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Kompozycja zawierajgca kannabinoidy

Przedmiotem wynalazku jest samoemulgujaca sie, stabilna kompozycja zawierajgca kannabinoidy,
tworzaca wodne dyspersje tych organicznych zwigzkéw nierozpuszczalnych w roztworach wodnych.
Proponowane kompozycje mogg byc tatwo rozcieniczane w roztworach wodnych. Dzieki temu nadaje sie do
wytwarzania produktow doustnych na bazie roztwordéw wodnych, zwtaszcza kompozycji farmaceutycznych
lub produktéw spozywczych.

Kannabinoidy sg naturalnymi substancjami chemicznymi wystepujgcymi w konopiach (Cannabis
sativa L.) — zaréwno dzikich (Cannabis sativa ruderalis ).) lub siewnych (Cannabis sativa sativa L.}, jak i
indyjskich (Cannabis sativa indica). Konopie zawierajg okoto 480 réznych substancji, z czego 80 okresla sie
jako kannabinoidy. Przewazajgca wiekszosc nich jest pozbawiona wtasciwosci psychoaktywnych, natomiast
wiele z nich wykazuje wtasciwosci prozdrowotne. Obecnie najwieksze zainteresowanie wzbudzajg zwigzki
takie jak tetrahydrokannabinol (THC), a szczeg6lnie A’- THC oraz kannabidiol (CBD). Kannabinoidy jak i
ekstrakty kannabinoidéw sg zwigzkami nierozpuszczalnymi w wodzie. Umieszczenie ich w wodzie lub
produktach wodnych w niemodyfikowane] postaci powoduje, ze wytracajg sie w postaci opadajgcych na
dno produktu krysztatdw badZz tworzg heterogeniczng mieszaning, przez co nie sg réwnomiernie
rozprowadzone w catej objetosci roztworu wodnego. W takiej postaci ich biodostepnos¢ po podaniu
doustnym jest niewielka (zazwyczaj ponizej 6%). Dodatkowo dostarczane dawki kannabinoidéw nie sg
jednakowe, co ma znaczenie dla produktéw spozywczych, gdzie bardzo wazne jest, aby efekt byt
odczuwalny jak najszybciej po spozyciu. Wptywa to negatywnie na jednolitos¢ produktu, jego aspekty
wizualne jak i nierownomierne dawkowanie kannabinoidéw przy podazy doustnej. Oprécz napojow wiele
produktow spozywczych opartych jest na wodzie lub ich wytwarzanie wymaga obecnosci wody. Dlatego,
aby moc zastosowad kannabinoidy w tego typu wyrobach i uzyska¢ rownomierne dawkowanie wymagane
jest ich rozpuszczenie. Zastosowanie kannabinoidow w produktach ciektych — roztworach wodnych wymaga
ich modyfikacji chemicznej, bgdz opracowania odpowiedniej kompozycji, ktorej zadaniem jest wytworzenie
stabilnej zawiesiny po ich dodaniu do uktadéw wodnych.

W stanie techniki znane sg kompozycje kannabinoidéw, ktdre poprawiajg rozpuszczalnosé
kannabinoidéw w roztworach wodnych. Znajdujg one zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, jak
rowniez w przemysle spozywczym jako dodatki do produktow spozywczych.

Z opisu patentowego US20200037638 znane sg formulacje, ktére dotyczg samodyspergujgcej sie emulsji z
wykorzystaniem kannabinoidéw jako zwigzku hydrofobowego. W opisie ujawniono kompozycje, ktore
zwiekszajg rozpuszczalnos¢ kannabinoidow w roztworach wodnych podawanych drogg doustna.
Kompozycja przedstawiona w zgtoszeniu patentowym zawiera mieszanine trodjglicerydéw o sredniej

dtugosci tancucha i/lub tréjglicerydéw zawierajgcych dtugie taricuchy, surfaktant oraz kannabinoidy. Znane
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formulacje nie sg pozbawione wad: ich czas dyspersji przekracza 60 s, a uzyskiwane dyspersje nie sg
dostatecznie klarowne (transmitancja ponizej 85%), czesto cechujg sie wysokg niejednorodnoscig lub zbyt
wysokg polidyspersyjnoscia.

Zasadniczym problemem technicznym jest staba rozpuszczalnos¢ kannabinoidéw w roztworach
wodnych. Kolejnym problemem obecnie stosowanych systemdéw emulgujagcych mimo tworzenia
jednorodnej zawiesiny jest zmiana wtasciwosci wizualnych produktéw, czyli tworzenie sie tzw. ,,mlecznych”
zawiesin nieakceptowanych w wielu produktach spozywczych takich jak wody mineralne, bezbarwne i
klarowne napoje. Brak rozpuszczalnosci kannabinoidéw prowadzi do rozwarstwiania sie i tym samym niskiej
stabilnosci emulsji w czasie. W celu wytworzenia uktadu zdyspergowanego niejednokrotnie niezbedne jest
intensywne mieszanie i zastosowanie urzadzen typu sonifikatory lub homogenizatory. Jednym z gtéwnym
probleméw jest réwniez otrzymanie roztworu wodnego kannabinoidu, ktéry charakteryzowatby sie
niewielkim rozmiarem czgsteczek oraz monodyspersyjnoscig w uktadzie wodnym. Dodatkowym problemem
jest zmniejszona szybkos¢ dziatania kannabinoidéw po przyjeciu doustnym, ktéra jest zwigzana
bezposrednio z rozwarstwianiem sie emulsji.

Kolejnym problemem jest dostarczenie tatwej do uzyskania, stabilnej zawiesiny wodnej
kannabinoidéw, ktoéra mogtaby by¢ stosowana jako koncentrat nadajgcy sie do wytwarzania napojow
bedgcych roztworami wodnymi zawierajgcymi Scisle okreslong, docelowo znacznie rozciericzong, zawartosc
kannabinoidéw. Znang wadg obecnych rozwigzan sg: brak odpornosci skoncentrowanego uktfadu
kannabinoidéw na rozcienczenia, brak stabilnosci produktéow poddawanych konserwacji takich jak
pasteryzacja, czy brak stabilnosci przy niskim pH (ponizej 3), co znacznie utrudnia proces wytwarzania i
przetwarzania takich koncentratow.

Celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie ulepszonej kompozycji, dzieki ktorej uzyskuje sie
stabilng nanoemulsje nierozpuszczalnych w wodzie kannabinoidow, ktéra charakteryzuje sie jednoczesnie
wysokg przejrzystoscig, krotkim czasem uzyskania jednorodnej dyspersji kannabinoidéw, brakiem
koniecznosci intensywnego mieszania w celu wytworzenia dyspersji, uzyskaniem nanoczgsteczek o
niewielkiej $rednicy hydrodynamicznej, monodyspersyjnoscia nanoukfadu, wysoka odpornoscia na
rozcienczanie w roztworach wodnych, szeroki zakres pH od pH=8 do wartosci pH<3 , oraz procesy
konserwacji produktu koncowego (np. pasteryzacji, filtrowania na zimno, promieniowania UV).

Dla celéw niniejszego zgtoszenia wysoka przejrzystos¢ nanoemulsji po dodaniu do roztworu
wodnego oznacza przejrzystos¢ powyzej 85%, najlepiej powyzej 90%. W kontekscie wynalazku przejrzystosé
nalezy utozsamiac z transmitancjg optyczna. Transmitancja uzyskanej zgodnie z wynalazkiem nanoemulsji
moze by¢ mierzona w procentach (%T) przy dtugosci fali A=600nm za pomocg dowolnego spektrometru w
tym zakresie. W opisanych badaniach pomiary dokonano za pomocg spetrometru firmy Merck® model

Pharo 300.
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Dla celéw niniejszego zgtoszenia krotki czas uzyskania jednorodnej dyspersji kannabinoidow
oznacza czas ponizej 60 s od momentu dodania ostatniej kropli mieszaniny sktadnikéw kompozycji do
wody, do catkowitego rozpuszczenia. Pomiar czasu dyspersji moze by¢ wykonany metodg spektrometrycznag
za pomocg dowolnego spektrometru w zakresie 550-650 nm, gdzie czas dyspersji oznacza osiggniecie statej
wartosci transmitancji badz absorbancji, ktéra nie zmienia sie przy dtuzszym mieszaniu dyspersji w statych
warunkach mieszania. Pomiaru czasu dyspersji mozna réwniez dokona¢ za pomocg automatycznych
analizatorow stabilnosci oraz starzenia sie emulsji, dyspersji i zawiesin np. aparaty typu Turbiscan.

Dla celéw niniejszego zgtoszenia brak koniecznosci intensywnego mieszania w celu wytworzenia
dyspersji oznacza brak koniecznosci stosowania mieszania wysokoobrotowego powyzej 2500 RPM,
homogenizatoréw, homogenizacji wysokocisnieniowej i metod sonikacji. W zgtoszeniu wykazano, ze
mieszanie ponizej 150 RPM zapewnia odpowiednie parametry produktu dla zgtaszanych kompozycji.
Szybsza wartos¢ mieszania (testowano zakres do 2500 RPM), przyspiesza czas i zwieksza jakos¢ dyspersji
tworzonych dla zgtaszanych kompozycji zawierajgcych kannabinoidy. Szybkos¢ mieszania w tym wypadku
jest pojeciem wzglednym bowiem na jakos¢ mieszania ma wptyw m.in. rodzaj i konstrukcja mieszadta
mechanicznego (np. topatkowe, kielichowe, kotwicowe, ramowe, spiralne, smigtowe, turbinowe, wstegowe
i inne specjalistyczne jak Visco-let, czy nawet mieszadta mechaniczne wysokoobrotowe), budowa
mieszalnika, reaktora (np. zastosowanie skrobakéw, przegréd, tamaczy fal), czy mikseréw zbiornikowych.

