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1 Cil a oblast uplatnéni metodiky v praxi

Cilem bylo vyvinout, optimalizovat a validovat analytickou metodu vhodnou pro stanoveni
vybranych fytokanabinoidii ve vzorcich oleje, pouzivanych pro potravinaiské ucely i jako
dopliiky stravy. Jednd se o stanoveni kanabidiolu, tetrahydrokanabinolu, kanabidiolové
kyseliny, tetrahydrokanabinolové kyseliny, kanabigerolu, kanabigerolové kyseliny,
kanabidivarinu a kanabinolu. Pouzita je kapalinova chromatografie s UV detekci, nasledovana

tandemovou hmotnostni spektrometrii. Jedna se o spojeni bézné dostupnych metod.

Metoda mize byt pouzita pro hodnoceni obsahu vyznamnych kanabinoidii v komercnich

vzorcich oleju.



2 Teoreticky uvod

S rostoucim zajmem o 1é¢ebné G¢inky konopi setého (Cannabis sativa L.) roste i popularita
konopnych potravin a dopliku stravy. Vzhledem k vysoké lipofilité¢ obsahovych latek jsou tyto
produkty jsou Casto dostupné ve formé olejt, a to jak konopnych olejt lisovanych ze semen,
nebo jako smési oleji obohacené o konopné extrakty. Produkty tak obsahuji kromé

nenasycenych mastnych kyselin i tzv. fytokanabinoidy s Sirokym spektrem u¢inkda.

své psychoaktivni uinky zafazen na Seznamu psychotropnich latek dle Natizeni vlady
¢.463/2013 Sb., a jeho mnozZstvi je v kone¢ném produktu limitovano. Ackoliv Evropska
asociace pro technické konopi (ETHA) doporuéuje pro THC limit 10 pg/g, v CR neni piesné
stanovena hranice a maximalni hodnoty jsou dale upravovany dle piedpokladané denni davky
konkrétniho produktu. Vysledna hodnota je uvadéna jako soucet dvou isomernich forem, A8-
THC a A®-THC, a v nékterych odiivodnénych piipadech je do celkové hodnoty zapoditan i
nepsychoaktivni prekurzor, tetrahydrokanabinolova kyselina (THCA), ktera ptechazi na THC
dekarboxylaci za vysoké teploty.

Mezi dal§i vyznamné kanabinoidy patii nepsychoaktivni kanabidiol (CBD), ktery je inzerovan
na desitky mg/g kone¢ného produktu, je tedy casto mnohonasobné vyssi nez obsah THC,
THCA 1 ostatnich minoritnich kanabinoidl, jako napft. kanabigerolu (CBG), kanabigerolové
kyseliny (CBGA), kanabidivarinu (CBDV) nebo kanabinolu (CBN). Jedna se tedy o Siroké

rozmezi hladin kanabinoidi, které musi iispéSna analytickd metoda pokryt.

Vysokouc¢innad kapalinova chromatografie (UHPLC) umoziuje rychlou analyzu za spotieby
minimalniho mnozstvi rozpoustédel. UV detekce je robustni detekéni metoda vhodna pro
vysoké hladiny analytii, zatimco tandemova hmotnostni (MS/MS) spektrometrie umoziuje
citlivé stanoveni kontaminantli a minoritnich latek. Tato prace predklada analytickou metodu
zalozenou na spojeni vySe uvedenych postupi (UHPLC-UV-MS/MS) pro stanoveni
kanabinoidil v olejich. V ramci jedné chromatografické analyzy tak mize byt stanoven vysoky
obsah CBD a tadové az 10 000x niz§i obsah THC a dalSich kanabinoidl. Piiprava vzorka pred
analyzou je zaloZena na prostém fedéni, které je upraveno tak, aby byly splnény mininalni
kvantifika¢ni limity doporuc¢ené EIHA. Kvantifikace je provadéna pomoci kalibra¢nich roztokt

standardu.



