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Anotace

Cilem studie bylo vyvinout a popsat analytickou metodu plynové chromatografie spojenou
s hmotnosti spektrometrii (GC-MS) a metodu kapalinové chromatografie s detekci ve
fotodiodovém poli (HPLC-DAD) pro piimé stanoveni nederivatizovanych neutralnich
kanabinoidi (CBDs-N), kanabinoidt ve formé kyselin (CBDs-A) a cholesterolu (Chol). Diraz
byl kladen také na srovnani metody GC-MS s metodou HPLC-DAD. Byla vyvinuta metoda pro
soucasné stanoveni 16 fyziologicky vyznamnych kanabinoidii (CBDs) pomoci HPLC-DAD a
17 CBDs pomoci GC-MS a volného Chol pomoci obou metod ve vzorcich rostlinného a
zivocisného ptivodu. Postup pfipravy pro analyzu CBDs v rostlinnych vzorcich zahrnoval dvé
extrakce methanolem a dvé extrakce n-hexanem. Postup stanoveni ve vzorcich zivo¢isného
pivodu (homogenizované zvifeci tkané, vajecny Zloutek slepic a vykaly), kde byl analyzovan
Chol spolec¢né s CBDs, sestaval ze ¢tyf n-hexanovych extrakci. Methanol a n-hexan se ukazaly
jako vhodna rozpoustédla pro extrakci CBDs a n-hexan pro analyzu Chol vyskytujicich se v
testovanych biologickych vzorcich v Sirokém koncentraénim rozmezi. Siroka $kala vzorki
rizného piivodu byla analyzovdna pomoci HPLC-DAD s gradientovou eluci acetonitrilem s
kyselinou mravenci, vodou s kyselinou mraven¢i a methanolem. Tato metoda umoznila
selektivni, pfesnou a citlivou kvantifikaci CBDs a Chol ve standardnich vzorcich a ve vzorcich
rostlin a zvifat. Citliva a selektivni kvantifikace CBDs je dulezita, zejména v potravinaiskych
vyrobcich, protoze piesné sledovani psychotropnich forem CBDs je obzvlasté dulezité.
Kombinace dlouhého teplotniho programu a postupného teplotniho nartstu byla pouzita u
metody GC-MS, aby se ptedeslo problémim vyplyvajicim z ptekryvani piki mezi CBDs a
Chol. CBDs-A prosly dekarboxylaci na CBDs-N béhem analyzy GC-MS a tedy pfimym
nastfikem byl odezvou sumdarni pik pro obé formy CBDs-N a CBDs-A. Extrakci pomoci NaOH
byly odstranény CBDs-A formy a bylo mozZné analyzovat pouze CBDs-N plivodné pfitomnych
ve vzorku. V extrahovanych vzorcich nebyly pozorovany zadné ztraty CBDs-N roztokem
NaOH. GC-MS analyzy vzorkl pfed a po extrakci roztokem NaOH umoznily kvantifikaci
CBDs-A a CBDs-N. Pouziti metody C18 HPLC-DAD umoznilo simultanni stanoveni CBDs-

N a CBDs-A. Ve srovnani s metodou C18 HPLC-DAD, technika GC-MS nabidla vyssi



citlivost, pfesnost, specificitu a dostatecnou separaci nederivatizovanych CBDs a Chol z
biologickych materidlti endogenniho piivodu, zejména u vzorkl konopi a slepic¢iho vajecného
zloutku. Nevyhodou pouzit¢ GC-MS metody je pak vyssi Casova narocnost. Védeckou
novinkou této studie je aplikace metody GC-MS pro kvantifikaci nederivatizovanych forem
CBDs-A, CBDs-N a Chol a vyuziti HPLC-DAD pro Siroké spektrum vzorkt rostlinného a

zivoc¢isného ptavodu.
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1. Uvod

Kanabinoidy (CBDs) nebo jejich derivaty jsou latky piirozené se vyskytujici Vv raznych
rostlinnych materidlech, Vv nejvyssi koncentraci jsou vsak obsazeny v rostlinach konopi.
Predkladana studie se zaméfuje na popis vyznamnych latek vyskytujicich se v konopi se
specifickym zaméfenim na CBDs. Jelikoz se v dne$ni dobé vyuZzivaji rizné ¢asti rostliny konopi
ve vyzivé lidi a zvitat, je dalezité sledovat obsah CBDs, jak z pohledu jejich legislativniho
omezeni (psychotropni formy napt. AS-tetrahydrokanabinol), tak napf. z marketingového
pohledu (deklarované mnozstvi latek a mozné klamani spotiebitele) nebo Cisté pro urceni
koncentrace latek z hlediska jejich biologické aktivity a vlivu na zdravi. Chromatografické
metody patii v dneSni dobé mezi nejvice vyuzivané laboratorni techniky, zejména diky jejich
citlivosti, pfesnosti, dostupnosti a jejich vyuziti pii analyze CBDs je vice nez vhodné. Pokud se
zahrnou komponenty z rostlin konopi do vyzivy zvitat, je dulezité mit laboratorni metodu pro
sledovani koncentrace jednotlivych fyziologicky nejvyznamnéjsich CBDs v rtiznych vzorcich
rostlinného ptivodu (komponenty krmnych smési nebo krmné smési) a zivocisného pivodu
(maso, ostatni biologicka tkan, zloutek) nebo sledovat retenci téchto latek v organismu analyzou

CBDs ve vykalech.

1.1. Konopi seté

Konopi seté (Cannabis sativa L.) je rostlina s Sirokym spektrem vyuziti. Z pohledu vyzivy je
zdrojem vyznamnych latek. Je péstovana zejména pro primyslové nebo Iékaiské pouziti
(Farinon et al., 2020). Od 1.1.2022 vstoupil v G€innost zadkon €. 366/2021 Sb., ktery novelizuje
predev§im zakon ¢&. 167/1998 Sb. Doslo zde k navySeni povolené vySe obsahu
tetrahydrokanabinolu (THC) z 0,3 % na 1 %. Extrakt a tinktura konopi obsahujici mén¢ nez
1% THC se za navykovou latku nepovazuji. Technické konopi je rostlinou s velkym
potencialem nabizejici feSeni riznych environmentalnich problému od ¢isténi pady, vody a
vzduchu pies potravinaiské, chemické, farmaceutické a energetické vyuziti. Primyslové

vyuziti lze dale rozdélit v zavislosti na zpracovavané ¢asti rostliny (Viskovi¢ et al., 2023).



1.2. Chemické sloZeni konopi

Chemické slozeni konopi zavisi na mnoha faktorech (odrtida, podminky péstovani, vyskyt
chorob rostliny atd.), ale obecné Ji et al. (2021) popsali, Ze sloZeni rostliny je 32—51 % celuldzy,
11-17 % hemiceluléza, 15-29 % lignin, 2,6-7,6 % mineralni latky, 4-20 % extrahovatelné
latky a 0,3-23,1 % ostatni latky. Konopna seminka obsahuji 27-36 % vlakniny, 25-35 % tuku
(vyznamné mnozstvi kyseliny linolové a dal$ich mastnych kyselin, jako je kyselina a-linolova,
kyselina olejova, kyselina palmitova a y-linolenova kyselina), a 21-28 % bilkovin (Alonso-
Esteban et al., 2021). V rostlindch konopi se vyskytuje vice nez 500 rtznych sloucenin s
potencidlni biologickou aktivitou, véetné terpenoidi, kanabinoidd, uhlovodikt, glykosidickych
slouéeniny, dusikatych slouéeniny, nekanabinoidnich fenolti, mastnych kyselin, aminokyselin,
jednoduchych ketonti, jednoduchych esteri a laktond, jednoduchych aldehydi, proteind,
glykoproteind, enzymu, steroididi, stopovych prvkl, jednoduchych alkoholii, pigmenti a

vitaminu K (Cerino et al., 2022; Atalay et al., 2020).

1.3. Kanabinoidy

CBDs patifi do zdanlivé jednoduché tiidy terpenofenolickych sekundédrnich metabolitii
izolovanych zejména z rostliny Cannabis sativa L. (Bow a Rimoldi, 2016). Po nékolik desetileti
védci identifikovali vice nez 144 typtu CBDs V rostliné konopi (Pen a Shahidi, 2021; Rock a
Parker, 2021; Cardenia et al., 2018). CBDs jsou skupinou latek s charakteristickou C21
terpenofenolickou strukturou. CBDs Ize dale rozdélit do 11 podtiid, jmenovité kanabichromen,
kanabidiol, kanabielsoin, kanabigerol, kanabicyklol, kanabinol, kanabinodiol, kanabitriol, (-)-
A8-trans-tetrahydrokanabinol, (-)-A°-trans-tetrahydrokanabinol a kanabinoidy riizného typu
(Radwan et al., 2021). CBDs se déli na dvé chemické formy: CBDs ve formé kyselin (CBDs-

A) a neutralni CBDs (CBDs-N) (Pourseyed Lazarjani et al., 2020).
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Obr.1 Ptehled nejvyznamnéjSich kanabinoidl v jejich neutralni formé a jejich analogl ve
formé kyselin analyzovanych v této praci (CBD-kanabidiol, CBG-kanabigerol, CBN-
kanabinol, CBC-kanabichromen, CBL-kanabicyklol, CBDA-kanabidiolova kyselina, CBGA-
kanabigerolova kyselina, CBNA-kanabinolova kyselina, CBCA-Kanabichromenova kyselina,
CBLA-kanabicyklolova kyselina, CBDV-kanabidivarin, THCV-tetrahydrokanabivarin, A°-
THC-Ag-tetrahydrokanabinol, AB-THC-A8-tetrahydrokanabinol, CBDVA-
tetrahydrokanabidivarinové kyselna, THCV-tetrahydrokanabivarinova kyselina, AS-THCA-

A’-tetrahydrokanabinolova kyselina)
1.4. Konopi ve vyzivé zvirat

CBDs jsou lipofilni latky nachézejici se ve vysokych koncentracich v konopi a jejich prenos do
tukovych tkdni nebo napft. do vajecného Zloutku je redlny. Tukové tkané 1ze povazovat za cilové
po expozici A%-tetrahydrokanabinolu (A%-THC) v dieté. Konopné semeno a vedlejsi produkty z
konopi jsou diky ptevladajicim benefitiim Siroce a uspesné vyuzivany ve vyzive zvitat. Vyziva
driibeze s vyuZzitim konopného seminka ma piiznivé G¢inky na produkci vajec (Gakhar et al.,
2012), pozitivni vliv na obsah polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) (Neijat et al., 2016)
a slozeni mastnych kyselin (Jurgonski et al., 2020; Skiivan et al., 2020), snizuje hladinu

cholesterolu (Skfivan et al., 2019) a ma pozitivni vliv na aktivitu enzyma v travicim traktu v