Dla celéow niniejszego zgtoszenia nanoczgsteczki o niewielkiej srednicy hydrodynamicznej oznacza
nanoczgsteczki o srednicy hydrodynamicznej ponizej 180 nm. Wartos¢ srednicy hydrodynamicznej okresla
sie w nanometrach (Dy, nm), a jej pomiar moze by¢ wykonany za pomocg analizatoréw badajgcych rozktad
wielkosci czgstek z zastosowaniem dynamicznego rozpraszania Swiatta np. Zetasizer Nano-ZS firmy
Malvern.

Dla celédw niniejszego zgtoszenia monodyspersyjno$¢ nanouktadu oznacza wartosc
polidyspersyjnosci czastek po dyspersji w wodzie wynoszacg ponizej 0,250. Pomiar polidyspersyjnosci
czastek po dyspersji w wodzie (ang. Polydispersity Index) wyrazanej jako wartos¢ Pdl moze by¢ wykonany
za pomocg urzgdzenia Zetasizer Nano-ZS firmy Malvern.

Dla celdow niniejszego zgtoszenia wysokg odpornoscig na rozcieniczanie w roztworach wodnych
nalezy utozsamia¢ z wysokg stabilnoscia nanoemulsji przy bardzo duzych rozcienczeniach tj.
rozcienczaniach do 10 000x. Pomiar stabilnosci nanoemulsji w rozcienczeniu 10 000x moze by¢ wykonany
metodg spektrometryczng za pomocg dowolnego spektrometru w zakresie 550-650 nm, gdzie stata wartos¢
transmitancji i/lub absorbancji opisuje stabilnos¢ w trakcie przechowywania. Stabilnos¢ emulsji mozna
rowniez badac stosujgc analizatory stabilnosci oraz starzenia sie emulsji, typu Turbiscan. Ponadto stata
wartosc srednicy hydrodynamicznej i polidyspersyjnosci nanoczgstek w uktadzie swiadczy, ze emulsja jest

stabilna i nie zachodzg procesy agregacji, sendymentaciji, czy flokulacji. Badanie srednicy hydrodynamicznej
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i polidyspersyjnosci nanoczgstek moze by¢ wykonany za pomocga analizatoréow badajacych rozktad wielkosci
czgstek z zastosowaniem dynamicznego rozpraszania swiatta np. Zetasizer Nano-ZS firmy Malvern.

Nieoczekiwanie, okreslony powyzej ztozony cel techniczny zostat osiggniety w prezentowanym
wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest samoemulgujgca sig, stabilna kompozycja zawierajgca kannabinoid lub
ekstrakt kannabinoidowy, surfaktant oraz dwie odmienne frakcje lipidowe. Korzystnie, kompozycja wedtug
wynalazku skfada sie z co najmniej jednego kannabinoidu lub ekstraktu kannabinoidowego, surfaktanta
oraz dwdch odmiennych frakcji lipidowych.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze kannabinoid lub
ekstrakt kannabinoidowy stanowi nie wiecej niz 20% wagowych kompozycji, surfaktant stanowi 30-50%
wagowych kompozycji, pierwsza frakcja lipofilowa stanowi 20-35% wagowych kompozycji, druga frakcja
lipofilowa stanowi 15-30% wagowych kompozycji.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze co najmniej jeden
kannabinoid lub ekstrakt kannabinoidowy zawiera tetrahydrokannabinol (A®-THC), kannabidiol (CBD),
ekstrakt Cannabis sativa, Cannabis indicam Cannabis hybrid oraz innych gatunkéw z rodzaju Cannabis, kwas
tetrahydrokannabinolowy (THC-A), kwas kannabidiolowy (CBDA), kannabinol (CBN}), kannabigerol (CBG),
kwas kannabigerolowy (CBG-A), kannabichromen (CBC), tetrahydrokannabiwarien (THC-V), A%-
tetrahydrokannabinol (A%-THC), kannabidiwaryn (CBDV), kannabicyklol (CBL).

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze surfaktant stanowi
polisorbat 80, pierwszg frakcje lipofilowg stanowi triacylogliceryd o sredniej dtugosci tancucha C8-C12,
drugg frakcje lipofilowg stanowi mono-diacylogliceryd o sredniej dtugosci faricucha C8-C12.

W korzystnym przykfadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze w roztworze wodnym
tworzy samoemulgujgcy klarowny, monodyspersyjny uktad.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze monodyspersyjny
uktad tworzy czgsteczki mniejsze niz 180 nm.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze monodyspersyjny
uktad tworzy sie w czasie krotszym niz 60 s i nie wymaga intensywnego mieszania.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze monodyspersyjny
uktad tworzy stabilng nanoemulsje odporng na rozcienczanie.

W korzystnym przyktadzie wykonania kompozycja charakteryzuje sie tym, ze zawiera dodatki
poprawiajgce smak i zapach oraz barwniki.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji wedtug wynalazku okreslonej
powyzej do wytwarzania produktéw doustnych na bazie wody. Korzystnie produktem doustnym jest

kompozycja farmaceutyczna lub produkt spozywczy.
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania stabilnego uktadu monodyspersyjnego
charakteryzujacy sie tym, ze wode lub roztwoér wodny miesza sie z kompozycjg wedtug wynalazku okreslong
powyzej.

Korzystnie, mieszanie prowadzi sie w czasie krétszym niz 120 sekund, korzystnie w czasie krotszym
niz 60 sekund, przy intensywnosci mieszania nie przekraczajgcej 2500 RPM, korzystnie przy intensywnosci
mieszania nie przekraczajgcej 150 RPM.

Kolejnym przedmiotem wynalazku uktad monodyspersyjny charakteryzujgcy sie tym, ze sktada sie z
osrodka dyspersyjnego bedgcego wodg lub roztworem wodnym oraz fazy rozproszonej tworzonej przez
czgsteczki uzyskane z kompozycji wedtug wynalazku okreslonej powyzej, przy czym czgsteczki wedtug
wynalazku posiadajg warstwe zewnetrzng zawierajgcg surfaktant, oraz warstwg wewnetrzng, ktérg stanowi
mieszanina lipidow, w ktérej rozpuszczony jest kannabinoid lub ekstrakt kannabinoidowy.

Sktadniki kompozycji wedtug wynalazku po wymieszaniu w Srodowisku wodnym tworzg
spontanicznie zasadniczo kuliste nanoczgsteczki, ktérych warstwe zewnetrzng stanowi surfaktant, a srodek
(warstwg wewnetrzng) stanowi mieszanina lipidow, w ktérej rozpuszczony jest kannabinoid lub ekstrakt
kannabinoidowy. Surfaktant tworzacy warstwe zewnetrzng zakotwiczony jest w wewnetrznej, rdzeniowe;j
warstwie lipidowej swojg czescig lipofilowg (fragment czgsteczki surfaktanta stanowigcy reszte kwasu
ttuszczowego). Jednoczesnie lipid 2, petnigcy kluczowa role w strukturze nanoczgsteczki wedtug wynalazku,
uczestniczy w oddziatywaniach pomiedzy jej hydrofilowg warstwg zewnetrzng i wewnetrznym rdzeniem
hydrofobowym, pozwalajgc na uzyskanie korzystnych wtasciwosci nanoczasteczek opisanych w zgtoszeniu.
Sktadniki kompozycji po zmieszaniu w srodowisku wodnym tworzg spontanicznie nanoczgsteczki wedtug
wynalazku, ktérych przyblizony sktad wraz ze zblizaniem sie do srodka nanoczgsteczki zmienia sie
nastepujgco: otoczenie, ktére stanowi r-r wodny, dalej surfaktant, ktory dominuje w warstwie zewnetrznej
nanoczgsteczki, dalej mieszanina lipidéw z substancjg aktywng (Lipid 1 + Lipid 2 + Kannabinoidy), ktére
stanowig rdzen nanoczgsteczki, gdzie sktadnik Lipid 2 z duzym prawdopodobienstwem dominuje w
zewnetrznej warstwie rdzenia wspomagajac surfaktant.

Korzystnie, faze rozproszong uktadu monodyspersyjnego wedtug wynalazku tworzg czagsteczki
mniejsze niz 180 nm.

Korzystnie, uktad monodyspersyiny wedfug wynalazku posiada: przejrzystos¢ powyzej 90 %,
monodyspersyjnosc ponizej 0,250, zachowuje stabilnos¢ nanoemulsji przy rozcienczaniu do 10 000x woda
lub roztworem wodnym i/lub zachowuje stabilno$¢ nanoemulsji przy pH siegajgcym w zakresie od pH=8 do
ponizej pH<3.