3 Popis metodiky

3.1 Popis a struktura stanovovanych analyti

Zakladni charakteristiky deviti stanovovanych kanabinoidt jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Popis a struktura stanovovanych analytd

. o Molekulova Sumarni ,
Nazev analytu CAS dislo FA———— —— Strukturni vzorec
Kanabidiol
(C""Bg‘d'o 13956-29-1  314.46 CaiHa002
Kanabidiolova kyselina
(CBDA) 1244-58-2 358.47 C22H3004
A°-Tetrahydrokanabinol
(A?-THC) 1972-08-3 314.46 C21H3002
A®-Tetrahydrokanabinol

-75- . H300
(A®-THC) 5957-75-5 314.46 C21H300:
Tetrahydrokanabinolova ok ‘ I
kyse"na (THCA) 23978 85 0 358.47 C22H3004 O OH
o]
OH
Kanabigerol N
(CBG) 25654-31-3 316.48 C21H3202 | Ho
OH 0
Kanabigerolova o OH
kyselina (CBGA) 25555-57-1 360.49 C22H3204 g
E(C""Q‘E‘)b\'/d)"’a“” 24274-48-4 28641 CioH260;
1 OH
FcagaNt;'”o' 521-35-7 310.43 Cat0y




3.2 Pouzité pristroje a laboratorni pomiicky

Analytické vahy ABT 220-5DM (Kern, Némecko)
Centrifuga Hettich Universal 320R (Hettich, Némecko)
Centrifuga¢ni PVDF filtry MicroSpin o porozit¢ 0,22 um (Ciro, USA)
Mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)
Odmérné banky o objemu 5 ml
Automatické pipety 0,5-10 pl, 10-100 pul, 100-1000 ul (Biohit, Finsko)
UHPLC-UV-MS/MS systém:
= Kapalinovy chromatograf 1290 Infinity (Agilent Technologies, USA)
= Detektor diodového pole 1290 Infinity DAD (Agilent Technologies, USA)
* Hmotnostni spektrometr 6460 QqQ (Agilent Technologies, USA)
» Analyticka kolona Poroshell EC-C18, 100 mm x 2,1 mm, 2,7 um, s piedkolonou
(Agilent Technologies, USA)

3.3 Chemikalie a spotiebni material

Roztoky standardi:

= CBDA, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBGA, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBDV, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= THCA, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBG, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBD, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

=  A®-THC, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= A°-THC, 1 mg/ml v ethanolu (Lipomed, Svycarsko)

= CBN, 1 mg/ml v methanolu (Lipomed, Svycarsko)
Roztoky deuterovanych vnitinich standardu:

»  A%-THC-d3, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBD-d3, 1 mg/ml v methanolu (Merck, Némecko)

= CBN-d3, 100 pg/ml v methanolu (Lipomed, Svycarsko)
Rozpoustédla a aditiva

= FEthylacetat HPLC ¢istoty (Merck, Némecko)

= Acetonitril LC-MS c¢istoty (Honeywell, USA)

= |sopropanol LC-MS ¢istoty (Honeywell, USA)



= Kyselina octova LC-MS ¢istoty (Fluka, Svycarsko)

= Octan amonny LC-MS ¢istoty (Fluka, Svycarsko)

= Deionizovana voda ziskana systémem Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific, USA)
Matrice bez obsahu analyti:

= Olivovy olej 1ékopisné Cistoty

Pozn.: Je mozné pouzit chemikalie a material odpovidajici kvality od jiného dodavatele.

3.4 Priprava roztoki standardi a vnitinich standardi

Z roztoku standardii a vnitfnich standardii se pfipravi smésny roztok v methanolu, ktery
obsahuje CBDA, CBGA, CBDV, THCA, CBG, CBD, CBN, A%-THC a A®-THC o koncentraci
100 pg/ml a vnitini standardy CBD-d3, CBN-d3 a A%-THC-d3 o koncentraci 25 ng/ml.
Vysledny roztok je skladovan pti -20 °C.

KaZzdy pracovni den se pfipravi Cerstvé roztoky vnitinich standardli v rozpoustédlech pro
extrakci. Jedna se 0 dva smésné roztoky CBD-d3, CBN-d3 a A°-THC-d3 o koncentraci
25 ng/ml, jeden ve smési ethylacetat/isopropanol (1:1 v/v) a druhy ve smési acetonitril/voda
(3:2 viv).

3.5 Priprava oleji pired UHPLC-UV-MS/MS analyzou

Ptfed samotnou analyzou je vzorek nafedén vhodnych rozpoustédlem tak, aby byl v nejvyssi
mife potlacen efekt matrice, ale zaroven byly dosazeny limity pro citlivost stanoveni.
Ocekavané koncentrace analytd v produktu jsou v rozmezi 1-60 000 ug/g pro CBD a 1-
400 pg/g pro THC a ostatni minoritni kanabinoidy. Vzorky jsou pfipravovany ve tiech
opakovanich. Spole¢né se vzorky olejii je zpracovan alespon jeden kontrolni vzorek olivového

oleje bez obsahu analytt, ktery slouZzi jako kontrola pfipadné kontaminace béhem ptipravy.

