dvoudoma rostlina tvofici na jedné rostliné sam¢i a na druhé samici
kvétenstvi. Semena, vytvaii dva dé€lozni listky dlouhé piiblizné 1,7 cm. Pravé listky se
formuji jako protilehly par vyrustajici ze stonku v pravém thlu k déloznim listkim. Pocet
listku na listu se vétSinou s piibyvajicimi listy zvySuje, maximalni pocet byva deset az
jedenact listka (Holland 2014), n¢ktefi autofi uvadi, Ze u rostliny v plném rustu jsou listy
obvykle az 13¢etné (Miovsky et al., 2008). Konopi ma kulovity kofen s postrannimi
vlase¢nicovymi kotinky, které se podileji na vyzivé a vyvoji rostliny.

Lodyha je Ctyt az Sestihranna, je pokryta drobnymi chloupky a mtize byt dutd. VéEtSina rostlin
konopi patti mezi kratkodenni, aby mohla rostlina ptejit do reprodukcni faze, potiebuje
dlouhé zatemnéni, obvykle ¢trnact a vic hodin. Béhem vegetativniho rlst je téméf nemozné
rozpoznat sam¢i a samici rostliny, ackoli samici rostlina byva vétSinou mensi a pozd&ji
nakveétd. V prubéhu reprodukéni faze se zméni uspoiadani listt, pficemz rostliny sam¢i maji
méne listl, nez samici.

Sam¢i kvétenstvi je uskupeno v GZlabnich latach na velmi dlouhych stopkach, které vyrtstaji
z UZlabi listd. Doba kvétu se pohybuje pfiblizné od 20 do 25 dnd, po odkveteni rostlina umira.
Samic¢i kvétenstvi je rozloZzené v horni ¢asti rostliny v né€kolika vrstvach a utvaii husté
olisténé kratké slozité hrozny. Kvéty obsahuji svrchni dvoupouzdry semenik s jednim
vysunutym vajickem a dvéma dlouhymi nitkovitymi bliznami. Rostliny samiéi ptechazeji do
kvétu 0 3-10 dni déle nez sam¢i. 14—15 dnd po dozrani je pyl schopny oplodnéni. Doba od
opyleni az do dozrani semena se pohybuje od 30 do 40 dni (Conrad, 2001).

4 Biologickeé latky v konopi

Konopi obsahuje rozsahlou skalu biologicky aktivnich latek, které zahrnuji kromé¢ primérnich
metabolitll, jako jsou cukry, tuky a bilkoviny 1 specifické sekundarni metabolity. Mezi tyto
sekundarni metabolity patfi: kanabinoidy, terpeny, flavonoidy, enzymy, aldehydy,
glykoproteiny, alkoholy, jednoduché kyseliny, ketony, fenoly, mastné kyseliny a dalsi. Jejich
vyzkum je pfedmétem mnoha odbornych studii, v této praci zameéfime vyhradné na

kanabinoidy a terpeny.



4.1 Kanabinoidy

Kanabinoidy byly poprvé objeveny piiblizné ve 40. letech 20. stoleti. Nejedna o alkaloidy,
coz je v rostlinné fiSi psychoaktivnich rostlin pomérné¢ nezvyklé. Kanabinoidy piredstavuji
skupinu sekundarnich rostlinnych metabolita s charakteristickou strukturou, kterd nebyla
doposud nalezena v jinych rostlindch. Dosud jich bylo uréeno vice nez 100 a v rostlinach je
nalezneme v podobé karboxylovych kyselin, které se na aktivni formu pfeménuji az
postupnou oxidaci v disledku pisobeni ¢asu a tepla. NejznaméjsSim kanabinoid je bezesporu
A9 -tetrahydrokanabinol (THC), ktery je znamy ptedev§im svym psychotropnim ptisobenim
(Flores-Sanchez, 2008).

Kannabinoidy mtzeme rozdélit na endokanabinoidy nachazejici se v Zivo¢isnych tkanich,
fytokanabinoidy, které jsou rostlinného pivodu a na latky synteticky pfipravené. U
fytokanabinoidl neni pravidlem, Ze se tvoii pouze Vv konopi, napt. v roce 1994 byl izolovan
bibenzyl kanabinoid, coZ je latka kanabinoidni povahy ziskand z mechorostu jatrovky Radula
perrottetii rostouci na Novém Zélandu (Hanus LO, 2009).

Do zakladni skupiny kanabinoidu patii: delta-9-tetrahydrokanabinol (THC), kanabidiol
(CBD), kanabigerol (CBG), kanabichromen (CBC), kanbinol (CBN). Rostliny si ziejmé
vytvafi kanabinoidy timto zpiisobem — nejprve rostlina tvoii kyselinu kanabigerolovou, z niz
nasledné oxidaci a cyklizaci vznikne kyselina kanabichromenova, kyselina kanabidiolova a
kyselina tetrahydrocannabinolova (obr.c.1). Vyjimkou je kyselina tetrahydrokanabinolova

nevznika obyéejnou cyklizaci, ale prochazi specifickou enzymatickou cestou (Holland, 2014).
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Obr.1: Vznik kyseliny kanabichromenové (6), kanabidiolové
(7),tetrahydrocannabinoloveé (8) zdroj: Holland 2014

Kanabinoidy obsazené v konopné pryskyfici ptisobi jako UV filtry a jejich ukolem je
ochranit reprodukéné nejcennéj$i cast rostliny — kvétenstvi, déle rostlinu chrani pted

napadenim Skiidci (Andre et al., 2016).

4.1.1 THC (delta-9-tetrahydrocannabinol)

Delta-9-THC (obr.c.2) je pravdépodobné nejznaméjsi slozkou konopi, kterd je primarné
zodpovédna za zménéné stavy védomi, které se po jeho uziti projevi. V rostliné¢ je THC
obsazeno v piirozené formé jako nepsychoaktivni (neaktivni) THCA (kyselina delta-9-
tetrahydrokanbinolova), a k jeji pfimé preméné (dekarboxylaci) na THC je tfeba zahtati na
154 °C a udrzeni této teploty po dobu 7 minut, pii vyssich teplotach tento interval umérné
klesa (Backes, 2016). Tento proces nicméné muze probéhnout také spontanné v rdmci

dlouhodobého skladovani suSiny. THC se vyskytuje u vSech druht konopi a rostlina ho muze



v zavislosti na konkrétnim genotypu a fenotypu obsahovat rozdilné mnozstvi: od 0,1 % az po
témer 95 % ze vSech obsazenych kanabinoidi. THC v nékterych ptipadech predstavuje az 25
% véhy susiny, coZ je na sekundarni metabolit mimofadné mnozstvi. Rada klinickych studii
poukazuje na siln¢ analgetické a protizanétlivé ucinky THC, které také ulevuje od spasticity,
potlacuje nevolnost a nechutenstvi, snizuje nitroo¢ni tlak a ma neuroprotektivni Uc¢inky