kombinaci s lepsi stravitelnosti a uzitkovosti (Taubner et al., 2023; Sktivan et al., 2020).
Evropsky ttad pro bezpecnost potravin (EFSA) zvetejnil védecké stanovisko k bezpecnosti
konopnych krmnych surovin pouzivanych jako krmivo pro zvifata (jako jsou konopna semena,
konopna moucka/kolé¢, olej z konopnych semen a celd rostlina konopi nebo jednotlivé jeji
¢asti) a stanovil nékteré doporucené hladiny konopného semene v krmivu (3 % pro vykrm
dribeze, 57 % pro nosnice, 2-5 % pro prasata, 5 % pro prasata, 5 % pro piezvykavce). Cela
rostlina konopi (stonek i listy) by diky vysokému obsahu vlakniny mohla byt vhodnym
krmivem pro piezvykavce a koné. VSechny tyto pozitivni aspekty pro pouziti konopi jsou vSak
omezeny piitomnosti psychotropniho AS-THC. Ve srovnani s jinymi &astmi rostlin maji
konopna semena nizky obsah CBDs. EFSA nedoporucuje krmivo s celou rostlinou konopi pro
vyzivu zvifat a stanovil maximélni obsah A°>~THC 10 mg/kg v krmivu obsahujicim konopna
semena (EFSA, 2011). Vzhledem k velmi malo védeckym poznatkiim o vlivu zafazeni celé
rostliny konopi ve vyZzivé zvifat a rizik tykajici se lidského zdravi, védecky panel doporucil
ziskavat vice poznatkt a udaji o této problematice (EFSA, 2015). Diky témto zjisténim, bylo
cilem této studie definovat chromatografickou metodu pro analyzu Sirokého spektra CBDs,
véetné AS-THC v riznych vzorcich biologického ptivodu a vlivu konopnych materiald po
zatazeni do diety a sledovat vliv na hladinu cholesterolu (Chol) v experimentech na zvifatech,
konkrétn¢ u dribeze. Vzorky biologického ptivodu analyzované v této praci jsou vychozimi
komponentami krmnych smési, véetné riznych casti rostliny konopi (semena a rizné smesi
konopné biomasy), krmné smési, zivocisné produkty (maso a vajecny zloutek) a vykaly, jako
indikatory retence latek v organismu. Nejnovéjsi literatura se zabyva HPLC analyzou CBDS v
rostlinnych materialech (Krizman, 2020), biologickych vzorcich (Antunes et al., 2023) nebo
riaznych vzorcich hovéziho masa (Chakrabarty et al., 2022; Smith et al., 2023) nebo identifikaci
stopovych koncentraci A>-THC v kravském mléce (Wagner et al., 2022). Velkou otdzkou pfi
analyze CBDs je, zda je mozné oddélit CBDs od endogennich sloZek testovanych biologickych
vzorkli. V posledni dobé se krom¢ dulezitosti analyzy psychotropnich forem CBDs stava

dulezité analyzovat i ostatni CBDs opét diky jejich biologické aktivité a otazkou je, zda zafadit

vvvvvv



jednoduchy postup ptedkolonové piipravy vzorku S naslednym vybérem vhodné analytické
metody, coz je citliva a selektivni metoda C18 vysokotc¢inné kapalinové chromatografie
vreverzni fazi s fotodiodovou detekci (C18-HPLC-DAD) nebo metoda plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) pro kvantifikaci Sirokého spektra CBDs a
volného Chol ve stravé zvifat a lidi, doplicich stravy a vybranych zivo¢isnych a rostlinnych

materialech.

1.5. Prehled analytickych metod pro stanoveni kanabinoidii

Existuje $iroka Skala laboratornich metod pro kvantifikaci CBDs, z nichz nékteré jsou piesnéjsi
a citlivgjsi, jiné zase slouzi pouze k orientacni analyze latek ve vzorku. Bohuzel, ¢im je dana
metoda citlivéjsi, je jeji analyza finanéné nakladnéjsi a vyzaduje zna¢né zkusenosti pii jejich
aplikaci. Laboratorni metody, které je mozné vyuzit pifi analyze CBDs zahrnuji GC-FID/MS
(plynové chromatografie ve spojeni s plamenové ioniza¢nim detektorem nebo hmotnostnim
detektorem), dvoudimenzionalni GC, HPLC-UV/DAD/MS (kapalinova chromatografie ve
spojeni s UV detektorem, detekci ve fotodiodovém poli a hmotnostnim detektorem), HPLC-
MS/MS (vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektrometrii), LC-MS/MS a APCI (kapalinova chromatografie s tandemovou spektrometrii a
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku), UPLC-qTOF (ultravysokoucinna kapalinova
chromatografie s vyuzitim Time-of-Flight kvadrupolu), MALDI-MS (matrici asistovana
laserova desorpce/ionizace s hmotnostni detekci), TLC (tenkovrstva chromatografie), FTIR
(infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci), NMR (nuklearni magneticka
rezonance). Vyuziti nékterych metod jako je napf. TLC ¢&i FTIR je spiSe pro kvalitativni
analyzu, proto se v této oblasti sméfuje hlavni pozornost na chromatografické metody.
Vyhodou pii analyze kanabinoidi je moznost vyuziti jak kapalinové, tak plynové
chromatografie s bézné vyuzivanymi C18 kolonami v LC a kapilarnimi kolonami v GC
instrumentaci. Rozdil je zde hlavn¢ v jednotlivych moznostech detekce. Vyhodou je moznost
detekce CBDs pomoci riznych metod, z nichz nékteré jsou vice a jiné méné¢ citlivé. GC-MS se

Casto pouziva pro kvantifikaci CBDs. Ve srovnani s vyuzitim UHPLC-MS je potizeni GC-MS
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techniky méné nékladné a GC-MS zafizeni je tedy pro mnoho pracovist’ vyhodnéjsi variantou.
Vyuziti MS detektoru je Spickou v chromatografické detekci latek, kdy tento detektor fadime
mezi jedny z nejcitlivéjsich pro nizké koncentrace latek ve vzorku. Bohuzel GC-MS technika
vyzaduje derivatizacni krok k zabranéni destrukci karboxylovych skupin, tedy CBDs-A.
Nevyhodou je i ¢asova naroc¢nost pripravy vzorku a vyuziti dalSich laboratornich ¢inidel.
HPLC-DAD a HPLC-UV jsou vyhodnou alternativou ke GC analyze, ale tyto detekéni techniky
jsou mén¢ specifické a citlivé. Literatura naznacuje, ze HPLC-MS/MS pomoci metod ESI
(elektrosprejova ionizace) a APCI poskytuje nejlepsi specificitu a citlivost pro kvantifikaci
obsahu CBDs v extraktech vzorku. Pouziti HPLC ma n¢kolik vyhod oproti jinym analytickym
metoddm uvedenym v tomto pichledu. Naptiklad HPLC muze rozliSovat mezi CBDs-A a
CBDs-N, na rozdil od GC bez nutnosti derivatizace. MS nabizi oproti jinym detekénim
metodam také nékolik vyhod zejména v rozliSeni na zakladé hodnoty m/z jejich molekularniho
iontu. Nabizi vétsi specifitu ve srovnani s UV detektory a dokaZe analyzovat extrakty ze

slozitych matric, jako je konopi (Pourseyed Lazarjani et al., 2020).

1.6. Konopi, kanabinoidy a vliv na obsah cholesterolu

Existuje fada studii, které zminuji vliv konopi nebo kanabinoidi na obsah Chol v organismu.
Hlavni poznatky z dosavadnich studii naznacuji pozitivni vliv na sniZzovani hladiny Chol
v organismu (Skiivan et al., 2019). Endokanabinoidni systém hraje dulezitou roli v regulaci
metabolismu, v¢etné¢ metabolismu lipidi. Endokanabinoidni systém je sit’ signalnich molekul
(endokanabinoidil), receptorti (CB1, CB2) a enzymu, ktera reguluje riizné biologické procesy,
véetné metabolismu lipidd, kardiovaskularniho systému, chuti k jidlu a mnoha dalSich funkci.
CBI receptory se nachéazeji pfevazné v centrdlni nervové soustave, ale 1 v perifernich tkanich,
vcetné tukové tkang, jater a svalli. CB2 receptory jsou vice lokalizovany v imunitnim systému
a maji vliv na zanétlivé procesy a imunitni odpovédi. Receptory CB1 a CB2, které jsou
aktivovany CBDs, maji vliv na rizné metabolické procesy, véetné lipogeneze (tvorba tukll) a
lipolyzy (rozklad tukd) (Romero-Zerbo a Bermundez-Silva et al., 2014; Simankowicz a

Stepniewska, 2025). Kdyz se CBDs (napi. THC) vazou na CB1 receptory, mohou mit rtizné
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ucinky, vcetné regulace metabolismu tukti. V nékterych studiich na zvitatech bylo prokdzano,
ze aktivace CB1 receptoru miize zvySovat ukladani tukti, zvySovat hladinu triglyceridii a LDL
cholesterolu (Cota et al., 2003; Lazarte a Hegele et al. 2019). Kanabidiol (CBD) je
nepsychoaktivni kanabinoid, ktery naopak mutize pasobit jako antagonista CB1 receptoru, coz
znamena, ze blokuje nadmérnou aktivaci téchto receptori, ktera by mohla vést k hromadéni
tukti a zvySovani hladiny Chol. CBD, pfestoze neaktivuje CB1 a CB2 receptory stejnym
zpusobem jako THC, miize mit vliv na rizné biologické dréhy, které¢ reguluji metabolismus
lipida. CBD miize ovlivnit receptory jako PPAR-gamma (peroxisome proliferator-activated
receptor), coz je receptor, ktery hraje klicovou roli v regulaci metabolismu lipidt a glukdzy.
Aktivace tohoto receptoru muize vést ke zlepSeni metabolického profilu a snizeni hladiny
triglyceridi a LDL Chol. CBD také vykazuje protizanétlivé ucinky, které mohou pfispét k
lepsimu zdravi cév a snizovani hladiny Chol, protoze chronicky zanét je spojen s vyssimi
hladinami LDL cholesterolu a zvySenym rizikem aterosklerozy. Efekt CBDs na lipidovy profil
miiZze zaviset na mnoha faktorech, jako je koncentrace latky, typ kanabinoidu (CBD vs. THC),
doba expozice, genetické predispozice a celkové zdravi jednotlivce. To znamend, ze u
n¢kterych lidi mohou CBDs vést ke zlepSeni lipidového profilu, zatimco u jinych mohou mit
opa¢ny ucinek. Shrnutim je, ze CBDs mohou ovlivnit hladinu Chol riznymi zptsoby, a to
prostfednictvim interakce s receptory, jako jsou CB1 a CB2. Zatimco THC mtize na nékterych
urovnich zvySovat hladiny Chol, CBD a blokovani CB1 receptorti (napiiklad pomoci 1éku
Rimonabantu) mohou mit opa¢né ucinky, které vedou k snizeni Chol. Dulezitym faktorem je i
to, ze CBDs mohou mit protizanétlivé ucinky, coz mlize vést k celkovému zlepSeni zdravi cév
alipidového profilu (Porcu et al., 2018; Van Gaal et al., 2005). I piesto, ze n¢které studie ukazuji
pozitivni G¢inky CBD na Chol, je stale potieba vice klinickych studii pro potvrzeni téchto

ucinkt a lepsi pochopeni mechanismii, jakym CBDs ovliviuji metabolismus lipidu.