Postup: Olej se homogenizuje michdnim, navazi se 250 mg do 5 ml odmérné banky a doplni
se po rysku roztokem vnitinich standardti na hladiné€ 25 ng/ml ve smési ethylacetat/isopropanol
(1:1 viv, viz sekce 3.4). Barika je po dobu 15 min intenzivné michana. Poté je odebrano 50 pl
vzniklého roztoku a smichano s 950 pl roztoku vnitinich standard na hladiné 25 ng/ml ve
smési acetonitril/voda (3:2 v/v, viz sekce 3.4). Roztok je po promichani filtrovan pomoci
centrifugacnich PVDF filtrt a pfeveden do HPLC vialky. Vysledny roztok mize byt skladovan
pti4 °C po dobu az tii dnd.



3.6 Priprava Kkalibracnich roztoki

Ze zésobniho roztoku deviti standardi je kalibrace pfipravena fedénim pomoci roztoku
vnitinich standardii na hladiné 25 ng/ml ve smési acetonitril/voda (3:2 v/v, viz sekce 3.4).
Vysledné roztoky tedy obsahuji rostouci koncentraci analytd a konstantni koncentraci vnitinich

standardi. Koncentra¢ni hladiny jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Kalibraéni body pro MS/MS méfeni smési deviti analytd

Rozpoustédlo Bod kalibrace Koncentrace jednotlivych Koncentrace vnitinich
analyti [ng/ml] standardi [ng/ml]
Zero 0 25
Nekvantifikuje se 0,5 25
Nekvantifikuje se 1 25
Cal 1 2,5 25
Cal 2 5 25
acetoﬁir?r?;voda Cal 3 10 2
(3:2, VIV) Cal 4 25 25
Cal 5 50 25
Cal 6 100 25
Cal 7 250 25
Cal 8 500 25
Cal 9 1000 25

Pro méfeni vyssich hladin CBD je kalibrace dale rozsitfena o dalsi kalibra¢ni body pro samotné
CBD. Tato kalibrace je urcena pro UV méfeni, neobsahuje tedy deuterované vnitini standardy.

Koncentra¢ni hladiny jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3 Kalibraéni body pro CBD

Rozpoustédlo Bod kalibrace Koncentrace CBD [ug/ml] Koncentrace vnitinich
standardu
CBD Cal 1l 1 -
CBD Cal 2 2,5 -
CBD Cal 3 5 -
Smés CBD Cal 4 10 -
acetonitril/voda
(3:2, VIv) CBD Cal 5 25 -
CBD Cal 6 50 -
CBD Cal 7 100 -
CBD Cal 7 150 -




3.7 UHPLC-UV-MS/MS metoda

Pro analyzu je pouzita kapalinova chromatografie s UV a tandemovou hmotnostni detekci.
Podminky kapalinové chromatografie jsou uvedeny v Tabulce 4, parametry UV a MS detekce
jsou uvedeny v Tabulce 5, MRM piechody, reten¢ni Casy a pouzité vnitini standardy jsou

uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 4 Podminky kapalinové chromatografie

Piistroj Agilent 1290 Infinity
Kolona Poroshell 120 EC-C18 (2,1 mm x 100 mm; 2,7 um) s piedkolonou
Mobilni faze A: 10mM octan amonny

0,1 % kyselina octova (v/v)
5 % methanol ve vodé (v/v)
B: 5 % methanol v acetonitrilu (v/v)
Pritok mobilni faze 0,4 ml/min

Objem nastriku 4 ul

Teplota kolony 35°C

Gradientova eluce Cas (min.) A (%) B (%)
0,0 40 60
0,5 40 60
3,0 25 75
5,0 20 80
5,2 0 100
6,0 0 100
8,0 40 60
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Tabulka 5 Parametry detekce pomoci UV a hmotnostni spektrometrie

UV detektor Agilent Infinity 1290 DAD

MS detektor Agilent 6460 QQQ

VInova délka 235 nm

lonizace ESI+

MS moéd Multiple reaction monitoring (MRM)

Drying gas temperature (N.)
Drying gas flow (N>)
Nebulizer

Sheath gas temperature (N>)
Sheath gas flow (N2)
Capillary voltage

Nozzle voltage

350 °C
12 I/min
50 psi
400 °C
12 I/min
5500 V
500 V

Tabulka 6 MRM ptechody se zvyraznénym kvantifika¢nim fragmentem, reten¢ni ¢as a vnitini

standard pouzity pro kvantifikaci

Analyt (MRM piechody)