(Roitman et al., 2014).
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Obr. 2: Strukturni vzorec molekuly THC zdroj: http://growmart.cz/mene-znamy-

kanabinoid/

4.1.2 CBD (kanabidiol)

Kanabidiol — CBD (obr.¢.3) je kanabinoid se zajimavym lécebnym potencidlem, ktery
nepusobi psychoaktivné jako je tomu u THC (tlumi jeho povzbudivé ucinky), a proto jeho
vyuziti v soucasnosti Casto diskutovano 1 diky moznostem jeho legélniho vyuziti v fadé zemi
(Bhattacharyya, 2010). V konopi se pfirozené vyskytuje v podobé kyseliny kanabidiolové
(CBDA), ktera je teplem pfeménovana na aktivni formu CBD, k dekarboxylaci sta¢i teplota
okolo 160 °C. Kanabidiol ptfirozené vyvazuje psychoaktivni t€¢inky THC a zda se, Ze uinkuje
na $iroké bazi jako homeostaticky regulator (Abrams, Guzman, 2015). Nékteti autofi ve svych
antipsychotické (Backes, 2016). Dale CBD zmirfiuje ptiznaky schizofrenie, sociélni fobie a
Uzkosti. Predmétem vyzkumu je jeho cilené vyuziti k potlaceni psychoaktivnich stavi
vyvolanych uzivanim vyssich davek THC. CBD se vyskytuje ve vys§i mife i v nékterych
odrdach setého konopi s obsahem THC nizsim, nez 0,3 %, které je v fad€ zemi vcetné Ceské
republiky legalni. Nékteré odrudy byly cilené §lechténé na vysoky obsah CBD a nizky obsah

THC. S postupujici popularizaci konopné 1é¢by dochazi v poslednich letech k rozmachu trhu



s produkty obsahujicimi CBD, které je extrahované z téchto odrid a fedéné nejcastéji v
konopném oleji. Mezi vefejnosti je o n¢ velky z4jem a ceny jsou proto ¢asto velmi vysoké
(Leweke, 2012). Jeden z produkti je napt. 6% CBD olej vyrabény firmou Carun (obr.¢ 2),
k jehoZz vyrobé se vyuzivaji rostliny konopi péstované v CHKO bez vyuzivani pesticidi

(https://www.carun.cz/konopne-potraviny/konopny-olej-6-cbd-28).

Obr. 3 Konopny olej 6% zdroj: https://www.carun.cz/konopne-potraviny/konopny-olej-6-
chd-28)

CH,

OH

H3C

nd HO CHj
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Obr. 4 Strukturni vzorec molekuly CBD zdroj: http://growmart.cz/mene-znamy-

kanabinoid/

413 CBG

Kanabigerol — CBG (obr.¢.4) je hned po THC a CBD tietim nejzastoupenéj$im kanabinoidem
v konopi, patii mezi nepsychoaktivni kanabinoidy a nachazi se prevazné¢ v odridach

technického konopi, jejichz obsah THC je velmi nizky. CBG vznika dasledkem ptlisobeni
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tepla na kyselinu kanabigerolovou (CBGA), ktera pfichazi o svou karboxylovou skupinu a
pfeméiuje se na kanabigerol. CBGA je také prekurzorem CBC, CBD a THC, protoze se za
pomoci urcitych enzymii pfeméiuje v rostliné t¢Z na THCA, CBDA a CBCA (Valdeolivas,
2015).

Obr. 5: Strukturni vzorec molekuly CBG zdroj: http://www.cannapedia.cz/cs/rozdeleni/cbg

414 CBN

CBN nevznikd narozdil od vétSiny ostatnich kanabinoidt dekarboxylaci jeho kyselinové
formy.Obsah, ktery nalezneme v rostlinach konopi byva vétsinou vysledkem degradace THC,
ke kterému dochazi napt. Spatnym skladovanim, pti kterém je THC znehodnocovéano
pusobenim Kysliku. Kanabinol je slabé psychoaktivni a ma sedativni ucinky. Dale piusobi
antibakterialng€, snizuje nitrooni tlak, pisobi jako analgetikum a podporuje rust kosti (Russo,
2011).

415 CBC

Kanabinoid CBC (kanabichromen) je jednim z nejvice zastoupenych kanabinoidi v rostlinach
konopi. Jeho prekurzorem je kyselina kanabichromenova (CBCA). Dostupné vyzkumy
ukazuji, ze tento kanabinoid je nepsychoaktivni a mohl by mit silné analgeticke,
antibakterialni a protizanétlivé u¢inky. Neékteré studie ukazuji, ze by CBC spolu s THC a
CBD mohlo mit silné antidepresivni ucinky. Nejnovéjsi studie také ukazuji, ze CBC stimuluje

rast mozkovych bunék (tzv. neurogeneze).
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CBC nemad 1é¢ivé uc¢inky jen samo o0 sob¢, ale ukazuje se, Ze pusobi synergicky s ostatnimi
kanabinoidy. Jednou z nejslibnéjSich vlastnosti tohoto kanabinoidu, je zejména

jeho antiprolifera¢ni vlastnost - dokaze ovliviiovat rast nadort v téle (Delong, 2010).

4.2 Terpeny

Terpeny jsou latky, které tvoii rozsahlou skupinu rostlinnych latek, jejichz biosyntéza
vychazi z acetyl — CoA. Systetizuji se acetat mevalonatovou cestou. Terpeny maji cyklickou
nebo alifatickou strukturu. Jedna se o kyslikaté, nebo bezkyslikaté latky — alkoholy, aldehydy,
ketony, étery, oxidy a karbonové kyseliny. Terpeny lze pokladat za polymery izoprént. Podle
poctu isoprénovych jednotek, kterymi jsou vytvareny, délime do sedmi skupin: monoterpeny,
hemiterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny, sekviterpeny a polyterpeny (Novacek 2009).
Terpeny jsou tékavé a vytvari vyrazny specificky zapach rostliny (Pe¢ et Dusek, 2009). Dosud
bylo v konopi popsano vice nez 100 riznych terpenti s pievahou monoterpent a seskviterpent
(Casano et al., 2011).