2. Vyvoj chromatografickych metod pro stanoveni kanabinoidu

pomoci GC/MS a HPLC/DAD
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2.1. Pouzité standardy a chemikalie

Cholesterol (Chol), 5-a-cholestan (vnitini standard; GCIS), 3,5-dimetylfenol (vnitini standard;
HPLCIS) a vS§echny CBDs standardy byly zakoupeny od Sigma-Aldrich Corp., (St. Louis, MO,
USA). Analyzované CBDs zahrnovaly: A%-tetrahydrokanabinol (AS-THC), A®-
tetrahydrokanabinolovou kyselinu (A°-THC-A), A%-tetrahydrokanabinol (A8-THC), kanabidiol
(CBD), kanabidiolovou kyselinu (CBD-A), kanabigerol (CBG), kanabigerolovou kyselinu
(CBG-A), kanabinol (CBN), kannabinolovou kyselinu (CBN-A) kanabichromen (CBC),
kanabichromenovou  kyselinu  (CBC-A),  A°%-tetrahydrokanabivarin ~ (THCV), A°-
tetrahydrokanabivarinovou kyselinu (THCV-A), kanabidivarin (CBDV), kanabidivarinovou
kyselinu (CBDV-A), kanabicyklol (CBL) a kanabicyklovou kyselinu (CBL-A). Cistota Chol,
GCIS, HPLCIS a vsech standardtt CBDs byla 99 %, > 97 %, > 99 % a > 98 %, v tomto potadi.
K piipravé zasobnich roztokt byly standardy Chol, GCIS a CBDs rozpustény v 1 ml n-hexanu
GC pro metodu GC-MS nebo byl Chol. HPLCIS a CBDs rozpustény v 1 ml methanolu HPLC
pro metodu HPLC-DAD a skladovany pfi -78 °C az do pouziti. Methanol pro HPLC (>99,8 %),
ethanol, n-hexan GC (>99,0 %), acetonitril pro HPLC (ACN), kyselina mravené¢i pro HPLC a
NaOH byly zakoupeny od spole¢nosti Merck (Darmstadt, Némecko). VSechny ostatni
chemikalie byly p.a. kvality a byly zakoupeny od spolecnosti Fluka (Steinheim, Némecko).
Voda pouzita k pfipraveé chemickych ¢inidel byla purifikovdna pomoci systému pro ¢isté€ni vody
Elix™ (Millipore, Oakville, ON, Kanada). Byly pouzity vysoce €isté He (>99,9992 %) a N2
analytické Cistoty, Zasobni roztoky GCIS (160 pg 5-a-cholestanu/ml n-hexanu) a HPLCIS (2,8
mg 3,5-dimethylfenolu/ml methanolu) byly pouzity k vypoctu vytézku piredkolonovych metod
pied separaci na kapilarnich GC a HPLC-CI18 kolondch. Ke zpracovanym biologickym
vzorklim bylo pfidano 50 pl zasobniho roztoku GCIS (tj. 8 pg GCIS) nebo 20 pl zasobniho
roztoku HPLCIS (tj. 56 pg HPLCIS). Kone¢ny objem zpracovanych biologickych vzorkl pro
GC nebo HPLC kolony byl 1 ml.

2.2. Analyticka metoda GC-MS

-13 -



2.2.1. Pouzité GC-MS zarizeni

CBDs a Chol ve standardnich roztocich a pfipravené biologické vzorky byly analyzovany
pomoci plynového chromatografu ,,Focus GC* Thermo Scientific spojeného s hmotnostnim
spektrometrem (MS) Thermo ITQ 1100 (Obr. 2). Hmotnostni spektra byla sniméana v rozsahu
m/z od 20 do 500. Byla pouzita kolona Thermo TR-5 ms SQC (30 m x 0,25 mm vnitini primér
% 0,25 pm tloustka vrstvy) obsahujici 5% fenylpolysilfenylensiloxanu jako stacionarni faze
kolony s He pouzitym jako mobilni faze pti konstantnim pritoku nosného plynu 1,0 ml/min.
Teploty nastriky a transfer line byly udrzovany na 240 °C, respektive 330 °C. Teplota iontového
zdroje MS byla nastavena na 280 °C (s limitem 300 °C); energie elektronil byla 70 eV. VSechny
analyzy CBDs, Chol a GCIS GC-MS provedené u standardnich roztoki a zpracovanych

biologickych vzorkéach byly zaloZeny na chromatogramech celkového iontového proudu (TIC).

Obr. 2 GC-MS zatizeni Focus GC doplnény hmotnostnim spektrometrem Thermo ITQ 1100.

2.2.2. Teplotni gradient

CBDs, Chol a GCIS ve standardnich roztocich a zpracovanych biologickych vzorcich byly
stanoveny pouzitim teplotniho programu kolony: pocatec¢ni teplota kolony 100 °C byla
udrzovana po dobu 1 min a poté zvySena na 210 °C rychlosti 8 °C/min a udrzovana po dobu 7
minut pred zvySenim 1 °C/min na 215 °C a udrzovéna po dobu 7 min; nasledné byla teplota

naprogramovana tak, aby se zvySovala rychlosti 2 °C/min az na 230 °C, udrzovala se 5 min,
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poté se zvySovala rychlosti 5 °C/min na 250 °C, udrzovala se 3 minuty, zvySovala se rychlosti
10 °C/min na 300 °C, udrzovala se 1 min, zvySovala se rychlosti 10 °C/min na 320 °C/min,
drzela se po dobu 20 min a poté se zvysila na 334 °C a udrzovala se 10 min. Doporucuje se

nastiik 1-3 pl analyzovanych vzorkl v rezimu splitless nastiiku.

2.2.3. Charakteristiky GC-MS analytické metody

Identifikace CBDs, Chol a GCIS byla ovéfena na zaklad¢ spekter ionizace dopadem elektronti
analyzovanych latek a porovnana se standardy CBDs, Chol a GCIS a referenéni knihovnou
hmotnostnich spekter NIST 2007. Cistota piku CBDs, Chol a GCIS ve standardnich roztocich
a biologickych vzorcich byla stanovena pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST MS
Search 2.0. Cistota piku CBDs, Chol a GCIS byla hodnocena na zékladé podobnosti piku jejich
hmotnostnich spekter ze vzorkl s témi v knihovné¢ hmotnostnich spekter NIST. Hmotnostni
spektra CBDs, Chol a GCIS ve vSech biologickych materialech byla korigovana odectenim
pozadi na obou stranach pikii CBDs, Chol a GCIS. Piky CBDs, Chol a GCIS v analyzovanych
biologickych materidlech byly také identifikovany podle retencniho Casu samostatné
nastiikovanych zpracovanych standardi a pfidanim téchto standardnich roztokt k biologickym
vzorkiim. Mez detekce (LOD) byla vypoctena pii poméru signalu (Sn) k Sumu (o) ndsobena
ttemi (LOD = 3 x Sn/c), zatimco mez kvantifikace (LOQ) byla definovéna jako 10nasobek
Sumu pod vrcholem (LOQ = 10 % Sn/c); Sum (o) pod vrcholem byl odvozen ze Sumu z levé
(oL) a pravé (oR) strany vrcholu (tj. 6 = (6L + 6R)/2). Pfesnost chromatografické metody byla
také hodnocena analyzou relativni smérodatné odchylky (RSD, %) vypoctené z méfeni

koncentraci CBDs a Chol v biologickych vzorcich nasledovné:

RSD, % = (SD/) x 100 %,

kde: SD je smérodatna odchylka métfeni CBDs a Chol ve vzorcich, p je sttedni hodnota méteni
CBDs a Chol ve standardnich roztocich a biologickych materidlech. Piesnost

chromatografickych metod byla stanovena analyzou stejného vzorku vstfikovaného nékolikrat
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béhem chromatografické analyzy. Tailing faktor (TF) piku CBDs-N, CBDs-A, GSIS a Chol byl

vypocten nasledovné:
TF =(a+b)/(2 x a),

kde: a a b jsou polovicni Sitky piku pti 5% vySce piku; a je predni polovicni Sitka; b je zadni

polovi¢ni sitka.
2.2.4. Analyza standardi a vzorka pomoci GC-MS

Hlavnim analytickym tkolem v této ¢asti studie bylo dosahnout vhodné separace sedmnacti
CBDs (Tab.1) a Chol od interferujicich endogennich slozek pfitomnych v testovanych
biologickych materialech. Dal§im problémem bylo dosaZzeni uspokojivé separace CBDs bez
ptedkolonové derivatizace. Aby se vyieSily problémy zpiisobené potencidlnim piekryvanim
mezi CBDs, GCIS, Chol a endogennimi latkami pfitomnymi v biologickych materialech, byla
nizkéd pocatecni teplota kolony (tj. 100 °C) udrzovana po dobu 1 minuty. Podrobné¢ GC-MS
analyzy biologickych materialli, zejména vzorkl konopi a slepi¢ich vaje¢nych zloutkt, ukazaly,
ze uplné odstranéni vSech endogennich slozek vyzadovalo zvyseni teploty GC kolony na 334
°C. Kombinace parametr, tedy dlouhokapilarni GC kolony, programu s postupnym
zvySovanim teploty a selektivni hmotnostni spektrometrie, poskytla vhodnou analytickou
metodu pro kvantifikaci CBDs, GCIS a Chol v roztocich n-hexanu, stejné jako v testovanych
biologickych materidlech. Typické chromatogramy celkového iontového proudu (TIC) pro
nederivatizované CBDs, GCIS a Chol (GC-chromatogram A) a vzorek zpracované konopné
biomasy (GC-chromatogram B) jsou zobrazeny na obrazku 3. Jak se dalo ocekavat, bylo
dosazeno vynikajici stability zakladni linie a dostate¢né separace vsech analytickych pikt, bez
pozorovanych problémi. Pro analyzované standardy byly zaznamenany téméf symetrické tvary
piktit CBDs, GCIS a Chol. Bohuzel GC-MS analyzy vyzaduji vysoké teploty injektoru a kolony,
coz vede k dekarboxylaci CBDs-A béhem nastiikti a prichodu GC kolonou (Citti et al., 2018;

Pourseyed Lazarjani, 2020). K tomu dochazi i bézné plisobenim vyssich teplot pfi starnuti
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biologickych materiali obsahujicich CBDs-A, nebo napt. pii skladovani konopnych materiald,

kdy se pteménuji CBDs-A formy na formy neutralni (tj. CBDs-A na CBDs-N) (Obr. 4).
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Obr. 3 Typické chromatogramy GC-MS pro devét CBDs-N, osm CBDs-A, GCIS (interni
standard; 5-a-cholestan) a Chol (TIC-chromatogram A) a zpracovany vzorek konopné
biomasy (TIC-chromatogram B). Piky: 1-CBDV a CBDV z dekarboxylace CBDV-A (1-A); 2-
THCV a THCV z dekarboxylace THCV-A (2-A); 3-CBL a CBL z dekarboxylace CBL-A (3-
A); 4-CBD a CBD z dekarboxylace CBD-A (4-A); 5-CBC a CBC z dekarboxylace CBC-A (5-
A); 6-A%-THC; 7-A°>-THC a A°-THC z dekarboxylace A>-THC-A (7-A); 8-CBG a CBG z
dekarboxylace CBG-A (8-A); 9-CBN a CBN z dekarboxylace CBN-A (9-A). Koncentrace

Chol ve vzorku konopné biomasy byla pod mezi detekce (LOD).
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Tab. 1. Reten¢ni ¢asy CBDs, GCIS (jako 5-a-cholestan) a Chol, kalibra¢ni rovnice, linearita (korela¢ni koeficienty; r), limity detekce (LOD), limity
kvantifikace (LOQ), inter-assay varia¢ni koeficienty (RSD, %), tailing faktory pikti (TF) a odpovéd’ MS k 1 pg testovanych standard.