Retenc¢ni ¢as (min) Vnitini standard

CBDA (359,2 — 341,2, 219,1, 261,2)
CBGA (361,2 — 219,0, 343,2)
CBDV (287,2 — 165,0, 123,0)
THCA (359,2 — 341,2, 219,1, 261,2)
CBG (317,0 — 193,0, 123,0)

CBD (315,2 — 193,1, 123,1, 77,1)
CBN (311,2 — 223,1, 293,2, 195,1)
A>-THC (315,2 — 193,1, 123,1, 77,1)
AS-THC (315,2 — 193,1, 123,1, 77,1)
CBD-d3 (318,2 — 196,0, 123,0, 81,0)
CBN-d3 (314,3 — 223,2, 195))
A°-THC-d3 (318,2 — 196,0, 123,0, 81,0)

2,3 CBD-d3
2,4 CBD-d3
3,0 CBD-d3
35 A’-THC-d3
4,0 CBD-d3
4,1 CBD-d3
5.2 CBN-d3
5.8 A’-THC-d3
5.9 A’-THC-d3
41 -

5.2 -

5.8 -
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3.8 Analyza realnych vzorku

Pted analyzou je nezbytné promyt kolonu a uvést systém do vychozich podminek metody (tj.

ustaleni teploty, tlaku, pratoku, sloZzeni mobilni faze).

Vlastni analyza zahrnuje sekvenci nasledujicich nasttiku:

1.

© o N o

rozpoustédlo: smés acetonitril/voda (3:2 v/v)

2. zpracovany olivovy olej bez obsahu analyt
3.
4. kalibra¢ni fada v potadi rostouci koncentrace (2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,

standardy analytd pro kontrolu citlivosti (zero, 0,5, 1 ng/ml)

1000 ng/ml)

rozs8ifena kalibra¢ni fada pro CBD v potadi rostouci koncentrace (1, 2,5, 5, 10, 25, 50,
100, 150 pg/ml)

rozpoustédlo

extrakty studovanych vzorku

po kazdém vzorku ve tfech opakovanich je vlozeno rozpoustédlo

kalibra¢ni fada je zafazena na konci sekvence nebo po kazdych tficeti nastticich

Analyza je povazovana za uspésnou za nasledujicich predpokladii:

v v

odchylka v reten¢nich ¢asech je mensi nez + 0,5 %
kalibra¢ni fada je linearni s obecnou rovniciy = ax + b

odchylka a i b mezi jednotlivymi kalibracemi < 20 %

Pro kvantifikaci se pouzivd pomér ploch signalii analytu a deuterovaného vnitiniho standardu

vzhledem ke koncentraci. Mnozstvi analytu ve studovaném oleji se vypocita dle vztahu:

Kde:

¢ x100
¥ = havazka [mg]

X ... mnozstvi analytu na 1 g oleje [ng/g]

c ... koncentrace analytu ve vialce ur¢ena dosazenim do kalibraéni fady [ng/ml]

12



4  Valida¢ni parametry metody

4.1 Limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ) a kalibra¢ni rozsah

cvvr

A4

k Sumu > 10 a zaroven spliiuje podminky pro spravnost (80-120 %) a preciznost (< 20 %).
Tabulka 7 uvadi LOD, LOQ, linearni rozsah pro MS méfeni a linearni rozsah rozsitené
kalibrace pro CBD, ktera je vyhodnocena pomoci UV detektoru. Prepocet hodnot

v rozpoustédle na hodnoty v olejové matrici probiha pomoci vztahu uvedeného v sekci 3.8.