Gtéwnym efektem technicznym opracowane] kompozycji umozliwiajgcej rozpuszczenie
kannabinoidéw w roztworze wodnym jest:

e wysoka przejrzystos¢ nanoemulsji po dodaniu do roztworu wodnego, powyzej 85%

e bardzo krétki czas uzyskania jednorodnej dyspersji po dodaniu do roztworu wodnego, ponizej 60 s
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e brak koniecznosci intensywnego mieszania, mieszanie ponizej 2500 RPM, a nawet ponizej 150 RPM

e uzyskanie nanoczgsteczek o niewielkich rozmiarach, rozmiar ponizej 180 nm srednicy
hydrodynamicznej

e uzyskanie monodyspersyjnego nanouktadu, monodyspersyjnos¢ ponizej 0,250

e wysoka stabilnos¢ nanoemulsji przy bardzo duzych rozcienczeniach, rozcienczanie do 10 000x.

e wysoka odpornos¢ na szeroki zakres pH od pH=8 do wartosci pH<3 oraz procesy konserwacji
produktu koncowego (np. pasteryzacji, filtrowania na zimno, promieniowania UV).

W niniejszym opisie wykorzystano nastepujace oznaczenia:

e T80 —mieszanina polioksyetylenowych pochodnych sorbitanu i kwasu oleinowego, polisorbat 80,
surfaktant Tween® 80,

e  MCT — triacylogliceryd sredniotancuchowy (ang. medium chain triglicerides, C8+C12)

e MCM — mono-diglicerydy sredniotaricuchowe, gtdéwnie kwasu kaprylowego (C8) i kaprynowego
(dekanowego, C10) (ang. mono-diglyceride of medium chain fatty acids),

e CBD - kannabidiol, izolat o czystosci 295%.

Badanie kompozycji znanych ze stanu techniki
Badanie znanych kompozycji przeprowadzono w oparciu o opis patentowy US 20200037638i. Sktad

formulacji okreslono w opisie patentowym w skrdcie jako mieszaning MCT i/lub LCT (triacyloglicerydy
dtugotancuchowe) oraz surfaktant i ekstrakt kannabinoidowy. W dokumencie zostaty wykonane
nanoemulsje w czasie 2h, natomiast nie podano predkosci mieszania. Jest to istotne, gdyz wraz ze
zwiekszeniem intensywnosci mieszania zwieksza sie jakos¢ nanoemulsji, lecz powoduje to wydtuzenie czasu
procesu wytwarzania w skali przemystowej. Dodatkowo rezultaty opisujg jedynie wielkos¢ czastek bez
odniesienia sie do rozktadu wielkosci czastek. Nie zidentyfikowano informacji o jakosci emulsji, a
mianowicie czy uzyskano uktad polidyspersyjny czy monodyspersyjny. Uktady polidyspersyjne majg
tendencje do agregowania, flokulacji, sedymentacji. Z powyzszych wzgledéw uznano, ze nalezy wykonac
eksperymenty w celach badawczych, bazujgc na opisie patentowym US 20200037638.
W badaniu formulacji znanych ze stanu techniki zastosowano nastepujgce produkty:

e MCT - triacylogliceryd $redniotaficuchowy, stosujac komercyjnie dostepny produkt Crodamol™

GTCC firmy CRODA,
e T80 - polisorbat 80, stosujgc komercyjnie dostepny produkt Tween 80 firmy CRODA,

e CBD — kannabidiol, izolat o czystosci 295% zakupiony w firmie Kannastar.
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Tabela 1. Badanie kompozycji konkurencyjnych.

Nr MCT T80 CBD Uktad Czas dyspersji | Transmitancja [%)] Dy Pdl
% % % | jednorodny [sek] 100x [nm]
0 90 10 TAK 198 16,6 157,2 0,383
10 80 10 TAK 382 0,55 n/a n/a
20 70 10 TAK 840 0,35 n/a n/a
30 60 10 TAK 573 33,8 120,3 0,165
40 50 10 TAK 600 1,32 156,5 0,195
50 40 10 TAK 620 0,11 191,5 0,268
60 30 10 NIE n/a n/a n/a n/a
70 20 10 NIE n/a n/a n/a n/a
80 10 10 NIE n/a n/a n/a n/a
0 80 20 TAK >1800 0,14 n/a n/a
10 70 20 TAK 390 0,13 372,7 0,661
20 60 20 TAK 568 0,11 2719 0,466
30 50 20 TAK >1800 0,17 193,1 0,528
40 40 20 TAK >1800 0,16 218,6 0,518
50 30 20 TAK >1800 38,3 n/a n/a
60 20 20 NIE n/a n/a n/a n/a
70 10 20 NIE n/a n/a n/a n/a
80 0 20 NIE n/a n/a n/a n/a

Tabela przedstawia procentowe zawartosci wagowe.
n/a — nie oznaczono (z uwagi na niejednorodnos¢ probki i/lub probka polidyspersyjna nie nadajgca sie
do badan).

Podsumowanie badania znanych formulacji przedstawionych w tabeli 1: badanie wskazuje, ze we
wszystkich przypadkach czas dyspersji byt znacznie dtuzszy niz 60 s, w zadnych z przypadkéw nie uzyskano
transmitancji na poziomie 85% lub wiekszym, duza cze$¢ kompozycji charakteryzowata sie
niejednorodnoscig, co uniemozliwito ich dalsze badanie, jednorodne nanoemulsje w przypadku kompozycji
2 i 3 oznaczono jako ,n/a” dla Dy i Pdl, bowiem posiadaty bardzo duzg polidyspersyjnos¢ (>0,500), dlatego
tez, w takich sytuacjach prébki nie spetniajg minimum jakosciowego do prawidtowego pomiaru, wartosci

Pdl sg wieksze od 0,500, a dla parametru Dy sg wieksze od 250 nm.
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W celu opracowania ulepszonej kompozycji zawierajgcej kannabinoidy, umozliwiajgcej
rozpuszczenie tych zwigzkéw w roztworach wodnych, przeprowadzono szereg doswiadczen, ktére
umozliwity dobdr optymalnych sktadnikow pod wzgledem efektywnosci rozpuszczania i ich zastosowanych
ilosci, nieoczekiwanie doprowadzajgc do kompozycji wedtug wynalazku stanowigcej stabilng nanoemulsje
nierozpuszczalnych w wodzie kannabinoidéw, ktdora charakteryzuje sie jednoczesnie: wysoka
przejrzystoscig, krotkim czasem uzyskania jednorodnej dyspersji kannabinoidéw, brakiem koniecznosci
intensywnego mieszania w celu wytworzenia dyspersji, uzyskaniem nanoczgsteczek o niewielkiej srednicy
hydrodynamicznej, monodyspersyjnosciag nanouktadu oraz wysokg odpornoscia na rozcienczanie w
roztworach wodnych. Ponadto opracowywane formulacje testowane réowniez byty pod katem stabilnosci w
niskim pH (ponizej 3) oraz odpornosci na konserwacje (pasteryzacje).

Procedura ogdlna przygotowania kompozycji wedtug wynalazku
Wszystkie sktadniki kompozycji odwazono do wspdélnego naczynia. Zawartos¢ naczynia mieszano przez 30
min. w temperaturze pokojowej. Alternatywnie catg mieszaning mozna ogrza¢ w celu przyspieszenia
rozpuszczenia sktadnikéw, a nastepnie wymieszac w celu ujednolicenia mieszaniny.
Przyktadowa procedura otrzymywania kompozycji zawierajgcej 10% wagowych CBD:
Kompozycje przygotowano odwazajgc do jednego naczynia 0,460 mg surfaktantu (T80), 220 mg
triacyloglicerydu sredniotancuchowego (MCT), 220 mg mono-diacyloglicerydu sredniotancuchowego (MCM)
i 100 mg ekstraktu kannabinoidéw (CBD). Catos¢ mieszano przez 30 min przy uzyciu sztabki mieszajgcej i
300 RPM do ujednolicenia w temperaturze pokojowej, badz krécej w wyzszej temperaturze (np. 60 °C).
Procedura otrzymywania nanoemulsji
Podstawowe rozcienczenie — stukrotne (100x) otrzymywano poprzez wprowadzenie 100 mikrolitrow (pL)
gotowej kompozycji wkraplajgc, w krotkim czasie (<10 sekund) do fiolki szklanej ze sztabkg mieszajgca
zawierajgcej 10 mililitrow (mL) wody. Zawartos¢ szklanej fiolki mieszano przy obrotach do 150 RPM.
Mierzono czas dyspersji do otrzymania jednorodnego uktadu.
Rozcienczenie dwustukrotne (200x) otrzymano poprzez rozcienczenie 1:1 (v/v) z woda otrzymanej
wczesniej nanoemulsji rozcienczonej stukrotnie kompozycji.
Metodyka prowadzonych badan

e czas dyspersji (ang. dispersion time) mierzono w sekundach (t, sek) od momentu dodania ostatniej

kropli mieszaniny do wody, do catkowitego rozpuszczenia,

e transmitancje nanoemulsji (ang. transmittance) mierzono w procentach (%T) przy dtugosci fali

A=600nm za pomocg spektrometru firmy Merck® model Pharo 300,

e Srednice hydrodynamiczng nanoczgstek (ang. hydrodynamics diameter), podawano w nanometrach

(DH, nm) i mierzono za pomocg urzgdzenia Zetasizer Nano-ZS firmy Malvern,
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e polidyspersyjnosc¢ czgstek po dyspersji w wodzie (ang. polydispersity index) wyrazano jako wartos¢

Pdl i mierzono za pomocg urzadzenia Zetasizer Nano-ZS firmy Malvern.