er; h Tailing
Retenéni ¢as,  2°Sy bextg, o ' MS odpovéd’
Analyt i pted % ¢Vytéznost 9 Kalibra¢ni rovnice Koeficient  fLOD fLOQ 9 Inter- faktor K1pg
) (R), % y(ng) =a x Sp linearni pg/mL pg/mL Assay RSD, %  (TF)
(hodnota + SD) extrakei extrakci standardu
regrese piku
Neutralni formy kanabinoidi (CBDs-N)
CBDV 232+0,1 576,784 577,484 100,1 y=268x10%xS, 0,9968 6,8(0,024) 22,7 (0,08) 1,21 0,994 373
THCV 27,1+0,1 623,956 622,793 99,8 y=240x10°%xS, 10,9968 5,9(0,021) 19,4 (0,07) 1,32 0,990 417
CBL 29,3+0,1 539,796 540,184 100,1 y=205x10%xS, 0,9973  2,8(0,009) 9,3 (0,03) 1,09 0,991 487
CBD 31,9+0,1 414,490 413,206 99,7 y=259x10%xS, 09976 5,0(0,015) 16,8 (0,05) 1,46 0,987 387
CBC 32,6+0,1 298,395 297,171 99,6 y=234x10%xS, 10,9974 58(0,019) 19,4 (0,06) 1,54 0,993 427
A8-THC 36,8+0,1 324,754 323,256 99,5 y=191x10%xS, 10,9982  6,1(0,022) 20,3(0,07) 1,07 0,987 523
A>-THC 38,3+0,1 248,395 250,171 100,8 y=260x10%xS, 0,9969 1,6 (0,007) 5,4 (0,02) 1,29 0,986 385
CBG 42,1+0,1 154,899 155,901 100,6 y=269x10%xS, 09981  4,0(0,013) 13,2(0,04) 2,23 0,988 372
CBN 42,4+0,1 356,274 353,893 99,3 y=589x10%xS, 10,9990 5,5(0,018) 18,2 (0,06) 2,07 0,990 170
Kanabinoidy ve form¢ kyselin (CBDs-A)
CBDV-A - - - 0 y=287x10%xS, 10,9987  7,3(0,022) 24,3(0,07) 1,18 0,993 348
(CBDV) 232+0,1% 595,039k 0 0 - - - - - - -
THCV-A] - - - 0 y=276x10°%xS, 0,9963 6,8(0,022) 22,6 (0,07) 1,28 0,991 461
(THCV) 27,1+£0,1% 607,956 0 0 - - - - - - -
CBL-A] - - - 0 y=209x10%xS, 0,9980 2,9 (0,009) 9,5 (0,03) 1,13 0,990 479
(CBL) 293+0,1% 576,831k 0 0 - - - - - - -
CBD-A - - - 0 y=295x10°%xS, 09984 5,7(0,0015) 19,1 (0,05) 1,43 0,988 339
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(CBD)  319+01% 442352%F 0 0 - - - - - - -
CBC-Al - - - 0 y=267x10°xS, 09976 6,6 (0,019) 22,1 (0,06) 1,52 0,992 375
(CBC)  32,6+0,1k 276873k 0 0 - - - - - - -
AS-THC-Al - - - 0 y=296x10°xS, 09979 18(0,009)  6,1(0,02) 1,12 0,987 338

(A>THC)  383+01% 496482k 0 0 - - - - - - -
CBG-Al - - - 0 y=307x10°xS, 09983 4,5(0,013) 150 (0,04) 2,18 0,989 326
(CBG)  42,1+01% 184,328% 0 0 - - - - - - -
CBN-A - - - 0 y=671x10°xS, 09987 6,2(0,019) 20,7 (0,06) 1,03 0,991 149
(CBN)  424+01% 395373k 0 0 - - - - - - -
GCIS' 50,6+0,1 299,184 ™ 297,705 995  y=2669x10°x8S, 09991 62,8 (0,17) 209,0 (0,56) 1,32 0,992 37

Chol 545+02 623523 621,097 996  y=837x107xS, 0994 182(0,05) 60,5 (0,16) 1,49 0,989 1094

SD-smérodatna odchylka; RSD-relativni smérodatnd odchylka; CBDs-kanabinoidy; Chol-cholesterol; GCIS-vnitini standard pouzity pro vypocet vytézku predkolonové

extrakce CBDs a Chol; Sy-plocha piku. #°S, (objem néstiiku: 1 pL)-CBDs, GCIS a Chol plochy pikti analyzovany ve standardnim roztoku ptfed extrakci vodnym roztokem 0,1

M NaOH. ° XS, (objem nastfiku: 1 pl)-CBDs, GCIS a Chol plochy pikli analyzovany ve standardnim roztoku po extrakci vodnym roztokem 0,1 M NaOH. ¢ Vyt&znost (R) byla

vypoétena nasledovng: R, % = (*!S,/°Sy) % 100%. ¢ S,-plochy pikii latek analyzovany pomoci MS; piimka line4rni regrese s priichodem v bodé 0,0 s poétem bodii 5 pro vSechny

latky. © Numericka hodnota statistického vztahu mezi odpovéd’'mi MS a mnoZzstvim nastikovanych standardd. f LOD a LOQ hodnoty uvedené v zavorkach jsou v pmol/mL. ¢

Ptesnost (RSD, %) byla hodnocena multianalyzou analyzovanych standardi (CBDs-N, CBDs-A, GCIS and Chol). " Tailing faktory (TF) pikii CBDs, GCIS a Chol jednotlivych

standard byly vypodteny s péti riiznych koncentraci CBDs-N, CBDs-A, GCIS a Chol pouzitych pro piipravu kalibra¢nich rovnic. | Zaznamenana hodnota signalu detektoru

(MS) na 1 pg analyzovanych CBDs nebo Chol.} CBDs ve formé kyselin (CBDs-A) jsou dekarboxylovany na odpovidajici neutralni formu CBDs (CBDs-N); znizornéno na

obr. 3. CBDs-N vzniklé z dekarboxylovanych CBDs-A jsou uvedeny v zavorce. ¥ Retenéni ¢asy a piky (Sn) CBDs-N produktii (v zdvorkach) vzniklé dekarboxylaci z CBDs-A.

! Vnitini standard: 8 ug GCIS byl pfidan do analyzovanych biologickych vzorki; celkovy objem vzorkii: 1 ml. Rozsah pfidaného GCIS v 1 ml kalibra¢niho roztoku: 2-10 pg

GCIS (objem nastriku: 1 pl; tj., hodnota rozsahu nasttiku GCIS na kapilarni GC kolonu: 2—10 ng/nastiik). ™ Objem nastiiku GCIS roztoku (8 pg GCIS/ml; 8 ng/nastiik): 1 pl

(4 pocet opakovani).
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Obr. 4 Schéma dekarboxylace kanabinoidli ve formé kyseliny (CBDs-A) na neutralni formu

kanabinoida (CBDs-N).

S ohledem na nedavné studie (Citti et al., 2018; Pourseyed Lazarjani, 2020) a dosazené
vysledky je mozné potvrdit, Ze 1ze pomoci GC-MS detekovat pouze CBDs-N, v biologickém
vzorku jsou pak CBDs-N souéty puvodnich neutralnich forem CBDs (CBDs-N) a CBDs-N
vzniklych z dekarboxylovanych CBDs-A béhem GC-analyz. Podobnost piklit CBDs-N, GCIS a
Chol ve standardnich roztocich s hmotnostnimi spektry v knihovné NIST byla vice nez 95 %.
Tyto poznatky vedly k moznosti néstfiku vzorku, kde analyzovany pik bude souctem obou
forem CBDs (CBDs-A a CBDs-N) a konverzi CBDs-A na odpovidajici sodnou sl pomoci
roztoku NaOH a dale pak extrakci pivodni CBDs-N formy do n-hexanu je mozné kvantifikovat
CBDs-A formu ve vzorku. Obsahy CBDs-A, CBDs-N, GCIS a Chol ve standardnich roztocich
a biologickych materidlech pted a po extrakci vodnym 0,1 M roztokem NaOH byly stanoveny
pomoci kolonového teplotniho programu hmotnostné selektivni detekei a ukazaly, Ze konverze
COOH skupin na COONa v CBDs-A poskytla u¢innost ~100 % (Obr. 5). Spolehlivost této GC-
metody byla také hodnocena pomoci LOD, LOQ, inter-assay varia¢niho koeficientu, tailing
faktori a MS-odezvou pro 1 pg standardu, jakoz i pomoci vypocitanych kalibrac¢nich rovnic

standardi a linedrnich regresnich koeficientt (r) (Tab. 1).
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Obr. 5 Vliv extrakce vodnym roztokem 0,1 M NaOH na sloZenin- hexanovych roztoki CBDs.

Casti typickych GC-MS chromatogrami: (A) chromatografické analyza neextrahovanych

CBDs-N (tj. CBDV a CBL); (B) chromatograficka analyza CBDs-N (tj. CBDV a CBL)

extrahovanych 0,1 M NaOH; (C) chromatografickd analyza neextrahovanych CBDs-A (t;.

CBD-A a CBC-A); (D) chromatograficka analyza CBDs-A (tj. CBD-A a CBC-A)

extrahovanych 0,1 M roztokem NaOH. Piky: 1-CBDV; 3-CBL; 4-A-CBD-A; 5-A-CBC-A.
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Uspésné vysledky pfi aplikaci metody GC-MS u standardi daly impuls pro aplikaci
analytickych postupt na biologické vzorky. Jak je zndzornéno na obrazku 6, chromatogram
vzorku konopného semene neextrahované¢ho roztokem NaOH (Obr. 6A), nasledovany
chromatogramem stejného vzorku extrahovaného 0,1 M roztokem NaOH (Obr. 6B), umoznil
kvantifikaci CBDs-N a CBDs-A v konopnych semenech. Pro podrobnou analyzu
identifikovanych piki CBDs v testovanych vzorcich byla hmotnostni spektra piki CBDs
korigovana odeétenim pozadi na obou stranach analyzovanych piku. Jak se ocekavalo,
opravena hmotnostni spektra CBD potvrdila molekularni hmotnosti a chemické vzorce
detekovanych CBDs v analyzovanych vzorcich. Chromatogram 6A opét ukazuje soucet obou
forem CBDs-N a CBDs-A, zatimco chromatogram 6B ukazuje pouze formu CBDs-N.

Rozdilem ploch piki obou chromatogramii téze latky je mozné kvantifikovat CBDs-A ve

vzorku.
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Obr.5 Koncentrace CBDs ve vzorku konopného semene (~0,5 g) metodou GC-MS, objem
nastiiku: 1 pl. Casti GC-MS chromatogramii vzorku konopného semene pied (A) extrakei
0,1 M roztokem NaOH a po extrakci (B) 0,1 M roztokem NaOH. Koncentrace detekovanych
CBDs-N: pik 1: CBDV-3,37 ng/g; pik 4: CBD-6,06 ng/g; pik 8: CBG-3,11 pg/g. Koncentrace
detekovanych CBDs-A: pik 1-A: CBDV-A-1,32 ug/g; pik 4-A: CBD-A-3,39 pg/g; pikl 8-A:
CBG-A-1,01 pg/g.
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2.3. Analyticka metoda HPLC-DAD
2.3.1. Pouzité¢ HPLC-DAD zarizeni

CBDs a Chol ve standardnich roztocich a nasledné v ptipravenych biologickych vzorcich byly
stanoveny pomoci piistroje Shimadzu HPLC (fada VP) obsahujiciho kapalinovy chromatograf,
auto-sampler, modul komunika¢ni sbérnice, kolonovou pec, odplynovac a selektivni detektor
SPD fotodiodového pole (DAD) (Obr. 6). Byly pouzity analytické kolony Shim-Pak C18
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko; stfedni pramér ¢astic 2,2 um, délka kolony 75 mm, vnitini
pramér 3 mm) a dvé kolony Phenomenex Synergy C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA;
sttedni priamér ¢astic 2,5 um, délka kolony 100 mm, vnitini primér 3 mm). Jako pfedkolona
byla pouzita Phenomenex C18 ptedkolona (Phenomenex, Torrance, CA, USA; 5 mm X 2 mm)
a byla umisténa pted analytickymi kolonami pro jejich ochranu. Termostat kolony udrzoval
teplotu na 40 °C. Termostat automatického vzorkovace byl nastaven na 4 °C. DAD pracoval v

UV rozsahu od 190 do 410 nm.