Tabulka 7 LOD, LOQ a linearni rozsah kalibra¢nich fad

Analyt MS MS - MS - uv
LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml) Linearni rozsah (ng/ml)  Linearni rozsah (ng/ml)

CBDA 0,5 2,5 2,5-500 -
CBGA 2,5 10 10-1000 -
CBDV 0,5 2,5 2,5-1000 -
THCA 1 2,5 2,5-1000 -
CBG 0,5 2,5 2,5-1000 -
CBD 0,5 2,5 2,5-1000 1-150
CBN 0,5 2,5 2,5-1000 -
AS-THC 0,5 2,5 2,5-1000 -
A®-THC 1 2,5 2,5-1000 -

4.2 Vytéznost a matricni efekt

Pro hodnoceni vytéznosti a matricniho efektu byl pouZit olivovy olej. Vytéznost byla
hodnocena porovnanim ploch pod pikem u oleje, ktery byl obohacen o analyty pied extrakci a
po extrakci. Hodnoceni probihalo na hladiné 150 ng/ml. Matri¢ni efekt byl hodnocen
porovnanim ploch pod pikem u oleje, ktery byl po extrakci obohacen o analyty, a standarda
Vv rozpoustédle. Hodnoceni probihalo na hladiné¢ 30 ng/ml. Vysledné hodnoty vytéZznosti a

matri¢niho efektu uvadi Tabulka 8.

13



Tabulka 8 Hodnoty vytéZznosti a matri¢niho efektu

Analyt Vytéznost [%0] (n=3) Matrié¢ni efekt [%0] (n=3)
CBDA 96,2 108,8
CBGA 96,8 108,5
CBDV 95,7 105,7
THCA 92,2 107,0
CBG 91,8 107,7
CBD 94,0 105,0
CBN 92,3 109,1
A%-THC 99,3 103,5

4.3 Spravnost a preciznost stanoveni

Pro urceni spravnosti stanoveni byly pouzit olivovy olej s pfidanymi standardy studovanych
analytii v predpokladané vysledné koncentraci 15 a 150 ng/ml. Pro CBD byl rozsah rozsiten o

koncentraci 15 pg/ml. Pro hodnoceni jsou vyuzivany poméry ploch analyt a wvnitinich

standardd. Spravnost je vyjadiena jako relativni chyba vzhledem k dané nominalni hodnoté.

Preciznost je vyjadiena jako opakovatelnost a charakterizovéna jako relativni smérodatna

odchylka (RSD) ziskana opakovanou analyzou extrakti uvedenych vyse. Vysledné hodnoty

spravnosti a preciznosti uvadi Tabulka 9.

Tabulka 9 Hodnoty spravnosti a preciznosti

Spravnost [%] (n=3)

Preciznost [%0RSD] (n=3)

Analyt 15 ng/ml 150 ng/ml 15 pg/ml 15 ng/mi 150 ng/ml 15 pg/ml
CBDA 91,6 87,6 - 0,6 1,6 -
CBGA 110,1 82,9 - 1,3 1,8 -
CBDV 87,6 85,9 - 2,4 2,5 -
THCA 88,1 82,9 - 3,0 1,7 -
CBG 113,9 105,8 - 33 1,7 -
CBD 89,9 82,5 94,8 1,0 0,7 7,7
CBN 95,6 91,0 - 0,9 2,5 -
A°-THC 102,9 91,4 - 1,2 3,0 -
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5 Novost metodiky

S rostouci popularitou potravin a dopliikii stravy na bazi konopi roste i potieba jejich spolehlivé
analyzy. Uspd$nid metoda musi byt univerzalni a pokryt Siroké rozmezi koncentraci
stanovovanych latek. Dosud publikované metody pouzivaji jeden detektor s omezenym
rozsahem — jeden vzorek se Sirokym rozmezim koncentraci kanabinoidl je pak analyzovan
pomoci n¢kolikandsobného fedéni a opakovanych nasttikd. Spojenim dvou detektorti s riznou
citlivosti ndm umoZnilo analyzovat vzorky s Sirokym rozsahem analyti v ramci jednoho
méfeni, coz ma pozitivni vliv na dobu a cenu analyzy. Metoda umoziuje stanovit THC a ostatni
minoritni kanabinoidy s citlivosti, ktery je doporucovana EIHA, a zaroven je vhodna pro

analyzu béznych vzorki oleji s vysokym obsahem CBD.

6 Ekonomické aspekty

Zavedeni metodiky vyzaduje dostupnost potiebné instrumentace. Nezbytné je také pravidelné
ovérovani pracovnich charakteristik dle pozadovanych kritérii daného pracovisté. Dalsi
naklady zahrnuji pfispévek na ndkup chemikalii, referencnich standardi a spottebniho

materidlu, a dale na rezii ptistroje.
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10 Prilohy

Piiloha 1:

Ukazka kalibra¢ni zavislosti pro CBD pfi méfeni s pomoci UV i MS detektoru:
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Piiloha 2:

Vysledné chromatogramy pro MS (std 100 ng/ml) i UV (std CBD 150 pug/ml) méfeni:
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