Opracowanie samoemulgujgcej kompozycji kannabinoidu wedtug wynalazku
Kompozycja bedgca przedmiotem wynalazku zawiera 4 sktadniki:
1 : 2 : 3 : 4
Surfaktant : Lipid 1 : Lipid 2 : Kannabinoid
przy czym:

e Surfaktant (T80) oznacza polioksyetylenowa pochodna sorbitanu i kwasu oleinowego (ang.
Polisorbat 80, Polysorbate 80, Monooleinian polioksyetylenosorbitolu, Tween™ 80), komercyjnie
dostepny i oferowany przez wielu producentéw. W doéwiadczeniu zastosowano z firmy Tween™
80.

e Lipid 1 (MCT) oznacza triacylogliceryd sredniotaricuchowy (ang. medium chain triglicerides, z
mieszaning kwaséw o dfugosci C8-C12), komercyjnie dostepny i oferowany przez wielu
producentéw. W doswiadczeniu zastosowano z firmy CrodamolTM GTCC,

e Lipid 2 (MCM) oznacza mono-diglicerydy sredniotancuchowe, gtéwnie kwasu kaprylowego (C8} i
kaprynowego (dekanowego, C10), (ang. mono-diglyceride of medium chain fatty acids),
komercyjnie dostepne i oferowany przez wielu producentéw producentéow. W doswiadczeniu
zastosowano z firmy 10l OLEOCHEMICAL — Imwitor® 988,

e Kannabinoid (CBD), ewentualnie jako sktadnik ekstraktu kannabinoidowego oznacza ekstrakty i
izolaty to produktu komercyjnie dostepne i oferowane przez wielu producentow. W zgtoszeniu,
wiekszos¢ testow przeprowadzono stosujgc kannabidiol, izolat o czystosci 295% zakupiony w firme

Kannastar.

Zawarto$¢ kompozycji i udziat sktadnikéw stanowig % wagowe (m/m/m/m). Przyktady realizacji kompozycji
wedtug wynalazku dotyczg nastepujgcych zakreséw zawartosci poszczegélnych sktadnikow:

e T80: 30-50%,

e MCT: 20-35%,

e MCM: 15-30%,

e CBD: 0-20%.

Tabela 2. Przyktady realizacji kompozycji wedtug wynalazku

C
T80 MCT MCM CBD Uktad zas Transmitancja Transmitancja Dy

. dyspersji [%] 100x [%] 200x* [nm]

% % % % | jednorodny [sek] Pdi

370 350 201 7.9 TAK 20 36,1% 58 8% 1133 0,219
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30,0 20,0 30,0 20,0 TAK 29 0,13% 0,86% 154,1 0,136
36,1 24,6 15,3 20,0 TAK 67 0,12% 0,59% 200,0 0,278
36,1 24,6 15,3 20,0 TAK 70 0,12% 0,44% 180,98 0,254
30,0 30,0 25,0 15,0 TAK 10 0,82% 8,68% 188,6 0,256
36,3 20,0 28,9 14,8 TAK 15 20,4% 44,6% 135,6 0,246
30,0 30,0 25,0 15,0 TAK 30 0,43% 5,87% 150,3 0,147
30,0 350 15,0 20,0 TAK 86 0,11% 0,13% 262,0 0,472
42,1 27,7 22,7 7,5 TAK 20 76% 86,1% 71,3 0,208
44,1 20,0 30,0 59 TAK 30 96,3% 97,9% 32,5 0,205
42,7 20,0 24,7 12,5 TAK 15 74,3% 85,9% 66,3 0,177
30,9 350 30,0 4.1 TAK 15 35,2% 58,9% 115,7 0,188
37,2 248 30,0 8,0 TAK 15 59,6% 77,1% 104,0 0,274
43,1 30,0 15,0 11,9 TAK 50 31,3% 55,5% 106,2 0,143
42,2 31,1 26,7 0,0 TAK 22 91,9% 95,9% 50,9 0,238
48,3 20,0 15,0 16,7 TAK 80 15,4% 38,9% 124,2 0,214
42,2 31,1 26,7 0,0 TAK 30 86,3% 93% 62,6 0,255
50,0 350 150 0,0 TAK 250 4,91% 22% 266,5 0,293
50,0 25,2 20,2 4,6 TAK 30 95% 97,3% 35,8 0,194
36,4 34,3 15,0 14,3 TAK 70 0,2% 3,07% 265,3 0,266
50,0 20,0 30,0 0,0 TAK 25 98,7% 99,5% 23,8 0,198
37,0 350 201 7.9 TAK 25 11% 33% 139,5 0,217
37,2 248 30,0 8,0 TAK 20 57,3% 75,3% 90,5 0,186
50,0 24,4 15,0 10,6 TAK 50 77,9% 87,7% 69,6 0,193

*jako parametr kontrolny jakosci nanoemulsji i dziatania samoemulgujgcych kompozycji wykonano
rozcienczenie 200 krotnie (200x) celem lepszej charakterystyki uktadéw za pomocg transmitancji (%T).
Badanie wybranych przykladéw kompozycji
Przetestowano takze przyktady kompozycji o réznej zawartosci ekstraktow kannabinoidow.
Jako szczegdlnie korzystne uznano nastepujgce uktady dla réznych zastosowan formulacji (T80 : MCT : MCM
: CBD, m/m/m/m) zestawiono ponizej:

e 0%CBD (44,6:25,4:30,0:0),

e 5%CBD (44,3:26,9:23,7:5),

e 10% CBD(46,0:22,0:22,0:10),

e 15% CBD (43,7:20,0:21,3:15),

e 20% CBD(37,3:20,0:22,7 :20).
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Tabela 3. Wtasciwosci kompozycji o roznej zawartosci ekstraktow kannabinoidow.

Czas
i Transmitancja | Transmitancja
# N d D [nm] Pdl
azwa yspersjt [%] 100x [%] 200x H

[sek]
1 0% CBD 15 98,1% 99,1% 23,9 0,162
2 0% CBD 28 97,2% 99,4% 24,0 0,146
3 0% CBD 25 97,9% 99,5% 22,8 0,103
4 5% CBD 29 94,5% 97,3% 37,7 0,177
5 5% CBD 29 94,3% 96,9% 38,0 0,192
6 5% CBD 27 95,3% 96,6% 39,2 0,205
7 10% CBD 27 93,2% 95,0% 46,6 0,175
8 10% CBD 23 92,2% 95,3% 44,6 0,168
9 10% CBD 27 91,3% 95,1% 45,6 0,179
10 15% CBD 39 50,6% 71,1% 86,5 0,181
11 15% CBD 44 51,6% 70,9% 95,5 0,229
12 15% CBD 63 52,8% 71,4% 87,3 0,172
13 20% CBD 62 0,4% 4,7% 148,9 0,198
14 20% CBD 52 0,2% 2,6% 154,1 0,166
15 20% CBD 72 0,2% 1,6% 153,2 0,147

Wyniki usrednione (n=3)
Czas Transmitancja | Transmitancja
N N d ji D [nm] Pdl
' azwa yspers)l [%] 100x [%] 200x H

[sek]
43 0% CBD 2347 97,7+0,5% 99,3+0,2% 23,640,7 0,137+0,031
44 5% CBD 28+1 94,7+0,5% 96,9+0,4% 38,340,8 0,191+0,014
45 10% CBD 2642 92,2+1,0% 95,1+0,2% 45,6+1,0 0,174+0,006
46 15% CBD 49413 51,741,1% 71,1+0,3% 89,845,0 0,194+0,031
47 20% CBD 62+10 0,3+0,1% 3,0+1,6% 152,1+2,8 0,170+0,026
Wszystkie warianty samoemulgujgcych kompozycji i dyspersji wykonano w trzech niezaleznych

powtdrzeniach i otrzymano jednorodne probki.

Badanie ktérego wyniki przedstawiono w Tabeli 3 (powyzej) wskazato, ze czas dyspersji dla kompozycji (43-
46) nie przekroczyt 60 sekund, natomiast przy zawartosci 20% kannabinoidéw dla prébki (47) czas dyspersji
wyniést nieco ponad 60 sek. Transmitancje powyzej 90% osiggnieto dla kompozycji zawierajacej do 10%
CBD (45), lecz przy wiekszych stezeniach CBD tj. powyzej 10 % (46-47) nie osiggnieto minimalne] wartosci
transmitancji tj. 85%, wszystkie kompozycje przedstawione w tabeli 1 sg jednorodne i posiadajg bardzo