Mezi nejbézné&jsi druhy terpenit nalezenych v konopi patii: a-pinen, linalool, p-karyofylen,

myrcen, bisabolol, humulen a limonen, které budou dale popsany.

4.2.1 Myrcene

Myrcen je necastéji se vyskytujici terpen, v konopnych silicich nékterych odrid mize byt
zastoupen az ze 60%. MlzZeme ho nalézt i v rostlinach chmele. Svou vini pfipomina kien.
cytochromu, aflatoxinu B a dalSich pro — mutagennich karcinogenti. Dale ma uklidiiujici,
relaxacni a sedativni UC€inky. Synergickym plsobenim s THC zvySuje myrcen svij
psychoaktivni G¢inek. Bylo prokazéano, ze smrtelnd davka u potkand odpovidd 5 g na lkg
vahy, u ¢lovéka nebyla toxicita prokazana (Rufino et al., 2015). Dalsi studie prokazala, ze

davka v rozmezi 20-40 mg na kg vahy dokazala potlacit bolest u potkant (Canna 2018).

4.2.2 Limonen

Limonen je druhy nejrozsifenéjsi terpen v ptirodé. Bézné se vyskytuje v citronu a ostatnich
citrusech (Noma a Asakawa, 2010). Pusobi antimikrobialné, ma anti fungalni a proti
rakovinotvorné ucinky. Zabranuje odbourdvani genu RAS, coZ je jeden z faktord pfispivajici
K tvorbé nadord. Dale chrani pied aspergilem a karcinogeny pfitomnymi v koufi. Limonen

rychle a snadno pronikd do hematoencefalitické bariery, coz zvySuje systolicky tlak.
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V nékterych pfipadech pouziva ve formé spreje k 1éCeni uzkosti a deprese. Mezi jeho dalsi
ucinky patii stimulace imunitniho systému a snizeni bolesti pfi paleni zahy (Pe¢ et Dusek,
2009). Pouziva se jako prichut’ v nealkoholickych napojich a cukrovi a jako vonna latka v

Cisticich prostiedcich a parfémech (Jongedijk et al., 2016).

4.2.3 P -Karyofylen

B-karyofylen komunikuje s endokanabinoidnim systémem, kde aktivuje vyhradné
kanabinoidni receptor CB: (Rozmisténi receptori CB2 je omezeno pfevazné na bunky
imunitniho systému, jako jsou neutrofily, makrofagy, B-lymfocyty, monocyty, T-lymfocyty a
mikroglie) a nevykazuje Zadnou afinitu k receptoru CB1.(CB1 receptory se nachazi v nejvétsi
mife v mozku a nejvice se projevuji v bazélnich gangliich hipokampu, mozkové kuie a v
mozecku.) Ztoho vypliva, ze p-karyofylen, ktery neaktivuje CB1 receptor nema
psychoaktivni u¢inky (Russo, 2011). B-karyofylen se nachézi mimo konopi v hiebicku,
bazalce, Cerném pepfi, skofici a ve velmi malém mnozstvi i v levanduli. Vlni pfipomina
¢erny pepi nebo dievo. V Iékaistvi se osvédcil pii 1é¢bé nékterych druht rakoviny. Déale
a vyuziva se i jako prosttedek proti nefrotoxicité zptisobované léky, které se pouzivaji pii

chemoterapii (Gertsch, 2008).

4.2.4 Pinen

Pinen patii mezi bicyklické monoterpeny, jehoz viné pfipomina jedli ¢i borovici. V pfirodé
existuji dva strukturni izomery pinenu: a-pinen a B-pinen. Obé formy tvoii v piirodé velmi
dilezitou soucast pryskyfice. a-pinene je jeden z nejcastéjSich terpenit vyskytujicich se v
pfirod¢ a kromé rostlin konopi se nachazi prevazné v jehlicnanech, ale i nékterych citrusech.
Tento terpen mé tendenci reagovat s dal$imi chemickymi latkami a vytvaiet tak nové latky
vlastnostem, jako antiseptikum, ale také pro zvySeni bronchialni sekrece, coz podporuje
snazsi vykaslavani hlenli, napomaha ke zlepSeni kratkodobé paméti, ¢ehoz by se mohlo vyuzit
pii intoxikaci THC, ktera zpisobuje zhorSovani paméti (Perry, 2000). a-pinene mtizeme najit
ve vysSich koncentracich v oleji z jehli¢i, ktery mél slibné vysledky jako podpora 1écby
rakoviny a po dlouhé roky se pouzival i v tradi¢ni Cinské medicing. Védci se také domnivaji,

ze stejné jako CBD dokaze oslabovat psychoaktivni u¢inky THC (Turkez, 2013).
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4.25 Linalool

Odrady konopi bohaté na tento terpen s pfipominajici viini levandule mivaji uklidiiujici a
relaxacni uCinky. Linalool se po staleti pouzival pfi 1é¢bé nespavosti, navic se piedpoklada, ze
snizuje pocity uzkosti, které mohou byt zplsobeny uzivanim THC. Diky témto vlastnostem
muze byt vhodné jeho vyuziti pii 1é€be psychéz a tizkosti. Linalool posiluje imunitni systém,
vyrazné snizuje zanéty plic a pomaha pfi navraceni kognitivnich funkci napf. u Alzheimerovy
choroby. Linalool se legalné vyuziva jako pesticid, dale jako vonna slozka do jidel,
kosmetiky, parfémi a dalSich piipravkid. Vypary pii odpafovani funguji jako ucinny
prosttedek proti odpuzovani hmyzu. V rtiznych koncentracich je k nalezeni také v nékterych

citrusech, bfize ale i riiznych druzich hub (Ying Gu, 2009).

4.2.6 Bisabolol

Bisabolol, také znamy jako levomenol se nachazi kromé konopi také v kvétech hefmanku,
nebo v brazilském stromé Candia. Bisabolol je hojné vyuzivan v kosmetickém pramyslu.
V nedavné dobé si ziskal tento terpen i zijem I€kaili, protoze bylo zjiSténo, Ze plsobi

w1

protizanétliveé, antioxida¢né, antimikrobialné a antimikrobialné. (Brehm-Stecher, 2003)

4.2.7 Humulen

Humulen pftispiva k chmelovému aroma konopi, ma antibakteridlni, analgetické,
chmelu otac¢ivém. Podili se na sloZeni lupulinu, coz je latka, ktera je ziskdvana ze 7laz na

chmelu, zaroven ma desinfekéni ucinky, pfedevsim zabiji kvasinky (Giese et. al., 2015).