Obr. 6 HPLC zatizeni ve spojeni s DAD detektorem (Shimadzu, Japan)

2.3.2. Program gradientové eluce

Vsechny CBDs ve standardnich roztocich a biologickych vzorcich byly analyzovany pomoci
linearniho ternarniho gradientového eluéniho programu (Tab. 2) ACN s 0,1% kyselinou
mravenci (v/v; rozpoustédlo A), H20 s 0,1% kyselinou mravenci (v/v; rozpoustédlo B) a
methanol (rozpoustédlo C) (Tab. 5). Maximalni tlak v systému byl 24,5 MPa. Objem nastiiku
se pohyboval v rozmezi 5-30 pl. Piky Chol a CBDs v biologickych vzorcich byly
identifikovany na zakladé¢ UV absorp¢nich spekter a porovnanim retenCnich Cast se

zpracovanymi standardy Chol a CBDs vstfikovanymi oddélen¢ a pfidanim standardnich
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roztoktt do zpracovanych biologickych vzorki. Ke stanoveni koncentraci Chol a CBDs v
biologickych vzorcich byly pouzity kalibra¢ni rovnice (Tab. 3). Ke stanoveni koncentraci
CBDs a Chol v biologickych vzorcich byl pouzit vnitini standard HPLCIS ke kvantifikaci
vytézku predkolonového postupu. Tento vytézek byl stanoven hodnocenim koncentraci
HPLCIS ve zpracovanych biologickych vzorcich a ptfimou analyzou roztoku HPLCIS (56 pg
HPLCIS/ml) bez téhoz postupu piipravy.

Tab. 2. Gradientovy elu¢ni program pouzity pro C18-HPLC-DAD analyzu CBDs a Chol ve

standardnich vzorcich a biologickych vzorcich.

Cas, Priitok mobilni faze SloZeni, % 2
min min/ml Roztok A Roztok B Roztok C
0 0,30 55 45 0
2,5 0,30 55 45 0
4.0 0,30 70 30 0
9,0 0,30 75 25 0
17,0 0,30 75 25 0
19,0 0,35 75 25 0
26,0 0,35 75 25 0
30,0 0,35 82 18 0
32,0 0,40 85 15 0
35,0 0,40 85 15 0
39,0 0,40 92 8 0
43,0 0,40 99 1 0
44.0 0,40 100 0 0
46,2 0,40 0 0 100
70,0° 0,41 0 0 100

Roztok A-ACN (HPLC c¢istota-acetonitril) s 0,1% kyselinou mravenci (v/v); roztok B-voda s 0,1% kyselinou
mraven&i (v/v); roztok C-HPLC Ggistota-methanol. ® Po 70 min C18 kolona byla ekvilibrovana 18 min v 55%
roztoku A a 45% roztoku B pfi pritoku 0,3 ml/min.

2.3.3. Charakteristiky HPLC-DAD analytické metody

Pro dosazeni dostatecnych vytézka extrakce analyti a ptfesnosti chromatografické analyzy
fyziologicky dulezitych CBDs v rostlinnych a zivocisnych vzorcich byly vyvinuty originalni
predkolonové postupy extrakce. Pro kvantifikaci CBDs a Chol v biologickych materialech byly
pouzity tii vysoce U¢inné kolony (kolona Shim-Pak C18 a dvé€ kolony Phenomenex C18).
Psychoaktivni forma CBDs A®-THC a nepsychoaktivni CBD, stejné jako jejich kyseliny (tj. A%
THC-A a CBD-A) byly nejvyssi prioritou pfi analyze v naSich chromatografickych studiich.
Hlavnim analytickym cilem bylo dosahnout vhodné separace CBDs a volného Chol od
interferujicich organickych sloucenin obsahujicich chromoforni skupiny. Proto byly pouzity
rizné monitorovaci vinové délky pro kontrolu ucinnosti separace CBDs piku (Tab. 3) od

interferujicich latek v rostlinnych materidlech, nebo zejména u Zivoc¢iSnych tkani bohatych na
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biomolekuly s aromatickymi kruhy a/nebo polynenasycenymi skupinami. Pro dosahnuti co
nejvyssi citlivosti, selektivity a specifity chromatografické analyzy byl pouzit plynuly ternarni
gradientovy elu¢ni program (Tab. 2), detektor s fotodiodovym polem (méfici cely rozsah
vlnovych délek v redlném cCase) a tfi kolony obsahujici amorfni oxid kiemicity s
dimethyloktadecylsilylovou vazbou a velikost ¢astic s malym primérem (tj. 2,2 a 5 pum napli
kolony). Ve skute¢nosti mély kolony C18 s vétsi pramérnou velikosti ¢astic (>3 pum) za
nasledek méné ucinnou separaci CBDs a Chol od mnoha endogennich latek pfitomnych v
rostlinnych a zivociSnych materialech. Jak se o¢ekavalo, bylo dosazeno vynikajici stability
zékladni linie a chromatografické separace piki CBDs a Chol pomoci programu terndrni
gradientové eluce a optimalni vinové délky UV detekce analyzovanych CBDs (Tab. 3). Pfidani
0,1% kyseliny mravenci k ACN a H20 vedlo k téméf symetrickym tvarim pikia CBDs a Chol
arozliSeni v chromatografické analyze standardli CBDs a Chol (Obr. 7) ve srovnani s mobilnimi
fazemi bez kyseliny mravenci. Jak je ukazano na obrdzku 7 a v tabulce 3, monitorovani DAD
pii maximech absorbance analyzovanych CBDs bylo pouzito k optimalizaci selektivity a
citlivosti detekce CBDs ve standardnich roztocich a biologickych vzorcich. Na rozdil od metod
GC-MS, metoda C18-HPLC-DAD, bez ohledu na pouzitou piedkolonovou proceduru,
umoznuje simultanni kvantifikaci CBDs-A a CBDs-N ve standardnich roztocich. Tabulka 3 pak
ukazuje veskeré charakteristiky HPLCIS, CBDs a Chol ve standardnich vzorcich, od uvedenych
retencnich Cast, az po dosazenou kvalitu separace pikt jednotlivych analyti. Symetrické tvary
pikit CBDs a Chol byly pozorovany s €asem eluce az 70 minut. Jak je vidét z vysledkl
uvedenych v tabulce 3, tato chromatografickd metoda slouzi jako vhodny analyticky néstroj pro
selektivni kvantifikaci CBDs a Chol (viz reten¢ni Casy a APF, %) a je citliva (tj. ma nizké
hodnoty LOD a LOQ) ve standardnich roztocich. Dullezité je, ze navrhovand metoda C18-
HPLC-DAD umoziuje ziskat velmi dobrou pfesnost nastiiku. Sledovani riznych absorp¢nich
maxim jednotlivych analytl je velmi G¢innym nastrojem pii kvantifikaci latek v biologickych
vzorcich. Nékteré prace uvadi pouze jednu zvolenou vinovou délku, coz lehce limituje
kvantifikaci ve slozitych biologickych matricich (Krizman, 2019). Chol a vSechny testované
CBDs byly stabilni (= 97,1 %) po dobu 48 h v roztocich methanolu, chrdnény pted svétlem a
skladovany pfi 4 °C, coz odpovida literatuie (Krizman, 2019).
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Tab. 3. Retenc¢ni Casy analyzovanych CBDs, Chol, HPLCIS?, kalibra¢ni rovnice, linearita (koeficienty regrese; r), limity detekce (LOD), limity
kvantifikace (LOQ), tailing faktory (TF) analyzovanych standard ve standardnich roztocich s vyuzitim C18-HPLC-DAD metody a nastavenym
ternarnim gradientovym elu¢nim programem.

Retencni cas, DAD Kalibraéni rovnice ®  r; Linearni regresni LODc LOQc Tailing faktor ~ DAD odpovéd’ k 1 pg
Analyt min detekce (ng)=axs koeficient ng/mL ng/mL (TF) piku d standardu
(hodnota £ SD)  (nm) yng " g g P
HPLCIS 9,25 + 0,05 206 y=5,861x10°x8S, 0,999%4 9,6 (79) 32,0 (263) 0,999 0,171
221 y=8,165x 108 x S, 0,9999 20,6 (62) 60,8 (208) 0,998 12,2
_A e
CBDV-A 229+01 268 y=1,727x107 x S, 0,9998 3,3(10) 10,9 (33) 0,997 5,8
205 y=4,467 x 108 xS, 0,9999 14,7 (51) 49,1 (172) 0,998 22,4
f
CBDV 237+01 273 y=1767 x10% xS, 0,9998 9,8 (34) 32,8 (115) 0,997 0,6
221 y=8,778 x 108 x S, 0,9999 26,0 (73) 86,8 (242) 0,996 11,4
_A €
CBD-A 27,101 268 y=1876x107 xS, 0,9999 4,2 (12) 13,9 (39) 0,996 5,3
220 y=8,168 x 108 xS, 0,9999 27,4 (76) 91,5 (254) 0,998 12,2
_A €
CBG-A 28101 268 y=1,733x107 xS, 0,9999 4,2 (12) 13,9 (39) 0,999 5,8
CBG 2854 0.1 205 y=4,762x 108 xS, 0,9999 18,9 (60) 63,1 (199) 0,996 21,0
' ' 273 y=2,137x10°% xS, 0,9999 14,2 (45) 47,5 (150) 0,997 0,5
CBD 291401 205 y=4,617 x 108 x S, 0,9999 19,5 (62) 65,1 (207) 0,998 21,7
' ' 274 y=1,839 x 108 xS, 0,9999 13,8 (44) 46,1 (146) 0,999 0,54
205 y=5774x108x S, 0,9999 23,3(81) 77,7 (271) 0,995 17,3
f
THCV 29.4+01 278 y=2,139 x 108 x S, 0,9999 15,4 (54) 51,4 (180) 0,996 0,47
220 y=1,007 x 107 x S, 0,9999 45,2 (137) 150,8 (457) 0,996 9,9
_A €
THCV-A 337+01 269 y=1,779 x 107 x Sy 0,9999 5,3 (16) 17,7 (53) 0,997 5,6
CBN 346401 215 y=6,793 x 108 x S, 0,9999 37,8 (122) 125,9 (405) 0,997 14,7
' ' 284 y=1,247 x 107 x Sy 0,9999 1,3(4,2) 4,3 (14) 0,996 8,0
209 y=6,343 x 108 x S, 0,9999 34,7 (110) 115,6 (368) 0,996 15,8
9_ f
ATTHC 39,0+01 279 y =2,492 X106 x S, 0,9965 21,4 (68) 71,2 (224) 0,996 04
207 y=7548 x 108 x S, 0,9999 50,9 (162) 169,8 (540) 0,995 13,2
8_ f
ALTHC 398+01 279 y=2,833x107 x Sy 0,9999 35,8 (113) 119,3 (372) 0,995 3.5
262 y=7270x108x S, 0,9999 0,4(1,2) 1,4 (4,1) 0,996 13,8
_A €
CBN-A 403=01 326 y =3,954 x 107 x Sy 0,9999 2,2 (6,6) 7,3(22) 0,996 2,5
CBL' 420402 210 y=6,044 x 108 x S, 0,9999 24,7 (78) 82,2 (261) 0,995 16,5
' ' 278 y=1,743 x10°%x S, 0,9998 10,2 (32) 33,8 (106) 0,995 0,6
- -7
CBC 430401 230 y =1,100 XlO_ x Sp 0,9999 17,0 (54) 56,6 (180) 0,997 9,1
279 y=2723x107 xS, 0,9999 2,0 (6,3) 6,6 (21) 0,996 3,7
A%-THC-A® 439+0,1 220 y=1,077 x 1077 x S, 0,9999 40,8 (114) 136,2 (380) 0,996 9,3
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271 y=1927x107 xS, 0,9999 4,2 (12) 14,1 (39) 0,995 5.2
199 y=1394x107 xS, 0,9996 36,1 (101) 120,3 (336) 0,995 7,2

_A e
CBC-A 46,3+0,1 254 y=8,045x 108 x S, 0,9997 0,4 (1,2) 15(4,0) 0,994 12,4
227 y=1,969 x 107 x S, 0,9999 43,5 (122) 145,1 (405) 0,994 51

_A®
CBL A 46,6 + 0.1 273 y = 3,472 X 1077 X Sn 0’9997 2,8 (7]9) 9,4 (26) 0,993 219
Chol 672+03 205 y=1,120x 107 x S, 0,892 1444.6 (3736) 48152 (12454) 0,091 45