dobre wartosci Pdl<0,200 co Swiadczy o bardzo dobrej jakosci nanoemulsji (wysoka stabilnos¢ emuls;ji),
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uzyskana srednica hydrodynamiczna nanoczastek jest bardzo dobra dla wszystkich kompozycji i miesci sie w
zakresie Dy<180 nm, co wiecej do 15% zawartosci CBD (wtgcznie) jest ona mniejsza niz 100 nm.
Badanie kompozycji z wykorzystaniem réznorodnych kannabinoidéw
Istotng zaletg samoemulgujacych kompozycji wedtug wynalazku jest stwierdzenie, ze kompozycje te sg
uniwersalne i sprawdzajg sie dla réznych zwigzkéw hydrofobowych, dlatego tez przeprowadzono
eksperymenty z wykorzystaniem réznorodnych kannabinoidéw. Zbadano warianty kompozycji, gdzie jako
kannabinoidy, stosowano czyste zwigzki tj. kannabidiol (CBD), tetrahydrokannabinol (THC), mieszanine
réoznych naturalnie wystepujacych kannabinoidéw konopnych (ang. full spectrum, zastosowano skroét
»MIX"}, rézne ekstrakty o nizszych zawartosciach kannabinoidow (oznaczono jako ,Ekstrakty typ...”), a takze
olej konopny o sladowej ilosci kannabinoidow i charakteryzujgcy sie wysokg zawartoscig nienasyconych
kwasow ttuszczowych.
Wszystkie kompozycje oparto na jednej, uznanej za wzorcowg samoemulsyfikujgcg sie kompozycje
zawierajgcg 10% zawartosci surowca — kannabinoidu. (T80 : MCT : MCM : Kannabinoid, m/m/m/m).
Badania przeprowadzono z wykorzystaniem:
e CBD —izolat o czystosci 295%,
e THC—izolat o czystosci 295%,
e MIX — mieszanina naturalnie wystepujgcych kannabinoidéw konopnych oraz fitosteroli, terpendw,
zawartos¢ kannabinoiddéw ok. 95%,
e  Ekstrakt typ 1 — mieszanina naturalnie wystepujacych kannabinoidéw o czystosci 70,66% CBD,
4,36% THC, 2,18% CBG,
e Ekstrakt typ 2 — mieszanina naturalnie wystepujgcych kannabinoidéw o czystosci 29,79% CBDA,
24,31% CBD, , 1,26% THC, 0,60% THCA,
e  Ekstrakt typ 3 — mieszanina naturalnie wystepujacych kannabinoidéw o czystosci 25.17% CBD,
18,79% CBDA, 1,30% -THC, 0,14% THCA, 1,84% CBC, 0,89% CBG, 0,49% CBGA, 0,22% CBDV, 0,05%
CBL, 0,04% CBN, 0,04% delta-8-THC,
e Olej konopny — olej otrzymywany z nasion konopi siewnych (Cannabis sativia) zawierajacy ok. 54%
kwasu linolowego, 15% kwasu a-linolenowego, 4% kwasu Y-linolenowego, 13% kwasu oleinowego i

14% pozostatych kwaséw ttuszczowych.

Tabela 4. Wtasciwosci kompozycji z wykorzystaniem réznorodnych kannabinoidow.

Czas
# Nazwa dyspersiji Tra[r;]mli ;:r)\(cja Tra[r;]mzi;:;cja D, [nm] Pdl
[sek]
1 10% MIX 28 90,9% 93,6% 49,0 0,184
2 10% MIX 23 86,4% 92,2% 52,7 0,226
3 10% MIX 27 84,6% 92,0% 51,3 0,200
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4 10% THC 32 95,5% 97,7% 31,0 0,183

5 10% THC 20 96,9% 98,5% 32,5 0,223

6 10% THC 38 96,6% 98,0% 32,9 0,235

7 10% Ekstrakt typ 1 19 96,1% 97,4% 33,4 0,234

8 10% Ekstrakt typ 1 19 95,9% 98,2% 34,3 0,224

9 10% Ekstrakt typ 1 30 95,3% 96,9% 34,8 0,231

10 10% Ekstrakt typ 2 19 94,4% 99,8% 23,2 0,207

11 10% Ekstrakt typ 2 20 94,3% 100,3% 22,9 0,238

12 10% Ekstrakt typ 2 23 93,1% 100,5% 22,1 0,202

13 10% Ekstrakt typ 3 22 89,9% 98,6% 37,9 0,174

14 10% Ekstrakt typ 3 23 93,1% 96,2% 37,2 0,179

15 10% Ekstrakt typ 3 13,5 93,2% 98,1% 37,2 0,183

16 10% Olej konopny 35 90,6% 94,4% 62,0 0,284

17 10% Olej konopny 33 92,7% 95,6% 54,5 0,283

18 10% Olej konopny 28 90,9% 95,0% 59,7 0,276

Wyniki usrednione (n=3)
Czas Transmitancja | Transmitancja
N N d ji D [nm] Pdl
" azwa "[SS'ZT(;S" [%] 100x [%] 200x H

45 CBD 2642 92,2+1,0% 95,1+0,2% 45,6+1,0 | 0,174+0,006
48 MIX 2643 87,313,2% 92,6+0,9% 51,0+1,9 | 0,203+0,021
49 THC 3049 96,310,7% 98,1+0,4% 32,1+1,0 | 0,214+0,027
50 Ekstrakt typ 1 2346 95,8+0,4% 97,5+0,7% 34,2+0,7 | 0,230+0,005
51 Ekstrakt typ 2 2142 93,9+0,7% 100,2+0,4% 22,740,6 | 0,216+0,020
52 Ekstrakt typ 3 2045 92,1+1,9% 97,6%1,3% 37,410,4 | 0,179+0,005
53 Olej konopny 32+4 91,1+1,1% 95,0+0,6% 58,7+3,8 | 0,281+0,004

Wykonane badanie dowodzi, ze czas dyspersji dla wszystkich formulacji (45, 48+53) nie przekroczyt 60 s.,
samoemulgujgce kompozycje posiadajg podobng charakterystyke niezaleznie od surowca z konopi i stopnia
jego oczyszczenia, transmitancja dla rozcienczenia 100x (100-krotnego) w wodzie w wiekszosci przypadkow
przekroczyta 90%, wyjatek stanowi surowiec zawierajacy petne spektrum kannabinoidéw oraz terpeny i
fitosterole (48), ktérych obecnos¢ obnizata nieznacznie transmitancje do wartosci 87%, wszystkie
kompozycje, niezaleznie od zastosowanego surowca posiadaty niewielkg srednice hydrodynamiczng
nanoczastek Dp<60 nm. Wszystkie kompozycje, niezaleznie od zastosowanego surowca byty

monodyspersyjne zachowujgc Pdl<0,250 z wyjgtkiem prébki 53, ktérej wartos¢ Pdl wynosita ponizej 0,300.
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Badanie dot. wyboru surfaktantu zawartego w kompozycji

Zbadano rowniez wtasciwosci wariantow kompozycji zawierajgcych okreslone powyzej szczegdlnie
korzystne proporcje pozostatych sktadnikéw ustalonych dla 10% zawartosci CBD, w ktérych wykorzystano
rozne surfaktantanty (surfaktant : MCT : MCM : CBD, m/m/m/m).

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem nastepujgcych surfaktantéw z odpowiednich grup:

e monoacylowane polioksyetylenosorbitolu — istnieje wiele réznych pochodnych tej klasy
surfaktantéw, dla ktérych powszechnie stosuje sie skrét Tween™ i w zaleznosci od reszty acylowe]
odpowiedniego kwasu ttuszczowego, wyrdznia sie Tween 20, 40, 60, 80 i 85. W zgtoszeniu oprécz
Tween™ 80 zastosowano dodatkowo dwa spoéréd nich:

e monolaurynian polioksyetylenosorbitolu, jako ,, Tween 20” (ang. Polysorbate 20,
Polyoxyethylene 20 sorbitan monolaurate), komercyjnie dostepny i oferowany przez wielu
producentéw. W doéwiadczeniu zastosowano z firmy CRODA — Tween™ 20,

e monostearynian polioksyetylenosorbitolu, jako ,,Tween 60” (ang. Polysorbate 20,
Polyoxyethylene 20 sorbitan monostearate), komercyjnie dostepny i oferowany przez wielu
producentéw. W doéwiadczeniu zastosowano z firmy CRODA — Tween™ 60,

e etoksylowane pochodne oleje jako ,Etocas” — surfaktant oparty na oleju rycynowym z
polioksyetylenem (35}, (ang. PEG-35 castor oil, Polyoxyl 35 Castor Qil}, komercyjnie dostepny i
oferowany przez wielu producentéw. W doséwiadczeniu zastosowano z firmy CRODA — Etocas'™ 35,

e uwodornione etoksylowane pochodne oleje jako ,Croduret” — surfaktant oparty na uwodornionym
oleju rycynowym 35), (ang. Polyoxyl 40 hydrogenated castor oil, PEG-40 hydrogenated castor oil},
komercyjnie dostepny i oferowany przez wielu producentéw. W doswiadczeniu zastosowano z
firmy CRODA — Croduret™ 50,

e acylowe pochodne poliglicerylu, jako ,,Plurol” — zastosowano dioleinian poliglicerylu-r (ang.
Polyglyceryl-3 dioleate) komercyjnie dostepne surfaktanty i oferowany przez wielu producentéw

producentéw. W doswiadczeniu zastosowano z firmy GATTEFOSE — Plurol® Oleique.

Tabela 5. Badanie dot. wyboru surfaktantu dla samoemulgujacej kompozycji.