4.2.8 Nerolidol

Nerolidol, také znamy jako peruviol, je pfirozené se vyskytujici sesquiterpen nalezeny
v esencidlnich olejich mnoha druht rostlin a kvétin. Mimo konopi je pfitomen napf.
v zazvoru, jasminu, levanduly, tea tree a citronové travé. Aroma nerolidolu pfipomina
Cerstvou kuiru. Pouziva se jako aromaticky prostiedek a v parfumerii. V soucasné dob¢ je také
testovan jako prostiedek pro zvySeni pruniku kaze pro transdermalni podani terapeutickych
1ékd. Nerolidol ma antioxida¢ni, antifungalni, protirakovinné a antimikrobialni ucinky.
Vzhledem k své hydrofobni povaze je nerolidol snadno propustny pies plazmatickou

membranu a muize interagovat s intracelularnimi proteiny (Weng-Keong, 2016).
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4.2.9 Synergie terpenti s kanabinoidy

Kanabinoidy v synergii s terpeny vykazuji celou fadu 1é¢ivych ucinkd. Nejvice v8ak s nimi
interaguje THC a CBD. Vtab.c.1l. je uveden synergismus terpenii a nejznaméjSich
kanabinoidd (Russo, 2011).

Kanabinoid Utinky Synergicky terpen
Tetrahydrokanabinol (THC) analgeticky razné
antioxidacni, limonen
protizanétlivy
bronchodilata¢ni pinen

zmirnéni  Alzheimerovy | linalool, limonen, pinen
choroby

pomoc pii duodendlnich | limonen, karyofylen

viedech

uvolnuje svalstvo linalool

Zmirnujici svédéni karyofylen
Kanabidiol (CBD) Antioxidacni, limonen

protizanétlivy

protitzkostlivy limonen, linalool

Zmirnujici kiece limonen

cytotoxicky proti | linalool

rakovinnym bunkam prsu

ucinny proti | pinen

Staphylococcus  aureus,

rezistentnimu vuci

methycilinu (MRSA)

OH

snizuje tvorbu  kozniho | limonen, linalool, pinen

mazu
uéinny pii 16¢be zavislosti | karyofylen
Kanabichromen (CBC) analgeticky protizanétlivy, | rizné
T protiplisfiovy karyofylen
Antidepresivni (prokazano | limonene
~ . - u hlodavct)
Kanabigerol (CBG) protiplisiovy karyofylen
Antidepresivni (prokazano | limonen
u hlodavcii)
i antagonista serotoninu limonen
AN X analgeticky rizné
: ucinny proti | pinen
i hic Staphylococcus  aureus,
rezistentnimu vuci

methycilinu (MRSA)
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protizanétlivy karyofylen

Kanabidivarin Snizuje funkci hipokampu | linaloon

1écba metabolickych | -
poruch

pusobi proti kie¢im linalool
sedativni myrcen
uéinny proti | pinen
Staphylococcus  aureus,
rezistentnimu vici

methycilinu (MRSA)

CsHyy

Tabulka €. 1 G¢inky kanabinoidii v synergii s terpeny (Russo, 2011).

5 Extrakéni metody

Pro extrakci aktivnich rostlinnych latek je k dispozici Siroka skala technologii. Volba zavisi
na ekonomické proveditelnosti a vhodnosti pro danou situaci. V soucasné dobé probiha
mnoho studii, které se zaméfuji na jednotlivé extrakéni metody. Nejcastéji se pro pfipravu
extraktl vyuZzivaji nasledujici metody. Zde si uvedeme nékteré z nich: destilace, lisovani

extrakce tuky (enfleuraz), extrakce organickymi rozpoustédly, extrakce v soxhletové
extraktoru, super kritickd fluidni extrakce, extrakce kapalina — kapalina extrakce na tuhé fazi,
ultrazvukova extrakce a dalsi...Pfedmétem této prace je extrakce butanem, DME, ethanolem a

super kriticka fluidni extrakce, proto se zamétime vyhradné na né.

5.1 Destilace

Destilace je separa¢ni metoda, umoznujici oddéleni kapalnych latek s rozdilnymi body varu.
Jedna-li se o roztok dvou kapalin a kazda z nich ma odlisny bod varu, bude se pti zahfivani
roztoku vypafovat mnohem vice latky s niz§im bodem varu. Vznikajici para odchéazi do
chladi¢e, kde nasledné¢ kondenzuje. Tato metoda se v prumyslu uplatiiuje nejcastéji pti
zpracovani ropy, v potravinaistvi pii vyrob¢ destilati a dale v organické a analytické chemii
(Sundmacher, 2006).
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5.2 Extrakce tuky (enfleuraz)

Tato metoda patii k nejstar§im zptisobtim ziskavani vonnych latek. Jedné se o metodu, béhem
které jsou rostliny, nebo jejich ¢asti, kladeny do studeného oleje ¢i tuku tak, aby po urcité
dobé doslo k uvolnéni ucinnych latek. Pozdéji se extrakce zdokonalila v tzv. anfleraz, pfi niz
se na natazené platno nebo sklo rozeticla vrstva tuku a na néj se ndsledné rozprostiely v jedné

vrstvé napt. kvéty (Wilson, 1995).

5.3 Lisovani

Lisovani je zpusob ziskavani oleje z rostlinnych pletiv metodou mechanického vytla¢ovani.
Nejstarsi jsou lisy klinové a vietenové. V soucasné dobé se vyuzivaji lisy hydraulické a
$nekové, jejichz funkéni podstata je zachovana. Lisovani muze probihat za tepla a za studena.
Lisovani za studena je povaZovano za nejstar$i a nejSetrnéjsi zpasob ziskavani rostlinnych

oleju (Brét, 2014).

5.4 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce byla vyvinuta von Soxhletem v roce 1879 a je povazovana za standardni
extrakéni metodu pro ziskani ucinnych latek z rtznych rostlinnych zdroju. Jeji zna¢nou
nevyhodou je pracnost, Casova narocnost a velkd spotifeba organickych rozpoustédel.
Vzhledem k tomu, Ze je tento proces velmi pomaly, dochazi bézné k degradaci cilenych latek.
Ve vétsine pripada se jako rozpoustédlo vyuziva vodny metanol, acetonitril nebo smés hexan-

aceton (Bimark, 2012).