2 Vnitini standard (3,5-dimethylphenol): 56 pg HPLCIS bylo pridavano do analyzovaného biologického vzorku; vysledny objem vzorki byl 1 ml. Rozsah hodnot HPLCIS: 20-
60 ug HPLCIS v 1 mL kalibraénich HPLCIS roztokd (rozsah nastfiku HPLCIS na C18 kolony: 0,4—1,2 pg/nastiik; objem néstfiku: 20 uL). ® Sy-plochy piku latek s DAD
analyzou; linedrni regrese prochazejici 0,0; pocet kalibraénich bodt pouzitych v kalibraci: 6 (tj. 6 set koncentraci HPLCIS, CBDs, a Chol standardt byly pouzity pro piipravu
kalibraéni ptimky); rozsah objemu nastfiku standardi CBDs a Chol rozpusténych v methanolu: 0,05-0,40 pg/nastiik. ©¢ LOD a LOQ hodnoty v zavorkach jsou vyjadieny v
pmol/mm. ¢ TF CBDs, HPLCIS a Chol piki. ¢ CBDs ve formé kyselin (CBDS-A). f Neutrdlni CBDs (CBDs-N).
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Obr. 7. C18-HPLC-DAD chromatogram pro 7 CBDs ve formé kyselin (CBDs-a), 9
neutralnich forem CBDs (CBDs-N), vnitini standard HPLCIS a Chol v roztoku methanolu.
Piky: IS, vnitini standard (3,5-dimetylfenol); 1, kanabidivarinova kyselina (CBDV-A); 2,
kanabidivarin (CBDV); 3, kanabidiolova kyselina (CBD-A); 4, kanabigerolova kyselina
(CBG-A); 5, kanabigerol (CBG); 6, kanabidiol (CBD); 7, A%-tetrahydrokankabidivarin
(THCV); 8, A%-tetrahydrokanabidivarinova kyselina (THCV-A); 9, kanabinol (CBN); 10, A°-
tetrahydrokanabinol (A%-THC); 11, A8-tetrahydrokanabinol (A®-THC); 12, kanabinolova
kyselina (CBN-A); 13, kanabicyklol (CBL); 14, kanabichromen (CBC); 15, A%-
tetranydrokanabinolova kyselina (A%-THC-A); 16, kanabichromenova kyselina (CBC-A);
cholesterol (Chol).

2.3.4. Analyza standardii a vzorki pomoci HPLC-DAD

Charakteristiky a analyza Cistych standardt v¢etné chromatogramu pii zvolené vinové délce
byly uvedeny v kapitole 2.3.3., na obrazku 7 a v tabulce 3. Analyticka metoda byla odzkousena
na rostlinném vzorku konopného semene a na vajecném Zloutku. Vhodné nastavené podminky
extrakce latek ze vzorku, vcetné parametri C18-HPLC-DAD analytické metody, vedly
k uspésné kvantifikaci latek ve vzorku. Jelikoz byla metoda rozsifena a detailné validovana na
$irsi rozsah vzorku rostlinného a zivocisného ptivodu, je detailné popsana v kapitole 3 (Metoda
C18-HPLC-DAD pro analyzu kanabinoidd a cholesterolu ve vzorcich rizného ptivodu). Ve
srovnani s vySe popsanou GC-MS metodou je piiprava vzorkll pro analyzu méné Casové
naro¢na a Cas analyzy pro analyzu vSech forem CBDs (CBDs-A a CBDs-N) je kratsi. Metoda
GC-MS na rozdil od HPLC-DAD poskytuje vyssi citlivost a moznost kvantifikace velmi
nizkych koncentraci latek ve vzorku. Diky knihovnam hmotnostnich spekter je piesnéjsi
vyhodnocovani naméfenych chromatogramii. Zaroven pak diky kvalitn€j$i separaci na

kapilarni GC-MS kolon¢, umoziiuje separaci vyssiho mnoZzstvi CBDs.
2.4. Priprava vzorki pro GC-MS a HPLC-DAD analytické metody
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Ptiprava vzorkli zivocisného pivodu jako je napt. biologicka tkdn nebo vajecny Zloutek
zahrnovala ¢tyfi extrakce n-hexanem. Ke vzorkim (0,8-1,2 g) bylo ptidano 3,5 ml n-hexanu a
50 uL roztoku GCIS (pied GC analyzami) nebo 20 pl roztoku HPLCIS (pfed HPLC analyzami)
a Vv ptipad¢ vaje¢ného zloutku 0,8-1,2 ml vody (tj. 100 puL vody/100 mg vzorku Zzloutku).
Vysledna smés byla intenzivné michana po dobu 30-40 min pomoci tiepacky (800 ot./min).
Pted odstranénim horni n-hexanové vrstvy byla smés centrifugovéana pti 4-5 °C (~5 minut;
3500 ot./min; r = 9 cm) a supernatant byl poté pfenesen do samostatné zkumavky. Nasledné
bylo ke zbytku ptidano 3,5 ml n-hexanu a extrak¢ni postup s tiepanim byl jesté jednou
opakovan. Poté bylo k ziskanému zbytku piidano 3,5 ml n-hexanu. Vysledna smeés byla
ponechana v ultrazvukové lazni po dobu 30—40 min pfi ~20 °C. Smés byla odstiedéna pii 4-5
°C (~5 min; 3500 ot./min; r =9 cm) a nasledn¢ byla n-hexanova vrstva pienesena do zkumavky
uréené pro sbér supernatantu. K vyslednému zbytku bylo opét pfidano 3,5 ml n-hexanu a
extrakce Vv ultrazvukové lazni byla jesté jednou opakovana. Nakonec byly vSechny vrchni
hexanové vrstvy spojeny a n-hexan byl odstranén pod N2; zbytek byl skladovén pti -78 °C az
do dalsiho zpracovani. Zbytek se znovu rozpustil ptimo pied chromatografickymi analyzami
(tj. GC-MS a HPLC) v 1 ml n-hexanu (pro GC-MS analyzy) nebo 1 ml HPLC-grade methanolu
(pro C18-HPLC-DAD analyzy). Stejny piedkolonovy postup (skladajici se ze &tyf n-
hexanovych extrakci) by mél byt aplikovan na homogenizované Cerstvé zvifeci tkan¢ (kvali
pritomnosti cholesterolu). U vzorku rostlinného ptivodu jako jsou komponenty krmnych smési
nebo krmné smési byly vzorky jemné rozdrceny (~500 mg) s 3,5 ml methanolu a 50 pl roztoku
GCIS (pted GC analyzami) nebo 20 pl roztoku HPLCIS (ptfed analyzami HPLC). Vysledna
sm¢s byla intenzivné michana po dobu 30—40 min pomoci tfepacky (800 ot./min). Smés byla
odstted’ovana po dobu ~3 min pii ~20 °C (13000 ot./min; r = 3 cm) a byl odebran supernatant.
Dale bylo k ziskanému zbytku pfidano 3,5 ml methanolu a extrakéni postup v tfepacce byl jeste
jednou opakovan. Nakonec bylo k vyslednému zbytku pfidano 3,5 ml n-hexanu. Ziskand smés
byla sonifikovana po dobu 30—40 min pii ~20 °C. Smés byla odstfedéna po dobu ~3 min pfi
~20 °C (13000 ot./min; r = 3 cm) a byl odebran supernatant. Poté bylo ke zbytku ptidano 3,5
ml n-hexanu a extrakce v ultrazvukové lazni byla jesté jednou opakovana. Nakonec byly
vSechny methanolové a n-hexanové vrstvy spojeny a organické rozpoustédla byla odstranéna
pod proudem N a skladovana pii -78 °C do dalsiho zpracovani. Ptfimo pred
chromatografickymi analyzami (tj. GC-MS a HPLC) byl zbytek znovu rozpustén v 1 ml n-
hexanu (pro GC-MS analyzy) nebo 1 ml methanolu (pro C18-HPLC-DAD analyzy). Vzorek
byl pro GC-MS anayzu pouzit a vysledna hodnota CBDs-A a CBDs-N. Nasledn¢ bylo 500 pl

roztoku n-hexanu obsahujiciho CBDs intenzivné¢ extrahovano po dobu 1-2 min 500 pl vodného
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0,1 M roztoku NaOH. Po intenzivni extrakci byla horni hexanova vrstva ptenesena do GC
vialky. Kvantifikace CBDs-N v odebraném supernatantu byla provedena pomoci programu
teplotniho gradientu v GC-MS. Vodna spodni vrstva pak obsahovala CBDs-A.

3. Metoda C18-HPLC-DAD pro analyzu Kkanabinoidi a
cholesterolu ve vzorcich rizného piivodu

3.1. Popis analyzovanych vzorki

Pro analyzu C18-HPLC-DAD bylo pouZzito osm ruznych biologickych vzork: [1] konopna
semena odriidy Cannabis sativa L. Futura-(1) (Agritec Plant Research s.r.o. Sumperk, Ceské
republika); [2] konopna biomasa-(2) (odpadni produkt po ¢isténi semen konopi obsahujici
semena a ¢asti rostlin; smés odrud Biolobrzeski, Santhica a Futura v poméru 10:10:40; Biohemp
s.r.0. Praha, Ceska republika); [3] konopna biomasa-(3) (odriida Futura; Biohemp s.r.o0. Praha,
Ceska republika); [4] krmna smés-(4) pro brojlerové kufata s obsahem 9 % konopné biomasay-
(2); [5] krmna smé&s-(5) pro nosnice s obsahem 9 % konopné biomasy-(3); [6] vzorek kufeciho
masa-(6) (maso brojlerovych kufat krmenych krmivem odpovidajicim sloZeni krmné smési-
(4)); [7] vzorek vajeéného Zloutku-(7) (vejce nosnic krmenych krmnou smési-(5)) a [8] vzorek
trusu-(8) (vykaly brojlerovych kufat krmenych krmnou smési (5) byly v celém experimentu
krmeny brojlery s krmnou smési (5)). Ve véku 35 dnti byl experiment s kutaty ukonéen a pro
analyzu bylo odebrano maso z prsou (Pectoralis major). Vzorek trusu z pokusu s brojlerovymi
kufaty byl odebran 5 dni pfed koncem experiment. Nosnice byly krmeny odpovidajici krmnou

smési po dobu 9 tydni pies odebranim vzorku zloutku.

3.2. Validace HPLC-DAD metody pro rizné biologické materialy

Analyza vzorkt a validace metody byla provedena metodou C18-HPLC-DAD s uvedenymi
parametry pfistroje popsanymi v kapitole 2.3. Koncentrace jednotlivych CDBs nebo Chol v
biologickych materialech [1-8] byly analyzovdny ve cCtyfech opakovani a vypocteny jako
pramér, pficemz byla vypoctena smérodatnd odchylka (primér = SD) (Tab. 4). Pfesnost (intra
a inter-assay variaéni koeficienty) metody a chromatografické analyzy CBDs a Chol v
biologickych materialech [1-8], byla vypoétena na zakladé osmi postupii piiprav biologickych
vzorki a poté nasttiki zpracovaného vzorku (intra-assay a inter-assay opakovatelnost; """RSD,
%, "RSD, %) (Tab. 5, 6). U¢innost extrakce (E, %; tab. 7) byla vypoétena na zékladé &ty
extrakci pouzitych v postupu piipravy vzorku (Iextrakce) @ poté dvou extra extrakénich postupech
(T extrakce @ ™ @llextrakce), zahrnujici kazdy z téchto &tyt extrakénich krokt. Uginnost extrakce

(E, %) byla tedy vypoctena nasledovné¢:
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— t t
E, % = (lextrakce/ (lextrakce + & ra|extrakce + &Xte) |extrakce)) x 100%

Pfesnost metody byla také testovana pridanim znamych mnozstvi CBDs a Chol standarda k
testovanym biologickym materialim a vypoctem procentudlniho vytézku (R, %) (Tab. 7).