4 Nazwa Czas[zlsgersu Tra[r;]mll:):r)\(qa Tra[r;]mzl;:r)\(qa DH [nm] Pdl

1 Tween 20 44 29,7% 65,3% 110,8 0,133
2 Tween 20 55 36,3% 58,3% 106,8 0,131
3 Tween 20 80 40,2% 61,3% 109,0 0,155
4 Tween 60 58 56,3% 76,5% 97,2 0,203
5 Tween 60 32 63,5% 81,0% 95,3 0,211
6 Tween 60 28 56,4% 76,0% 118,2 0,266
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7 Etocas 515 95,8% 100,7% 98,7 0,188
8 Etocas 420 95,8% 101,1% 28,5 0,169
9 Etocas 305 96,5% 101,6% 37,4 0,237
10 Croduret 548 96,3% 100,8% 27,1 0,081
11 Croduret 607 97,1% 98,9% 28,0 0,101
12 Croduret 364 98,1% 101,8% 28,5 0,100
13 Plurol

14 Plurol niejelél;ff)(:odny n/a n/a n/a n/a
15 Plurol

Wyniki usrednione (n=3)

Nazwa Czas[zlsgersu Tra[r;]mll:):r)\(qa Tra[r;]mzl;:r)\(qa DH [nm] Pdl
Tween 80 26%2 92,2+1,0% 95,1+0,2% 45,6+1,0 | 0,174+0,006
Tween 20 6018 35,445,3% 61,6+3,5% 108,9+2,0 | 0,140+0,013
Tween 60 39116 58,7+4,1% 77,8+2,8% | 103,6£12,7 | 0,227+0,034
Etocas 35 413+105 96,040,4% 101,1+0,5% 54,9+38,2 | 0,198+0,035
Croduret 506+127 97,210,9% 100,5+1,5% 27,9+0,7 | 0,094+0,011

Plurol n/a n/a n/a n/a n/a

n/a — nie oznaczono (z uwagi ha niejednorodnosc prébki i/lub prébka polidyspersyjna nie nadajaca sie do
badan).

Wyniki wykonanego badania dowodza, ze kompozycje zawierajagce Tween™ 80 (45) posiadaja najlepszy
czas dyspersji, bardzo dobre parametry wielkosci nanoczgstek, charakteryzujg sie monodyspersyjnoscia,
natomiast alternatywny Tween™ 60 (55) charakteryzuje sie znacznie gorsza transmitancjg, a kompozycje
zawierajgce Etocas (56) i Croduret (57) charakteryzujg sie bardzo dobrg transmitancjg, natomiast
dysperguja gorzej i dtuzej niz kompozycja zawierajaca Tween™ 80 (45).

Dlatego w korzystnej realizacji kompozycji wedtug wynalazku jako surfaktant stosuje sie Tween™ 80.
Badanie dot. wyboru sktadnika lipidowego (Lipid 1) zawartego w kompozycji

Przeprowadzono rowniez analogiczne badanie dotyczace wyboru sktadnika lipidowego Lipid 1, ktéry w
korzystnej kompozycji wynalazku stanowi triacylogliceryd sredniotancuchowy (MCT) z mieszaning kwaséw o
dtugosci C8+C12. Triacyloglicerydy sredniotancuchowe stanowig przede wszystkim estry z kwasami
kaprylowym (oktanowym, C8:0) i kaprynowym (dekanowy, C10:0). MCT sg komercyjnie dostepne i
oferowany przez wielu producentéw pod réznymi nazwami handlowymi, m.in.: Crodamol GTCC
triacylogliceryd firmy CRODA, Labrafac lipophile firmy GATEFOSSE, Miglyol 808 firmy 10l OLEOCHEMICAL,
Miglyol 812 N firmy IOl OLEOCHEMICAL, Imwitor® 928 firmy 10l OLEOCHEMICAL, Captex® 300 firmy ABITEC,
czy Captex® 355 firmy ABITEC. W badaniach przetestowano dwa pierwsze, ktére tworzyty identyczng pod

wzgledem parametrow kompozycje.
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Przetestowane zostaty rowniez formulacje zawierajgce korzystne proporcje sktadnikéw okreslone powyzej

dla 10% zawartosci CBD z réznymi lipidami zamiast MCT (T80 : Lipid 1 : MCM : CBD, m/m/m/m).

W badaniu jako sktadnik lipidowy Lipid 1 wykorzystano zwigzki z nastepujgcych grup:

olej konopny — olej otrzymywany z nasion konopi siewnych (Cannabis sativia) zawierajgcy ok. 54%

kwasu linolowego, 15% kwasu a-linolenowego, 4% kwasu y-linolenowego, 13% kwasu oleinowego i

14% pozostatych kwaséw ttuszczowych. Zastosowany zwigzek zalicza sie do triacyloglicerydow

dtugotancuchowych z mieszaning kwaséw o dfugosci C14+C26 (ang. long chain triglicerides, LCT),

kwas ttuszczowy jako ,,FA” (ang. fatty acid) — jako przyktad tej grupy zwigzkéw wybrano kwas

oleinowy, stanowigcy przyktad dtugotarncuchowego wolnego kwasu ttuszczowego, ktory posiada 18

atomow wegla i jedno wigzanie podwadjne (C18:1). Kwasy ttuszczowe sg komercyjnie dostepne i

oferowany przez wielu producentéw. W doswiadczeniu zastosowano kwas oleinowy z firmy Sigma-

Alrdich o czystosci >95%.

triacylogliceryd , jako , TAG” (ang. triacylgliceride) — jako przyktad tej grupy zwigzkéow wybrano

naturalny olej, ktéry zawiera gtéwnie rdzne triacyloglicerydy ztozone przede wszystkim z

pochodnych kwasu oleinowego ale réwniez z kwasu palmitynowego, linolowego i innych kwaséw

ttuszczowych. W doswiadczeniu zastosowano komercyjny spozywczy olej, sprzedawany jako oliwe z

oliwek, ktory zawiera réwniez niewielkie ilosci (<1%) skwalenu, zwigzkéw fenolowych i witaminy E.

Tabela 6. Badanie dot. wyboru lipidowego sktadnika (lipid 1) samoemulgujgcej kompozycji.

Czas dyspersji

Transmitancja

Transmitancja

# N D [nm] PdI
azwa [sek] [%] 100x [%] 200x H
1 olej konopny 14 55,2% 74,1% 53,4 0,387
2 olej konopny 21 69,1% 80,1% 50,4 0,271
olej konopny 21 71,2% 83,5% 54,4 0,301
FA
5 FA - uktad n/a n/a n/a n/a
niejednorodny
FA
TAG
8 TAG - uktad n/a n/a n/a n/a
niejednorodny
9 TAG
Wyniki usrednione (n=3)
Czas dyspersji | Transmitancja | Transmitancja
N N D [nm] PdI
' azwa [sek] [%] 100x [%] 200x H
45 MCT 2612 92,241,0% 95,140,2% 45,6%1,0 0,174+0,006
59 olej konopny 1944 65,2+8,7% 79,2+4,8% 52,75+2,1 | 0,320+0,060
60 FA n/a n/a n/a n/a n/a
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I 61 TAG n/a n/a n/a n/a n/a

n/a — nie oznaczono (z uwagi na niejednorodnosc prébki i/lub prébka polidyspersyjna nie nadajgca sie do
badan).

Przeprowadzone badanie dowodzi, ze kompozycje zawierajgce MCT (45) jako Lipid 1 stanowig najlepszy
wariant, bowiem charakteryzujg sie bardzo dobrym czasem dyspersji i wysokg transparentnoscig mierzong
przez pomiar transmitancji. W przypadku wariantu z zastosowaniem oleju konopnego (59) uktad posiada
nizszg transmitancje i ma niemalze dwukrotnie wyzszy wspoétczynnik polidyspersyjnosci wobec optymalne;j
kompozycji (45). W korzystnej kompozycji wedtug wynalazku Lipid 1 stanowi MCT.

Badanie dot. wyboru lipidowego sktadnika (Lipid 2) samoemulgujacej kompozycji

Przeprowadzono réwniez badanie dotyczace wyboru sktadnika lipidowego Lipid 2, ktéry w korzystnej
kompozycji wynalazku stanowi mono-diacylogliceryd sredniotancuchowy (MCM) z mieszaning kwasdéw o
dtugosci C8+C12. Mono-diacyloglicerydy sredniotaricuchowe sg komercyjnie dostepne i oferowany przez
wielu producentdw pod réznymi nazwami handlowymi, m.in.: Imwitor® 988 (Type I} firmy 10l
OLEOCHEMICAL, Imwitor® 308 (Type I} firmy 101 OLEOCHEMICAL, Imwitor® 742 (Type I) firmy 10l
OLEOCHEMICAL, Imwitor® 928 firmy |0l OLEOCHEMICAL, Campul MCM EP/NF (Type |) firmy ABITEC,
Campul 808G EP/NF (Type I} firmy ABITEC, Campul MCM-8 (Type |} firmy ABITEC, czy Campul MCM NF
(Type 1) firmy ABITEC.

Tabela 7. Badanie poréwnania MCM jako sktadnik lipidowy Lipid 2 réznych producentow i typow.

Czas dyspersji | Transmitancja | Transmitancja
# N D [nm] PdI
azwa [sek] [%] 100x [%] 200x H

1 Imwitor® 988 27 93,2% 95,0% 46,6 0,175

2 Imwitor® 988 23 92,2% 95,3% 44,6 0,168

3 Imwitor® 988 27 91,3% 95,1% 45,6 0,179

4 Campul 808G 17 95,7% 97,2% 27,6 0,205

5 Campul 808G 18 97,0% 98,5% 27,9 0,182

6 Campul 808G 19 97,2% 97,9% 27,9 0,183
Capmul MCM 0 0

7 EP/NE 25 94,5% 96,8% 375 0,258
Capmul MCM o o

8 EP/NE 20 95,8% 97,2% 30,5 0,155
Capmul MCM o o

9 EP/NE 37 94,9% 96,9% 34,9 0,174

Wyniki usrednione (n=3)
Czas dyspersji | Transmitancja | Transmitancja
N N D [nm] PdI
" azwa [sek] [%] 100x [%] 200x H

45 Imwitor® 988 2612 92,2+1,0% 95,10+0,20% 45,60+1,0 | 0,174+0,006

62 Capmul 808G 1811 96,6+0,8% 97,87+0,65% 27,8010,2 0,190£0,013
C | MCM

63 ap;‘;NE 2719 95,1+0,7% | 96,97:0,21% | 34,293,5 | 0,1960,055
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Na podstawie tabeli 7 identyczne pod wzgledem sktadu kompozycje, zawierajgce MCM jako Lipid 2 od
réoznych producentéw, tworzg identyczny uktady nanoczgsteczek i charakteryzujg sie: zblizonym czasem
dyspersji, transmitancjg, Srednicg hydrodynamiczng oraz tworzg monodyspersyjne ukfady, ktorych
parametr Pdl jest zblizony i wynosi we wszystkich przypadkach niewiele ponizej 0,200.