55 Ultrazvukova extrakce

Svou oblibenost ziskala diky své jednoduchosti, nizkym potizovacim nakladim a rychlosti v
porovnani s jinymi metodami jako je SFE (super kriticka fluidni extrakce) a MAE
(extrakce mikrovinnym zafenim). Vzorek se v ultrazvukové lazni intenzivné pohybuje, a tim
dochazi k rozpadu shlukt ¢astic, pficemz tepelny rozklad je redukovan. ZvySend ucinnost
ultrazvukové extrakce je vysvetlovana snizenim velikosti ¢astic, naruSenim bunéénych stén a
zvySenim ucinnosti pfenosu hmoty bunééného obsahu pii tvorbé a zaniku kavitacnich dutin
(Bimark, 2012).

Ultrazvuk usnadnuje hydrataci a bobtnani rostlinnych materiald, coz zptsobuje rozsifeni port
bunécné stény. To zvySuje rychlost pfenosu hmoty, a miize dojit i k naruSeni bunéénych stén,

coz ma za nasledek zvySenou U¢innost extrakce a nizsi extrakéni ¢as.
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Nékteré rostlinné buiiky jsou soucasti z1az zaplnénych esencidlnim olejem. Vnéjsi zlazy jsou
charakterizovany velmi tenkym povrchem, ktery je mozné ultrazvukem lehce rozrusit. Tim

dojde k uvolnéni esencialniho oleje do extrakéniho rozpoustédla (Carmen, 2002).

5.6 Super kriticka fluidni extrakce (SFE)

SFE je technologie ziskavani chutovych a vonnych latek vyuZivajici zpusob extrakce
kapalinami v superkritickém stavu (nejéastéji se vyuziva CO», dale N2O, methanol, propan,
toluen, nebo amoniak). V piipadé pouziti CO2 probihd extrakce zkapalnénym plynem za
podminek nad kritickym tlakem a teplotou (7,38 MPa a 31°C). CO; v nadkritickém stavu je
nepolarni rozpoustédlo a vyuziva se k extrakci nepolarnich latek. Nadkritickym stavem
rozumime stav hmoty, kdy jeji tlak a teplota jsou vyssi, nez odpovidajici kritické hodnoty.
V tomto stavu neni mozné rozlisit plyn od kapaliny, a proto se vyuziva termin tekutina
(Machmudach, 2006). Nevyhodou extrakce oxidem uhli¢itym je jeho nizkad polarita —
s nariistajici polaritou analytu, klesa jeho rozpustnost. Tento problém je feSen malym
piidavkem polarni organické latky (modifikatorem) do proudu nadkritického CO»2. Mezi
bézné vyuzivané modifikatory patii — methanol, ethanol, kyselina mravenéi, nebo octova,
toluen, acetonitril, hexan, voda, nebo sirouhlik. Velkou vyhodou SFE je, ze diky snadnému
odpafeni rozpoustédla nehrozi rezidua, jako pii extrakcich organickymi latkami. Tato
technologie je vyhodna i pfi nanaSeni chutovych a vonnych latek na rizné nosic¢e — na trhu
jsou k dispozici pripravky nepolarnich latek zakotvenych na polysacharidivckych nosicich,
které jsou lehce dispergelovatelné ve vod¢ a lze je snadno davkovat - extrakty kofeni, silice,
nebo v tucich nerozpustna barviva (Mchugh, 2013). SFE je vyuzivana na extrakci 1é¢ivych a
aromatickych latek, napt. oleoresin z rostlin Calendula officinalis, Matricaria chamomilla,
Piper nigrum (Campos, 2005), karotenoidy ze Solanum Lycopersicum (Vagi, 2007), nebo

Taxol ze stromu Taxus brevifolia (Jennings, 1992).

5.7 Extrakce organickymi rozpoustédly

Jedna se o nejcasteji pouzivané zplisoby extrakce. Rozpoustédla jsou latky, se kterymi se
setkdvame laboratotich, ale i v bézném zivoté. Nejzakladn&jsim rozpoustédlem je voda, a
pokud je v ni rozpusténa néjaka latka, mluvime o vodném roztoku. Mezi dal$i rozpoustédla
patii napt. benzin, aceton, ethanol, butan, DME a dalsi... Kazdé rozpoustédlo ma jiné

vlastnosti, diky kterym muze rozpoustét urcité latky. Nejdulezitéjsi vlastnosti ovliviujici

rozpustnost, je podobnost polarity rozpoustédla a rozpousténé latky - ¢im je podobnost polarit
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vétsi, tim se latka snaz rozpousti. Rozpoustédla se proto déli na polarni a nepolarni
(Webchemie, 2018).

Nepolarni  rozpoustédla obsahuji  vazby mezi atomy s podobnymi hodnotami
elektronegativity, napt. vodik a uhlik. Atomy takového typu sdili spole¢ny elektronovy par
rovnocenné a nevznikd mezi nimi zadny naboj — jsou tedy nepolarni. (napf. pentan, hexan,
cyklohexan, benzen, toluen, chloroform.

Polarni rozpoustédla maji ¢aste¢ny naboj - obsahuji vazby mezi atomy s rozdilnou hodnotou
elektronegativity (napi. kyslik a vodik). Vazba mezi t€émito atomy je silné polarizovana -
elektronegativnéjsi kyslik vice pfitahuje spolecny vazebny par od elektropozitivniho vodiku.
Dusledkem toho vznikd na kysliku ¢asteCny zédporny naboj, zatimco vodik ziskava castecny
kladny naboj. (Master organic chemistry, 2018). Pii ptipravé rostlinnych extraktii se nejéastéji

pouzivaji methanol, ethanol, aceton, hexan, butan, nebo destilovana voda.

5.7.1 Ethanol

Ethanol je bezbarva kapalina mirného lihového zapachu. Je snadno zépalny a je proto
klasifikovan jako hoflavina 1. tiéidy. Ethanol je S$patné rozpustny v nepolérnich
rozpoustédlech, naopak s polarnimi rozpoustédly (napt. s vodou) se vétSinou misi neomezeng.
Bezvody ethanol rozpousti piirodni a nékteré fenolové pryskyfice, estery, ethery celulosy atd.
Ve smésich s benzenovymi rozpous$tédly rozpousti vyborné alkydové pryskyiice, kumaronové
pryskyfice a derivaty celulosy (Grimmer, 1956).

Ethanol se nejvice pouziva pii vyrobé alkoholickych néapoju, dale v 1ékaistvi a kosmetice
(Sedivec, 1968). Velmi ¢asto je také vyuzivany k extrakcim lé¢ivych latek napt. silic z
Salvia officinalis (Durlink, 2007), flavonoida z listdt Moringa oleifera (Sultana, 2009), nebo
polyfenolt z Sargassum pallidum (YE 2009). Otrava ethanolem se nejCast&ji stava pii
nadmémém poziti alkoholickych napoji. Projevuje se Utlumem centralniho nervového
systému rizného stupné od Unavy az koma u tézkych otrav. Letdlni davka u dospélého
¢loveka se pohybuje v rozmezi 5 — 6 ml etanolu/kg. U déti do 10 let v ptipadé€ poziti vice nez

0,4 ml/kg ¢istého etanolu je nutna hospitalizace v nemocnici (Tis, 2018).