Procentudlni vytézek metody byl vypocten nasledovné:

R, % = ((an _ OSn) > 100%)/Standardsn’

kde °S, and S, jsou méfeni (jako plochy piku) pred a po pfidani kanabinoidu nebo standardu
Chol do analyzovanych biologickych vzorki, v daném pofadi; a S®%9Sn je mnozstvi (jako
plocha piku) piidaného kanabinoidu nebo standardu Chol do analyzovanych biologickych
vzorki. Dosazené vysledky (Tab. 5, 6) ukazuji, ze metoda C18-HPLC-DAD pro analyzu CBDs
v testovanych biologickych materidlech dosahuje dostate¢né piesnosti a opakovatelnosti
("™PRSD a MRSD, %). Vysledky shrnuté v tabulce 7 ukazuji, Ze nas laboratorni postup
ptipravy zajistil uspokojivou ucinnost extrakce CBDs (75,7 % < E, % < 100 %) a tabulka 8
vytéznost (74,3 % <R, % < 136,1 %) z rostlinnych [1-5] a Zivo¢isnych [6-8] materiala. Tabulka
9 uvadi koncentrace volného Chol ve vzorcich zivoc¢isného ptivodu vcetné vSech validac¢nich
parametrd. Stanoveni volného Chol v téchto vzorcich bylo nasledné srovnano s pouzivanou
metodou GC-FID pro stanoveni celkového Chol. Vysledky ukazuji, ze byla vyvinuta originalni
metoda C18-HPLC-DAD pro analyzu fyziologicky vyznamnych CBDs (sedm CBDs-A a devét
CBDs-N) a volného Chol ve vzorcich rostlin a zvitat. Methanol a n-hexan se ukazaly byt
vhodnymi rozpoustédly pro kvantitativni extrakci analyzovanych CBDs-A a CBDs-N, kter¢ se
vyskytuji v testovanych biologickych vzorcich v Sirokém koncentraénim rozmezi, s pouzitim
Dulezité je, ze pro ucinnou extrakci Chol a CBDs ze vzorki zivoc¢isného ptivodu se doporucuji
Ctyfi extrakce n-hexanem. Koncentrace Chol v rostlinnych materialech jsou obvykle velmi

nizké.
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Tab. 4. Koncentrace? (ug/g) CBDs ve vybranych 8 biologickych vzorcich [1-8] (rostlinny a zivo¢i$ny material); praimérné hodnoty 4 opakovani®.

b

Analyt ¢Konopné semeno ¢Konopna ¢Konopna ¢ Krmna ‘Krmna Kufteci maso- Vajény dKufeci trus-
Futura-(1) biomasa-(2) biomasa-(3) smés-(4) smés-(5) (6) Zloutek-(7) (8)
CBDV-A 0,645 + 0,022 113,1+2.2 69,9+2,8 11,6 +0,7 3,38+0,12 0,054 +0,000 0,032+0,002 0,275+ 0,007
CBDV 1,55+0,03 1145+ 11,8 23,8+0,7 12,108 6,36 + 0,26 0,020 £ 0,002 n.d. 1,06 £ 0,05
CBD-A 46,324 31954 + 69,8 3073,0 + 46,1 396,6 + 23,1 126,945 0,202+0,001 0,352 +0,029 20,4+0,3
CBG-A 2,14+ 0,07 5213+7/4 642+35 92,5+6,0 6,62 + 0,44 0,034 +0,003 0,024 + 0,001 3,51+0,34
CBG 1,82+0,10 935,9+£20,2 29,1+0,3 474+45 1,98 +£0,20 n.d. 0,026 + 0,002 1,11 £0,04
CBD 9,14 + 0,23 4530,8 + 86,5 14183 £ 31,6 236,6 + 14,8 102,1+4,3 n.d. 0,235+ 0,013 5,63 +0,38
AS-THCV n.d.c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AS-THCV-A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN n.d. 749+21 21,8+0,6 2,07+0,12 1,58 +0,08 n.d. 0,018+ 0,002 0,308 + 0,007
A%-THC 0,226 + 0,017 434,8+6,9 54,3+0,5 373+2,12 3,69 + 0,20 n.d. n.d. n.d.
A8-THC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN-A 0,099 + 0,007 7,09 + 0,58 11,5+ 0,6 1,36 £ 0,10 0,444 + 0,040 n.d. n.d. 0,395 + 0,006
CBL n.d. 672+ 1,5 14,0+ 0,9 2,74+ 0,13 1,17+ 0,04 n.d. n.d. n.d.
CBC 0,964 + 0,035 692,3 + 4,4 110,1£4,1 421+0,45 6,96 + 0,73 0,063 +0,001 0,103 +0,009 1,75 + 0,04
A%-THC-A 0,657 + 0,039 39,5+2,.2 444+1,8 8,82+0,70 0,796+0,080 0,089+0,007 0,119+0,008 0,732+0,016
CBC-A 2,48 £ 0,15 252, 7+ 11,9 1293+ 6,7 39,9+2,8 7,12+ 0,42 0,028 + 0,001 n.d. 2,72+ 0,04
Celkovy obsah CBDs 66,0 10979,6 5063,6 893,1 269,1 0,490 0,909 37,9

3Koncentrace CBDs se smérodatnymi odchylkami (£SD) v analyzovanych biologickych materidlech [1-8] byly stanoveny pomoci UV-vinové délky (A) uvedené v tabulce 3. °
Pocet opakovani: 4 (tj. 4 predkolonové pripravy stejného vzorku a poté samostatnynastiik vzorku). ¢ Koncentrace volného CHol byla pod limitem detekce (LOD). ¢Vzorek trusu
byl lyofilizovany; obsah susiny by 25,93 %. ¢ n.d.-latka nebyla detekovana.
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Tab. 5. Stanoveni® intra-assay varia¢nich koeficientd, % (""™?RSD, %) koncentraci CBDs ve vybranych rostlinnych a Zivo¢isnych materialech pro

posouzeni opakovatelnosti pfi stejnych podminkach v jednom dni.

Analyt Konopné semeno Konopna Konopna Krmna Krmna Kufteci Vajény Kufeci
Futura-(1) biomasa-(2) biomasa-(3) smés-(4) smés-(5) maso-(6) Zloutek-(7) trus-(8)
CBDV-A 3'40 (268 nm) 1,97 (268 nm) 3,94 (268 nm) 5,87 (268 nm) 3’39 (268 nm) 0,66 (268 nm) 7,39 (268 nm) 2]54 (268 nm)
CBDV 2,07 @73 nm) 10,29 (205nm) 3,02 (205m) 6,33 (205mm) 4,09 (@05 nm) 8,75 (205 nm) n.d. 4,29 (205 nm)
CBD-A 5,21 @2Lm) 2,18 @21 1,50 @80m) 5.8 (268m) 354 @8m) (66 @M g 33@em) 55 @68
CBG-A 3'03 (220 nm) 1,42 (220 nm) 5,51 (220 nm) 6,51 (268 nm) 6,71 (268 nm) 8,32 (268 nm) 5,40 (268 nm) 9,60 (268 nm)
CBG 5,60 (273 nm) 2’15 (205 nm) 1,08 (205 nm) 9755 (205 nm) 9,84 (205 nm) n.d. 6,32 (205 nm) 3’22 (205 nm)
CBD 2,54 @05 1,91 @74 2,23 @74m) g7 @74nm) 4,9 @74nm) n.d. 5,50 @5 6,71 @05
AS-THCV n.d.c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
A%-THCV-A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN n.d. 2,78 (215 nm) 2,66 (215 nm) 5,76 (215 nm) 5709 (284 nm) n.d. 8,05 (284 nm) 2’11 (284 nm)
AS-THC 7,46 (209 0m) 1,58 (209 nm) 0,93 (209 nm) 5,67 (209nm) 5,29 (209nm) n.d. n.d. n.d.
A%-THC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN-A 7,14 (262 nm) 8,14 (262 nm) 5753 (262 nm) 7701 (262 nm) 8,92 (262 nm) n.d. n.d. 1,56 (262 nm)
CBL n.d. 2,15 (10nm) 6,31 210nm) 4,77 100m 3,34 (100m) n.d. n.d. n.d.
CBC 3,64 19 nm 0,64 @79 nm) 3,71 @remm 10,80 @79mm) 10,51 @79nm) 2 26 (279 nm) 9,00 @78 nm) 2,06 @79 nm)
A°-THC-A 6,00 @71 nm 5,47 @r1nm) 3,98 (210nm) 7,96 @10nm) 9,99 @rinm) 8,15 @r1nm) 6,60 @1nm) 2,15 @rinm)
CBC-A 5,93 (254 nm) 4’72 (254 nm) 5,14 (254 nm) 6,89 (254 nm) 5,89 (254 nm) 3713 (254 nm) n.d. 1’51 (254 nm)

aDAD sledovana vlnova délka (A, nm) detekovanych CBDs je uvedena v zavorkach. ® Poget opakovani: 4 (tj. étyfi nastfiky stejného vzorku pfipraveny stejnym piedkolonovym
postupem piipravy). © n.d.-latka nebyla detekovana.
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Tab. 6. Stanoveni® inter-assay variaénich koeficientt, % ("MRSD, %)° koncentraci CBDs ve vybranych rostlinnych a Zivo¢isnych materialech pro

posouzeni opakovatelnosti v riiznych dnech.

Analyt Konopné semeno Konopna Konopna Krmna Krmna Kufteci Vajény Kufeci trus-
Futura-(1) biomasa-(2) biomasa-(3) smés-(4) smés-(5) maso-(6) Zloutek-(7) (8)
CBDV-A 7,44 5,43 13,49 8,90 14,13 3,37 2,48 11,29
CBDV 8,77 10,24 14,90 0,09 7,28 14,98 n.d. 1,87
CBD-A 2,88 2,81 13,20 6,92 14,12 19,67 12,77 1,13
CBG-A 5,16 4,53 16,87 9,67 13,55 3,03 6,16 0,45
CBG 2,00 7,90 15,36 4,59 13,01 n.d. 0,61 7,65
CBD 3,39 5,74 13,93 3,79 10,58 n.d. 6,78 4,31
AS-THCV n.d.c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AS-THCV-A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN n.d. 4,72 14,58 1,49 12,77 n.d. 6,02 2,81
A%-THC 2,63 5,28 12,99 5,24 1,38 n.d. n.d. n.d.
A8-THC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN-A 2,91 10,34 15,57 7,28 15,83 n.d. n.d. 5,41
CBL n.d. 2,70 12,88 3,55 8,80 n.d. n.d. n.d.
CBC 5,43 5,92 13,76 2,82 8,19 16,38 7,70 2,53
A%-THC-A 3,78 0,88 11,40 6,59 14,88 18,48 9,90 2,46
CBC-A 4,35 5,58 14,94 7,85 14,27 13,10 n.d. 3,52

aDAD sledovand vinova délka (A, nm) stejnd jako v tabulce 5. ° Podet opakovani: 8 (tj. Styfi nastiiky stejného vzorku pfipraveny stejnym predkolonovym postupem piipravy v
jednom dni a étyfi nastiky vzorky pfipravené v jiném dni). ¢ n.d.-latka nebyla detekovana.
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Tab. 7. Uéinnost extrakce (E, %)? latek z analyzovanych biologickych vzorki vypoétené na zakladé stanoveni koncentrace® CBDs ve vzorku

Analyt Konopné semeno Konopna Konopna Krmna Krmna Kufeci Vajény Kufeci
Futura-(1) biomasa-(2)  biomasa-(3) smés-(4) smés-(5) maso-(6) Zloutek-(7) trus-(8)
CBDV-A 100,0 92,4 89,6 96,1 94,2 94,0 92,1 90,6
CBDV 100,0 97,3 95,5 95,8 95,4 94,0 n.d. 95,6
CBD-A 93,0 87,5 94,0 97,4 95,6 96,7 91,9 84,7
CBG-A 93,8 90,9 94,7 97,9 96,9 89,4 92,2 88,0
CBG 97,6 99,7 98,9 99,7 99,6 n.d. 92,2 99,0
CBD 97,4 98,4 98,4 99,8 99,5 n.d. 91,8 97,2
AS-THCV n.d.c n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AS-THCV-A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN n.d. 98,3 98,7 100,0 98,9 n.d. 92,3 80,7
AS-THC 94,3 98,2 97,3 99,8 92,1 n.d. n.d. n.d.
A8-THC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CBN-A 99,8 98,5 87,7 95,8 92,9 n.d. n.d. 84,9
CBL n.d. 98,5 98,7 93,5 91,3 n.d. n.d. n.d.
CBC 96,3 98,7 98,7 96,7 99,0 95,8 94,2 86,5
A%-THC-A 96,7 79,5 91,9 97,7 90,6 97,8 95,6 86,8
CBC-A 99,2 75,7 90,9 98,3 96,4 92,2 n.d. 89,8

2E, % byla vypoctena na zakladé 4 extrakci CBDs piedkolonovou extrakéni metodou a poté dvémi dalsimi extra sety 4 extrakci. ® Koncentrace CBDs ve stanovenych
biologickych vzorcich byla stanovena s vyuZitim UV-vinovych délek (1) jako v tabulce 4. © n.d.-latka nebyla detekovana.
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Tab. 8. Vytéznost? (R, %) 2,5 ug® CBDs standardi ptidanych do analyzovanych biologickych materiald.