Przetestowane zostaty rowniez formulacje zawierajgce korzystne proporcje sktadnikéw okreslone powyzej
dla 10% zawartosci CBD z réznymi lipidami zamiast MCM (T80 : MCT : Lipid 2 : CBD, m/m/m/m). W badaniu
jako sktadnik lipidowy Lipid 2 wykorzystano zwigzki stanowigce pochodne MCM z nastepujgcych grup:

e monoestry kwasow sredniotancuchowych z glikolem propylenowym —istnieje kilka réznych
pochodnych tej grupy zwigzkow, ktére w zgtoszeniu opisano jako ,PGM” (ang. propylene glycol
monoester). W zgtoszeniu testowano trzy sposrod nich:

e monoester kwasu kaprylowego (C8:0) z glikolem propylenowym, typ | klasyfikacji
farmaceutycznej, w skrocie ,,PGMC-1” (ang. propylene glycol monocaprylate, PG
monocaprlate C8, Type |, NF) o nazwie handlowe]j Capryol PGMC z firmy GATEFOSSE,

e monoester kwasu kaprylowego (C8:0) z glikolem propylenowym, typ Il klasyfikacji
farmaceutycznej, w skrécie PGMC-II” (ang. propylene glycol monocaprylate, PG
monocaprlate C8, Type I} o nazwie handlowej Capryol 90 z firmy GATEFOSSE,

e monoester kwasu laurynowego (C12:0) z glikolem propylenowym, typ Il klasyfikacji
farmaceutycznej, w skrocie PGML” (ang. (ang. propylene glycol monolauratee, Type Il) o
nazwie handlowej Capmul PG-12 NEP/NF z firmy ABITEC,

e monoestry kwasow dfugotancuchowych z glicerolem — istnieje kilka réznych pochodnych tej grupy
zwigzkow, ktére w zgtoszeniu opisano jako ,,GM” (ang. glycerol mononoester). W zgtoszeniu
testowano trzy sposrod nich:

e monoester glicerolu z kwasem oleinowym (C18:1), w skrécie ,GMO” (ang. glycery!
monooleates, Type 40) o nazwie handlowej Peceol z firmy GATEFOSSE,

e monoester glicerolu z kwasem linolowym (C18:2), w skrécie ,GML” (ang. glycery!
monolinoleate) o nazwie handlowej Maisine CC z firmy GATEFOSSE,

e monoester glicerolu z kwasem rycynolowym (C18:1,-OH), w skrocie ,GMR” (ang. glycery!

monoricinoleate) o nazwie handlowe] Softigen 701 z firmy 10l OLEOCHEMICAL.

Tabela 8. Badanie dot. wyboru lipidowego sktadnika Lipid 2 samoemulgujacej kompozyc;ji.

Czasd ji| T itancja | T itancj
# Nazwa ZaS[SZIS([:.I)erSjI ra[r;]mllogr;(qa ra[r;]mzlogr;(qa DH [nm] Pdl
1 PGMC-I 520 0,27% 3,75% 179,0 0,221
2 PGMC-I 470 0,28% 4,05% 169,5 0,193
3 PGMC-I 580 0,20% 2,74% 183,6 0,220
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4 PGMC-II 195 0,18% 2,16% 208,4 0,293

5 PGMC-II 209 0,34% 4,99% 198,5 0,270

6 PGMC-II 230 0,19% 2,27% 203,9 0,317

7 PGML >1200

8 PGML ukfad n/a n/a n/a n/a

9 PGML niejednorodny

10 GMO >1200

11 GMO ukfad n/a n/a n/a n/a

12 GMO niejednorodny

13 GML >1200

14 GML ukfad n/a n/a n/a n/a

15 GML niejednorodny

16 GMR 140 0,15% 0,66% 233,9 0,426

17 GMR 160 0,13% 0,31% 254,0 0,447

18 GMR 165 0,13% 0,24% 285,7 0,498

Wyniki usrednione (n=3)
Czas dyspersji | Transmitancja | Transmitancja
N N D [nm] PdI
" azwa [sek] [%] 100x [%] 200x H
MCM 2612 92,241,0% 95,140,2% 45,6%1,0 0,174+0,006
PGMC-I 523#55 0,25+0,04% 3,51+0,69% 177,37+7,2 | 0,211+0,016
PGMC-II 21117 0,24+0,09% 3,14+1,60% 203,62+5,0 | 0,293+0,023

PGML n/a n/a n/a n/a n/a
GMO n/a n/a n/a n/a n/a
GML n/a n/a n/a n/a n/a
GMR 155413 0,1440,01% 0,4040,23% 257,88+26,1 | 0,457+0,037

n/a — nie oznaczono (z uwagi ha niejednorodnosc prébki i/lub prébka polidyspersyjna nie nadajaca sie do

badan).

Tabela nr 8 wskazuje, ze kompozycje oparte na MCM jako lipid 2 charakteryzujg sie bardzo niskim czasem

dyspersji <60 sekund, wysokim wspoétczynnikiem transparentnosci mierzonej przez pomiar transmitancji

(%T), bardzo dobrymi parametrami wielkosci nanoczgstek zachowujgc monodyspersyjnosé¢ uktadu.

W korzystnej realizacji kompozycji wedtug wynalazku jako Lipid 2 stosuje sie MCM.

Badanie dot. stabilnosci samoemulgujacej kompozycji podczas rozcieficzania i réinych ukfadéw

dyspersyjnych

Potwierdzono stabilnos¢ uktadu korzystnej kompozycji zawierajgcej 10% i 20% zawartosci kannabinoidu w

dyspersjach rozcienczanych do 10000x. Testy wykonano w oparciu o dwie kompozycje, ktére proporcje byty

inne od optymalnych (wariant 1 i 2), aby wykaza¢ uniwersalnos¢ technologii. Sktad kompozycji
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dostosowano do badanego zakresu w zgtoszeniu a doktadne wartosci badanych kompozycji przedstawia

Tabela 9.

Tabela 9. Samoemulgujgce kompozycje testowane w réznych rozcienczeniach dyspers;ji.

Surfaktant Lipid 1 Lipid 2 | Kannabinoid
Opis Skrot T80 MCT MCM CBD
Uktad optymalny (Nr 45) CBD 10% 46% 22% 22% 10%
Wariant 1 w-1 30% 30% 30% 10%
Uktad optymalny (Nr 47) CBD 20% 37,3% 20% 22,7% 20%
Wariant 2 W-2 30% 25% 25% 20%

W tej czesci badan nanoemulsje wykonywano wedtug ogélnego opisu wprowadzajgc odpowiednig ilos¢
nawazki badanej kompozycji. Szybkos¢ mieszania w tym wypadku wynosita w kazdym przypadku 500 RPM.
W wynikach nie uwzgledniono czasu dyspersji, z uwagi na bardzo szybka dyspersje <10 sekund w kazdym
przypadku a pomiar transmitancji (%T), $rednice hydrodynamiczng i polidyspersyjnos¢ badano przy
odpowiednim rozcieniczeniu uktadu.
Testowano trzy uktady dyspersyjne, ktore stanowity:

e woda (<0,21 uS) o pH=7,01

e roztwoér wodny zawierajgcy 0,8% wagowych kwasu cytrynowego i 0,08% benzoesanu sodu o

pH=2,61
e roztwoér wodny zawierajgcy 10% wagowych sacharozy, 0,8% wagowych kwasu cytrynowego i 0,08%

benzoesanu sodu o pH=2,74

We wszystkich przypadkach matrycy (woda, r-r wodny z dodatkiem kwasu cytrynowego i benzoesanu sodu
oraz r-r wodny z dodatkiem cukru, kwasu cytrynowego i benzoesanu sodu) uzyskano dyspersje, ktére
charakteryzowaty sie bardzo podobnymi parametrami tj.: wspoéfczynnikiem transparentnosci mierzonej
przez pomiar transmitancji (%T), srednicy hydrodynamicznej nanoczastek i polidyspersyjnos¢ uktadu. W
Tabeli 10 przedstawiono tylko te ktére dotyczg zastosowania jako uktadu dyspersyjnego roztworu wodnego

zawierajgcego 0,8% wagowych kwasu cytrynowego i 0,08% benzoesanu sodu o pH=2,61.

Tabela 10. Badanie dot. stabilnosci nanoemulsji dla réznych rozciericzent w roztworze wodnym o pH=2,61.