5.7.2 Butan

Butan ma jako rozpoustédlo dvé vyznamné vlastnosti — bod varu je pfi teploté¢ — 0,6°C, coz
znamena, ze se pii pokojovych teplotach vypatuje a déale Ze pfi styku se suSenym konopim

rozpou$ti vyhradn€ psychotropni pryskyfici. Vzhledem ke skutecnosti, ze se jednd o
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plynu (napft. plasty). Stejn¢ tak je snahou vyrobct zamezit inhalaci vyparit béhem manipulace
a zasazeni o¢i (Miovsky, 2008). Butan je dale vyuzivany pii extrakcich ptirodnich latek napf.
oleje ze semen Carapa guianensis (Novello, 2015), nebo kanabinoidi z rostlin konopi (Varlet
2016).

Butan je asfyxant (latka zpusobujici narkézu)a jeho toxické ucinky jsou dany
vytlacovanim Kysliku.

Inhalace butanu miize zplsobit ospalost, euforii, narkozi, srdecni aritmii asfyxii a omrzliny

(Inchem, 2018).

5.7.3 Dimethylether (DME)

DME je bezbarvy plyn a nejjednoduzsi ether. Vyuziva se jako nizkoteplotni rozpoustédlo a
extrakéni ¢inidlo, pouzitelné pro specializované laboratorni procedury. Jeho vyuziti je
omezeno nizkou teplotou varu (-23°C), nicméné tatdz vlastnost se zadouci pro jeho snadné
odstranéni z reakénich smési. Déle se vyuziva jako hnaci plyn ve sprejich a jako prekurzor
vyroby dimethylsulfatu. DME je slibnym palivem pro spalovaci motory s $etrné&j$imi dopady
na zivotni prostiedi (Troy, 2006). Rozpoustédlo je vyuzivané také v potravinaiském
prumyslu, protoze neni toxické a ani karcinogenni. Firma Dexso uvadi, ze DME obsahuje
pouze 0,01% necistot a na rozdil od butanu neobsahuje Zadné pachové piimesi a je méné
vznétlivy (Roots 2018). Extrakéni schopnost DME je mnohem vyssi nez butanu, proto tato

metoda dosahuje i vy$siho vynosu kone¢ného extraktu (Hempyreum, 2018).

6 Material a metodika

6.1 Rostlinny material
Rostliny konopi byly péstovany na pracovisti pro vyzkum léebného konopi MCLOVE.

Sklizené rostliny byly pfevezeny do laboratoii CZU, kde byly nasledné& zpracovany a vyuzity

pro vyzkum.
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6.1.1 Konopny kultivar

Pro tvorbu extrakti byl zvolen nové vySlechtény kultivar MCLOVE s obsahem THC
v rozmezi 15-19% a obsahem CBD do 1%.

6.1.2 Priprava extrakti

Ze ziskaného suseného kvétenstvi byly pomoci ¢tyt extrakénich metod a ¢tyf riznych druht
rozpoustédel pfipraveny extrakty. Prvni metodou byla macerace, pii které bylo vyuzito 96%
I¢karského lihu. Druha a tifeti metoda prob&hla ve stejném extraktoru firmy Dexso
s rozdilnym rozpoustédly, nejprve probchla extrakce butanen a nasledné dimethyletherem
(DME). Posledni vyuzitou metodou byla super kritickd fluidni extrakce (SFE), kde jako
rozpoustédlo slouzit zkapalnény nosny plyn — CO,. U extrakti byla hodnocena vytéznost a
zastoupeni jednotlivych terpenti. Pokusy probéhly ve téech opakovanich s vyjimkou SFE,
které byla provedena dvakrat.

6.1.3 Homogenizace

Cast suseného kvétenstvi byla odlisténo a rozemleto elektrickym mlynkem (Valentino —

koncept KM-5001) na homogenni smés, ktera byla nasledné vyuzita pii maceraci.

Extrac¢ni metoda ¢. 1 - Macerace

Ethanolovy extrakt byl ptipraven z homogenizovaného kvétenstvi uvedenych odrid v poméru
1: 7. U tohoto typu extrakce byl vyuzit 96% lékaisky lih (Lach-Ner,CZ) ve kterém se po dobu
14 dna materidl maceroval. Po uplynuti dané doby byl extrakt ptefiltrovan pomoci vakuové
filtrace (obr.¢.5) a nasledné odpaien v na vakuové odparce Heidolph 4000, DE (obr.¢.6) pti
teploté 39°C a rychlosti rotace v rozmezi 150 — 200 otacek za minutu (RPS).
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Obr. 6: Vakuova filtrace

Obr. 7: Heidolph 4000, DE
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Extra¢ni metoda ¢. 2 a 3 - Butan/ Dimethylether (DME)

K tvorbé extraktu byl vyuzit Dexso Oil extraktor (obr.¢.7). Prazdna kolona byla naplnéna
nehomogenizovanym kvétenstvim 0 hmotnosti 35g. Do extraktoru se vpustil butan ze
zasobnich lahvi firmy Rsonic (1x 11 lahev). extrakt byl spolu s butanem jiméan do teflonového
papiru, butan se nasledn¢ nechal samovoln¢ odpafit v disgestofi. Stejnym zpisobem byla

provedena extrakce dimethyletherem v 99,9% cistoté (2x — 0,51 lahev Dexso — obr. 8).

Obr. 8: Dexso Oil extraktor, zdroj: http://www.bloomshop.nl

Obr. 9 Dexso lahev dimethyletheru, zdroj: https://www.growgarden.cz/extraktory-

oleje/2343-dimethylether-dexso-organic-degreaser-hnaci-plyn-ve-speji-500ml.html

Extrakéni metoda ¢&. 4 Super kriticka fluidni extrakce (extrakce COz)
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Na tento typ extrakce byl vyuzit pfistroj SuperC tabletop CO: extractor (obr.9) (OCO
labs.USA). Nejprve se do prazdné kolony (z jedné strany uzaviené) nasypalo nékolik
sklenénych kulicek, které rozptyli vpustény COz. Nasledné se pfed né vlozila vata, ktera
zabranila kontaktu mezi materialem a kulickami. Po naplnéni kolony homogenizovanym
kvétenstvim, se kolona uzaviela a byl vpustén CO> z tlakové bomby. Béhem prvnich 10 minut
probihalo tlakovani na 50 bar — CO2 prostoupi materidlem a navaze extrahované latky. Po
uplynulé dob¢ se zvysil tlak na 130 bar pfi teploté 43°C a oteviel se vystup. Oxid uhli¢ity se
na vystupu z piistroje odpaii a zbyde pouze vyextrahovana Cista latka. Samotna extrakce trva

pfiblizné 45 minut.