Analyt Konopné semeno Konopna Konopna Krmna Krmna Kureci Vajény Kufeci trus-
Futura-(1) biomasa-(2) biomasa-(3) smés-(4) smés-(5) maso-(6) Zloutek-(7) (8)
CBDV-A 79,2 (268 nm) 91,2 (268 nm) 97,1 (268 nm) 10112 (268 nm) 88,8 (268 nm) 88,1 (268 nm) 86,8 (268 nm) 86,6 (268 nm)
CBDV 82,9 (205 nm) 97,3 (205 nm) 89,9 (205 nm) 104,4 (205 nm) 91’2 (205 nm) 87,0 (205 nm) 85,7 (205 nm) 91,5 (205 nm)
CBD-A 104’0 (221 nm) 121,0 (221 nm) 105,5 (268 nm) 100,6 (268 nm) 113,3 (268 nm) 90,2 (268 nm) 87,1 (268 nm) 104,8 (268 nm)
CBG-A 74,3 (220 nm) 96,2 (220 nm) 100’9 (220 nm) 97’4 (268 nm) 11374 (268 nm) 94’2 (268 nm) 86,3 (268 nm) 11277 (268 nm)
CBG 87,7 (205 nm) 110’0 (205 nm) 88,1 (220 nm) 111,6 (205 nm) 89,2 (205 nm) 94’0 (205 nm) 89,6 (205 nm) 106,1 (205 nm)
CBD 84,0 (205 nm) 112,9 (274 nm) 100,3 (274 nm) 107,4 (274 nm) 96,4 (274 nm) 87,5 (205 nm) 82,4 (205 nm) 103,2 (205 nm)
Ag-THCV 96,4 (205 nm) 92,4 (205 nm) 100,7 (205 nm) 89,2 (205 nm) 103,0 (205 nm) 108,6 (278 nm) 103,8 (278 nm) 112,7 (205 nm)
Ag-THCV-A 81,0 (220 nm) 93’2 (220 nm) 9473 (220 nm) 91’0 (220 nm) 9474 (220 nm) 96,1 (220 nm) 89,5 (220 nm) 10179 (220 nm)
CBN 68,4 (215 nm) 98,2 (284 nm) 80,8 (215 nm) 88,8 (215 nm) 88,4 (215 nm) 87,6 (215 nm) 78,4 (284 nm) 92’2 (215 nm)
Ag-THCC 101’3 (209 nm) 104,6 (209 nm) 136,1 (209 nm) 104,8 (209 nm) 112,1 (209 nm) 86,4 (209 nm) 102]0 (279 nm) 79]4 (279 nm)
As-THC 91,8 (207 nm) 99,8 (207 nm) 94'3 (207 nm) 101,6 (207 nm) 91,8 (207 nm) 104,4 (207 nm) 105]4 (279 nm) 101,2 (207 nm)
CBN-A 81,0 (262 nm) 89,8 (262 nm) 9272 (262 nm) 97,6 (262 nm) 86,7 (262 nm) 88,8 (262 nm) 92’5 (262 nm) 87,9 (262 nm)
CBL 87,5 (210 nm) 89,7 (210 nm) 91,8 (210 nm) 91’4 (210 nm) 85,0 (210 nm) 95,6 (210 nm) 93]0 (210 nm) 11070 (278 nm)
CBC 90,0 (279 nm) 101,6 (279 nm) 112,3 (279 nm) 97]0 (279 nm) 96,7 (279 nm) 100,2 (279 nm) 98,1 (279 nm) 96,9 (279 nm)
AQ-THC-A 79,8 (271 nm) 88,0 (271 nm) 99,1 (271 nm) 102,5 (271 nm) 88,2 (271 nm) 91,2 (271 nm) 85,6 (271 nm) 96,8 (271 nm)
CBC-A 79,2 (254 nm) 91’2 (254 nm) 97,1 (254 nm) 101’2 (254 nm) 88,8 (254 nm) 88,1 (254 nm) 86,8 (254 nm) 86,6 (254 nm)

aDAD-sledovana vinové délka (A, nm) je uvedena v zavorkach. ® Mnozstvi pfidanych CBDs standardii bylo 2,5 ug s vyjimkou A%-THC. 0,25 pg A°-THC bylo ptiddno

k biologickym vzorkum.
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Tab. 9. Koncentrace volného a celkového Chol ve zpracovanych vzorcich Zivo¢isného puvodu

Analyt Kuieci Vajetny Kuieci trus-
maso-(6) Zloutek-(7) (8)2
Obsah volného Chol (mg/g) analyzované C18-HPLC-DAD" 0,279 £ 0.006 9,82 +0.21 0,627 £ 0.034
Intra assay variaéni koeficient ("*RSD, %); 4 opakovani 2,08 2,09 5,39
Inter assay varia¢ni koeficient (""*'RSD, %); 8 opakovani 7,74 4,00 5,63
Utinnost extrakce volného Chol (E, %)° 62,7 98,9 98,8
Vytéznost metody (R, %)° 109,4 101,2 105,8
Obsah (mg/g) celkového Chol analyzovino pomoci GC-FID methody® 1,227 12,88 0,926

3Vzorek trusu byl lyofilizovan; obsah susiny byl 25,93%. " E, % byla vypoctena na zakladé 4 extrakci CBDs predkolonovou extrakéni metodou a poté dvémi dalsimi extra sety
4 extrakei. ¢ Vytéznost 0,215 mg of Chol ptidaného do biologickych vzorki. ¢ Vzorky pro stanoveni cholesterolu v mase, Zloutku a trusu, lipidy byly zmydelnény a nezmydelnéna
hmota byla extrahovana diethyletherem v souladu s ISO 3596:2011. Silylové derivaty byly pfipraveny pomoci trimethylsilylovych (TMCS) a hexamethyldisilazanovych
(HMDS) silyla¢nich ¢inidel (Sigma-Aldrich, Ceska republika) a analyzovany na plynovém chromatografu vybaveném plamenové ionizaénim detektorem a kapilarni kolonou
(sériové ¢islo US 1621146H; ¢islo dilu 19091-413; kolona 30 m x 0,32 mm i.d., 0,25 pm tloustka vrstvy; Agilent J&W HP-5; USA), ktery byl provozovan izotermicky pii 285
°C (objem nastiiku: 1 pl).
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Zavér

Byly zavedeny a validovany analytické metody pro kvantifikaci fyziologicky nejvyznamnéjsich
CBDs vriznych vzorcich biologického plvodu. Soucasti metod byla také moznost
kvantifikace volného Chol. Mezi pouzité analytické metody byly zafazeny GC-MS a HPLC-
DAD, které jsou v soucasné dob¢ velice rozsiené a pouzivané v analytické praxi. Metoda GC-
MS zahrnovala analyzu 17 CBDs a metoda HPLC-DAD zahrnovala analyzu 16 CBDs. Lepsi
separace latek na kapilarni kolon¢ GC-MS umoziiovala analyzu vyssiho mnozstvi CBDs.
metody pro kvantifikaci nederivatizovanych CBD-N, CBD-A a Chol v biologickych
materialech. Dal$im vyznamnym védeckym pokrokem této studie bylo pouziti piedkolonové
extrakce roztokem NaOH k odstranéni CBDs-A ptitomnych v analyzovanych vzorcich. Tato
origindlni metoda GC-MS muze byt pouzita pro jednoduchou a selektivni kvantifikaci
stopovych koncentraci nederivatizovanych CBDs a Chol v biologickych materialech bohatych
na endogenni slozky. Metoda GC-MS muze pak mit vétsi pouzitelnost pro rutinni analyzu
stopovych mnozstvi nederivatizovanych CBDs-N, CBDs-A nebo/a Chol v biologickych
vzorcich ve srovnani s kapalinovou chromatografii, jako je HPLC/UHPLC nebo HILIC s
reverzni fazi. Pro budouci studie je mozné navrhnout implementaci delsi kapilarni GC kolony
(napt. 60 m) a techniky GC-MS/MS pro stanoveni nederivatizovanych CBDs, Chol a moznou
analyzu oxidovaného Chol (Ox-Chol) v zivocisnych tkanich (zejména bohatych na Chol) a
nederivatizovanych rostlinnych materialech, jako je konopi. Tyto nové analytické techniky
mohou zlepsit selektivitu, citlivost, pfesnost a ptesnost kvantifikace CBDs, Chol a Ox-Chol v
biologickych vzorcich (zejména ve vzorcich zvifat). Zaroven byly navrZeny origindlni
predkolonové postupy extrakce vzorku pro metodu C18-HPLC-DAD pro soucasnou analyzu
fyziologicky vyznamnych CBDs (sedm CBDs-A a devét CBDs-N) a volného Chol ve vzorcich
rostlin a zvifat. Methanol a n-hexan se ukdzaly byt vhodnymi rozpoustédly pro kvantitativni
extrakci analyzovanych CBDs, které se vyskytuji v testovanych biologickych vzorcich v
hmotnosti zpracovanych biologickych vzorkd. Pro t¢innou extrakci Chol a CBDs ze vzorki
zivocisného piivodu se doporucuji ¢tyfi extrakce n-hexanem. Koncentrace Chol v rostlinnych
materidlech jsou obvykle velmi nizké. Navrzené postupy pfipravy vzorku, nasledované
originalni C18-kapalinou chromatografii s optimalizovanym monitorovanim DAD umoZnily
soucasnou kvantifikaci CBDs-A a CBDs-N a také volného Chol v rostlinnych a zivocisnych

materidlech. Citliva a selektivni kvantifikace CBDs je dulezita, zejména v potravinaiskych
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produktech, protoZe piesné monitorovani psychotropnich forem CBDs (jako je napt. A°-THC)
je obzvlasté dalezité. Detailni validace standardnich latek u GC-MS a HPLC-DAD analytické
metody véetné detailni validace na rizné biologické materialy u metody HPLC-DAD byla
popsana v této studii a je dilezitym ukazatelem pouzitych analytickych postupti. Ob¢ pouzité
analytické metody s sebou nesou jak vyhody, tak nevyhody, mezi které je mozné zatadit riznou
casovou narocnost pii ptipravé vzorkli a samotné chromatografické analyze, tak i citlivost a

ucinnost separace danych analytickych metod.
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