# Nazwa Rozciericzenie Transmitancja D [nm] Pdl
[%] H

1 W-1 1000x 1 000 95,5 69,8 0,115

2 W-1 1000x 1 000 95,4 72,4 0,122

3 W-1 1000x 1 000 95,1 70,2 0,105

4 W-1 2500x 2500 97,7 76,4 0,142
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5 W-1 2500x 2500 97,6 73,6 0,117
6 W-1 2500x 2 500 97,3 75,6 0,121
7 W-1 5000x 5000 99,1 75 0,126
8 W-1 5000x 5000 98,9 73,9 0,124
9 W-1 5000x 5000 99,2 69,6 0,126
10 W-1 10000x 10 000 99,2 75,8 0,142
11 W-1 10000x 10 000 99,2 73,6 0,135
12 W-1 10000x 10 000 99,1 122,1 0,315
13 W-2 1000x 1 000 88,3 97,0 0,108
14 W-2 1000x 1 000 85,1 105,2 0,128
15 W-2 1000x 1 000 87,9 99,9 0,115
16 W-2 2500x 2500 92,1 104,5 0,137
17 W-2 2500x 2500 89,6 112,3 0,141
18 W-2 2500x 2500 90,6 108,5 0,147
19 W-2 5000x 5000 95,5 102,3 0,137
20 W-2 5000x 5000 93,4 105,9 0,151
21 W-2 5000x 5000 91,8 153,1 0,319
22 W-2 10000x 10 000 96,8 125,4 0,263
23 W-2 10000x 10 000 96,1 109,6 0,152
24 W-2 10000x 10 000 95,1 119,7 0,184
Wyniki usrednione (n=3)
Nr Nazwa Rozciericzenie Transmitancja D [nm] Pdl
[%] H
CBD 10% 100 92,241,0% 45,6+1,0 0,174%0,013
W-11000x 1 000 95,3+0,2% 70,8+1,4 0,114+0,009
W-12500x 2500 97,5%0,2% 75,2+1,4 0,127+0,006
W-1 5000x 5000 99,1%0,2% 72,8+2,9 0,125+0,001
W-110000x 10 000 99,240,1% 90,5%27,4 0,197+0,102
CBD 20% 100 0,3+0,1% 152,142,8 0,170£0,026
W-2 1000x 1 000 87,120,7% 100,7+4,2 0,11740,010
W-22500x 2 500 90,8+1,3% 108,4+3,9 0,142+0,005
W-2 5000x 5000 93,641,9% 120,4428,3 0,202+0,101
W-210000x 10 000 96,0%0,9% 118,248,0 0,200£0,057

Kompozycje wedtug wynalazku charakteryzujg sie stabilnoscig podczas rozcienczen do 10000x. Zestawione

w Tabeli 10 wyniki

wskazujg,

ze testowane kompozycje charakteryzujg

sie bardzo wysokim

wspotczynnikiem przejrzystosci mierzonej przez pomiar transmitancji (%T). Rozciericzenia nie majg rowniez
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znaczgcego wpltywu na srednice hydrodynamiczne nanoczgstek i polidyspersyjnos¢ uktadéw. W wynikach
nie uwzgledniono czasu dyspersji, z uwagi na bardzo szybkg dyspersje <10 sekund.

Badanie stabilnosci substancji aktywnej w kompozycji oraz test stabilnodci substancji aktywnych w
symulowanych warunkach konserwacji

Istotng zaletg samoemulgujgcych kompozycji wedtug wynalazku jest fakt, ze kompozycje stuzg do
wytwarzania produktéw doustnych na bazie roztworéw wodnych, zwtaszcza kompozycji farmaceutycznych,
medycznych lub produktéw spozywczych. Wspomniane wyzej produkty muszg zapewni¢ dostarczenie
jednakowych dawek substancji aktywnej. W tym celu wariant kompozycji dla rozcienczenia 1000x
zweryfikowano pod katem zawartosci substancji aktywnej — kannabidiolu (CBD) w Swiezej emulsji i po
symulowanym tescie pasteryzacji, ktéry przeprowadzono przetrzymujac dyspersje w 72°C przez 15 min.
Pomiaru zawartosci substancji aktywnej dokonano z uzyciem aparatu UHPLC model Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 UHPLC" focused, na kolumnie Thermo Scientific Acclaim RSLC PolarAdantage Il (2,1
mm x 100 mm, 2,2 pum) stosujac elucje gradientowg z dwoma fazami: A: 0,1% HCOOH w wodzie i B: 0,1%
HCOOH w acetonitrylu. Odczytu dokonano w oparciu o krzywg sporzadzong o wzorzec stanowigcy roztwor
kannabidiolu w metanolu, zakupiony z firmy Merck (CRM, 1,0 mg/mL Cerilliant®), gdzie wspotczynnik
regresji krzywej kalibracyjnej wyniést R?=0,9999 dla limitu detekcji (ang. /imit of detection, LOD) 1,31 pg/mL
i limitu oznaczalnosci (ang. limit of quantitation, LOQ) 3,98 pg/mL.

Tabela 11. Badanie zawartosci substancji aktywnej w roztworze wodnym o pH=2,61 przed i po symulowanej
pasteryzacji.

Zawartos$¢ CBD w Zawartos$¢ CBD w
# Nazwa Rozciericzenie dyspersji przed dyspersji po
pasteryzacja [%]* pasteryzacji [%]*
1 W-1 1000x 1000 98,46 96,22
2 W-1 1000x 1000 96,28 95,61
3 W-1 1000x 1000 95,75 95,87
4 W-2 1000x 1000 97,60 98,74
5 W-2 1000x 1000 89,77 93,79
6 W-2 1000x 1000 96,43 98,85
Wyniki usrednione (n=3)
Zawartos$¢ CBD w Zawartos$¢ CBD w
Nr Nazwa Rozciericzenie dyspersji przed dyspersji po
pasteryzacja [%]* pasteryzacji [%]*
70 W-1 1000x 1000 96,83+1,44 95,90+0,31
74 W-2 1000x 1000 94,6014,22 97,13+2,89

* % zawartos¢ CBD w przeliczeniu na zawartosc teoretyczng wyliczong na podstawie nawazki
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Zawartos¢ CBD w dyspersji dla uktadéw 70 i 74 przekracza >90% i wynosi w obu przypadkach ok. 95%, co
potwierdza, ze zgtaszane kompozycje tworzg stabilne nanoemulsje i spetniajg wymoég dostarczenia
jednakowych dawek substancji aktywnej. Préba konserwacji nanoemulsji, poprzez pasteryzacje w
warunkach symulowanych, uktadéw 70 i 74 nie wptyneta na zawartos¢ CBD w tych uktadach, a réznice nie
przekraczajg 3% zawartosci substancji aktywnej.

Procedura otrzymywania nanoemulsji w skali przemystowej

Produkcje nanoemuslji w skali przemystowej (poéttechnicznej) przeprowadzono na termostatowanym
mieszalniku firmy Kates o objetosci 5 litréw, wyposazonego w pojedyncze mieszadto topatkowe zasilane
silnikiem o mocy 0,75 kW Basel S.A Cantoni® Group regulowane falownikiem.

Nanoemulsje przygotowano poprzez wprowadzenie do mieszalnika 3500 mL wody do ktérej dodawano
1400 mg kompozycji w sktadzie: T80:MCT:MCM:CBD, 50:20:20:10 % masowych. Cato$¢ mieszano przez 1
min przy 17% mocy silnika dla wariant 1 oraz przy 55% mocy dla wariantu 2. Po tym czasie prébki poddano
badaniu. W obu przypadkach temperatura w trakcie procesu wynosita 23,1+0,2°C wedtug wskazari czujnika
temperaturowego mieszalnika.

Tabela 12. Badanie nanoemulsji otrzymanych w skali przemystowej.

T itanci
Nr Nazwa Moc mieszania rans;\/llanqa D [nm] Pdl

(]
78 Wariant 1 17% 99,8+40,1 34,1+40,2 0,175+0,007
79 Wariant 2 55% 99,9+0,1 32,440,2 0,156+0,024

Korzystne przyktady opisanych kompozycji sg skalowalne i tworzg nanoemulsje zarowno w skali
laboratoryjnej, jak i przemystowej. Wyniki zestawione w Tabeli 12 wskazujg, ze transparentnosc¢ roztworow
mierzona poprzez transmitancje (%T), srednice hydrodynamiczng nanoczastek i polidyspersyjnos¢ uktadéw
uzyskiwane w skali péttechnicznej spetniajg okreslone powyzej wymogi. W obu przypadkach (78 i 79)
transmitancja jest bliska 100%, a srednica hydrodynamiczna nie przekracza 35 nm. Oba uktadu sg réwniez
monodyspersyjne, a wartos¢ Pdl nie przekracza 0,180.

Rodzaj zastosowanego mieszania i szybkos¢ mieszania majg znaczenie na jakos¢ nanoemulsji niemniej
zaletg zastrzeganych kompozycji jest fakt, ze dobre parametry nanoemulsji mozna otrzymac stosujgc
minimalne mieszanie.

Testowane kompozycje zawierajace jako surfaktant Tween™ 80 w iloéci 50% masowych potwierdzity
rowniez, ze zawartosc surfaktanta nie wptywa niekorzystnie na sam proces tworzenia nanoemulsji i nie
powoduje pienienia. Pienie jest efektem niepozgdanym i stanowi powszechny problem technologiczny,
zwtaszcza w skali przemystowej. Opisane kompozycje i sposdb ich stosowania nie stwarzajg tego problemu

nawet przy najwyzszych stezeniach surfaktantu.