Obr. 10 Pristroj SuperC, zdroj: https://greenrushdaily.com)

6.1.4 Piiprava vzorku pro méieni obsahu terpenii, THC a CBD pomoci GC/FID

Nejprve bylo do 20 ml zkumavky navazeno 25 mg extraktu, ke kterému bylo nasledné
ptidano 10 ml tribenzylaminu (TBA, Sigma Aldrich, CZ). Takto ptipraveny vzorek byl na 15
min vlozen do ultrazvukové lazné (Bandelin sonorex digitech, DEU) (obr. ¢.10). 0,5 ml
vyextrahovaného vzorku bylo ptevedeno do 2 ml GC krimpovaci mikrozkumavky (vialky).
Vialky byly umistény na topnou jednotku, kde doslo k odpateni rozpoustédla a soucasné k
dekarboxylaci. Nasledné bylo do vialky napipetovano 1,5 ml etanolu. Obsah THC a CBD byl
stanoven na plynovém chromatografu s plamenové ionizaénim detektorem GC/FID (Agilent
Technologies 6890N, USA) (obr.¢.12). Identifikace jednotlivych terpend probéhla na
plynovém chromatografu s plamenov¢ ioniza¢nim detektorem GC/FID (Agilent Technologies
7890A, USA) (obr.¢. 13).
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6.1.5 Priprava vzorku pro méfeni obsahu terpenti pomoci GC/FID a GC/QTOF

Do mikrozkumavek bylo odvazeno 4 -7 mg extraktl, ty byly nasledné nafedény methanolem
(Sigma Aldrich, CZ) na vyslednou koncentraci 5 mg/ml, ktera byla analyzovana pomoci
GC/FID a GC/qTOFs. Methanol obsahoval interni standard — 2 decanol (Sigma Aldrich, CZ)
v koncentraci 0,01 % (w/v). Kazdy extrakt byl pfipraven ve tfech opakovanich. Pro
idnetifikaci byly terpeny zméfeny pomoci GC/QTOF (Agilent technologies, USA) (obr. 13).
Identifikace jednotlivych terpenit byla provedena na zakladé porovnani retencnich casi a
hmotnostnich spekter terpent s dostupnymi standardy a dale na zaklad¢ porovnani s databazi

NIST a Kovatsovych indexd.

Pro stanoveni relativniho zastoupeni jednotlivych terpenti ve vzorku byly vzorky zméfeny

pomoci GC/FID. Podminky analyzy byly v obou ptipadech stejné.

Obr. 11 Bandelin sonorex digitech
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Obr ¢. 12 Agilent Technologies 6890N

Obr. 13 Agilent technologies 7890A
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6.1.6 Pouzité zarizeni

Kolona 15 mx 0.25 mm, 0.25 um

Mobilni faze 5% Difenyl — 95% Dimethylpolysiloxane
Nosny plyn dusik, 1.1 ml/min, konstantni tok

Rezim nastiiku Split 280°C

D¢élici pomér 20:1

Teplotni program

2 min pfi 200 °C, 10 °C/min 200-240 °C, 2 min pfi 240 °C

Teplota Detektoru

300 °C

Nastiik

1.5 ul

Tabulka ¢. 2 Podminky analyzy Agilent Technologies 6890N

Kolona DB5 30 m x 0.25 mm, 0.25 pm 5% Difenyl — 95% Dimethylpolysiloxane
Nosny plyn dusik, 1.0 ml/min, konstantni tok

Rezim nastiiku Split 230°C

D¢lici pomér 10:1

Teplotni program

Zahtivani 60°C, zvySovani teploty 3,5°C/ min na 150°C, poté na
30°C/min na 300°C po dobu 10 min

Teplota Detektoru

300 °C

Nastiik

1.5l

Tabulka ¢. 2 podminky analyzy Agilent technologies 7890A

7 Vysledky

7.1 Vytézek extraktii

V nésledujicim grafu je zndzornéna primérna vytéznost konopného extraktu ziskaného ¢tyimi

na sob¢é nezavislymi zplsoby extrakce. Z vysledku je patrné, ze nejvyssi vytéznost byla

dosazena extrakci dimethyleterem (10,16q), dale extrakci butanem (9,36g), ethanolem (7,68g)

cv v
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Graf 1. VytéZnost konopného extraktu. Pouzité zkratky v grafu: SFE — super kriticka
fluidni extrakce, DME — dimethylether, THC — Tetrahydrocannabinol, CBD — kanabidiol.

Usecky V grafu znazoriiuji smérodatnou odchylku.

7.2 Obsah terpenii

Graf 2 a 3 znazorfiuje pramérné zastoupeni sledovanych terpenti v procentech vuci
stanovenému internimu standardu, ktery byl ke vzorkim ptidavan v koncentraci 0,01%.
Z porovnavanych extrakénich metod je ziejmé, Ze nejvyssi naméfené hodnoty byly zjisStény u
SFE. Napf. obsah karyofylenu (402%) vyextrahovaného pomoci této metody je piiblizné 28x
vyssi, nez u ethanolového extraktu (14,28%). SFE zna¢né pievysuje v obsahu karyofylenu i
ostatnich metod - butan (36,37%), DME (46,37%). Niz8i rozdily mezi jednotlivymi
extrakcemi byly zaznamenany u myrcenu — ethanol (0,18%), SFE (1,21%), butan (3,56%) a
DME (12,69%). Dale bylo zjisténo, ze nékteré terpeny (o-terpinen, camphen) v extraktech
ziskanych pomoci SFE a ethanolu chybély.
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Graf 2. Obsah terpenil stanoveny viéi internimu standardu. Use¢ky v grafu znazoriiuji

smérodatnou odchylku.
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7.3 Celkové zastoupeni terpeni ve vzorku

V grafu ¢. 4. je znazornéno procentudlni zastoupeni identifikovanych terpent, vypocitané
z celkoveho souctu 29 zjisténych terpenti. Nejvice zastoupenym identifikovanym terpenem u
testovanych extrak¢énich metod je karyofylen (SFE 20,17%, butan 13,83%, DME 13,63%,
ethanol 12,02%). Nasledné zastoupeni je u extrakénich metod odlisné. Ve vzorcich ziskanych
extrakci DME, byl druhym nejzastoupenéj$im terpenem limonen (8,72%), u SFE germancen
(14,38%) a u extrakce ethanolem a butanem jim byl guaiol (9,79%) a (8,59%). Nejnizsi
zastoupeni bylo naméfeno u a-terpinenu (butan 0,46%, DME 1,14%, ethanol a SFE 0%) a
camphenu (butan 0,16%, DME 0,37%, ethanol a SFE 0%).
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Graf 4. Procentuélni zastoupeni identifikovanych terpent v celkovém souctu vSech terpend.

Usecky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku.

Graf ¢.5 zobrazuje zastoupeni neidentifikovanych terpenti. Pro jejich oznaceni byla zvolena
pismena abecedy. Z grafu je ziejmé, Ze terpen J dosahuje stejného procentudlniho zastoupeni
jako karyofylen (20,17 %), v obou piipadech bylo toto procento naméieno u SFE. U zbylych
extrakénim metod bylo zastoupeni terpenu J nizké (butan 1,82%, DME 1,86%, ethanol
1,34%). Dalsi vyznamny rozdil v naméfenych hodnotach byl zaznamenan u terpenu K.
Zastoupeni toho terpenu u extrakce butanem (10,72% ) a DME (9,74%) bylo vyrazné vyssi,

nez u ethanolu (1,84%) a SFE (2,94%). Nizké zastoupeni terpenu L ve srovnani s ostatnimi
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extrak¢imi metodami bylo zjisténo u ethanolu, jehoz zastoupeni (3,44%) bylo vyrazné nizsi,
nez u ostatnich metod (butan (11,76%, DME 9,74%, SFE 13,29%). Terpeny A a B nebyly
zjistény u SFE a zastoupeni terpenu C (0,01%), D (0,07%) je u této metody velmi nizké.
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Graf 5. Procentuélni zastoupeni neidentifikovanych terpeni v celkovém souctu vsech

terpentl. Use¢ky v grafu znazorfiuji smérodatnou odchylku.
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8 Diskuze

Cilem této prace bylo porovnani n¢kolika tradi¢nich a novych metod extrakce medicinalniho
konopi z hlediska kvalitativnich a kvantitativnich parametr vysledného produktu. Podle
stanovené hypotézy jsou nova extrakéni ¢inidla a zptsoby extrakce z hlediska kvalitativniho
a kvantitativniho hodnoceni vysledného extraktu efektivnéjsi v porovnani s tradi¢ni extrakci
pomoci ethanolu.

Z vysledku je zfejmé, ze nejvyssi vytézek byl ziskany extrakci dimethyletherem (10,169 ),
zaznamenan u SFE (0,99g). Vzhledem k nedostatku informacnich zdroja, které by se
zabyvaly porovnavanim kvality a kvantity extrakénich metod, neni mozné ziskana data
porovnat s jinymi autory. Muzeme proto predpoklat, Ze naméfené hodnoty jsou vysledkem
rozdilnych vlastnosti danych rozpouzstédel extrahovat urcité latky. Metodou SFE neni mozné
extrahovat napt. aminokyseliny, cukry, flavonoidy, chlorofyl, navic ve srovnani s ostatnimi
extrakénimi metodami nezanechava SFE rezidua, coz je vyhodné z diuvodu Cistoty extraktu
(Flaveko 2018).

Zastoupeni identifikovanych terpent se v piipadé pouziti ethanolu, DME a butanu vyznamné
neliSilo, vyrazné&j$i rozdil byl zaznamenan u SFE. Ve vSech piipadech byl nejhojnéji
zastoupen karyofylen (SFE 20,17%, butan 13,83%, DME 13,63%, ethanol 12,02%) ktery byl
uz v minulosti oznaovan za nejbéznéjsi terpen v konopnych extraktech (Guy a Stott, 2005).
Je tedy zfejmé, ze SFE je schopna extrahovat vySe zminéné terpeny. Nicméné bylo
prokédzano, ze u SFE je slozeni extratd ovlivnéno tlakem CO> a délkou extrakce (Revenchon,
1995). K podobnym zavérim dosel ve své praci i (Catchpole 1996), ktery tvrdi, Ze vynos a
obsah uc¢innych latek je ovlivnén velikostni Castic nadrcen¢ho vzorku a délkou extrakce.
Muzeme tedy piedpokladat, ze zména extrakénich podminek ma vliv na obsah extrahovanych
latek.

Absence néktery terpent v ethanolovych extraktech se da vysvétlit vytékanim béhem doby,
kdy byl extrakt odpafovan, neni vSak zname, pro¢ tomu bylo i u extraktu ziskaném SFE, u
kterého nedochazelo k naslednému odpatovani.

Nejmensi rozdily v obsahu namétenych terpend byly vypozorovany mezi extrakci butanem a
DME. S ohledem na fakt, Ze ob¢ extrakéni metody byly provedeny ve stejném extraktoru a za
stejnych podminek, je pravdépodobné, ze drobné rozdily byly zplisobeny vlastnostmi daného

rozpoustédla. Jedinny vyznamnéjsi rozdil v zastoupeni terpenti, mezi extrakcemi byl
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zaznamenan u limonenu, ktery byl vice zastoupen u DME. Firma dexso, kterd extraktor

vvvvvv

9 Zavér

Na zakladé ziskanych vysledki mizeme tvrdit, Ze mezi ¢tyfmi extrak¢nimi metodami existuji
rozdily v zastoupeni extrahovanych latek, jejich obsahu a vytéznosti konopného extraktu.
Nejvyssi vytézek konopného extraktu byl ziskan extrakci DME, naopak nejniz$i u SFE.
Nejvyssi obsah ucinnych latek byl zaznamenan u SFE, dale u DME, butanu a nejméné u
ethanolu. Potvrzuje se tim hypotéza, ze z hlediska kvality je nejméné efektivni metodou
ethanolova extrakcne. Vysledky vSak neni mozné porovnat s jinymi pracemi, protoze se
doposud podobnym vyzkumem nikdo nezabyval. Lze ptedpokladat, ze naméfené hodnoty se
mohou lisit v zavisloti na kultivaru testované rostliny.

Pro mnozstvi ziskan¢ho extraktu je nejvhodnéjsi extrakce DME, pro obsah uc¢innych latek

SFE.
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