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SANTRUMPOS

e A8-THC - A8-tetrahidrokanabinolis

e A9-THC - A9-tetrahidrokanabinolis

e CBC - kanabichromenas

e CBD - kanabidiolis

e CBDA — kanabidiolio ruigstis

e CBDV - kanabidivarinas

e CBG — kanabigerolis

e CBGA —kanabigerolio rugstis

e CBL —kanabiciklolis

e CBN - kanabinolis

e CNS - centriné nervy sistema

e COVID - 19 — koronavirusiné liga 19

e CRM — sertifikuota pamatiné¢ medziaga

e DAD - diody matricos detektorius

e ECS - endokanabinoidiné sistema

e ES - Europos Sajunga

e GC-MS- dujy chromatografija - masiy spektrometrija
e HPLC — efektyvioji skyséiy chromatografija

e LC —skys¢iy chromatografija

e LoD — aptikimo riba

e LoQ - kiekybinio nustatymo riba

e MeOH - metanolis

e PSO - Pasauliné sveikatos organizacija

e RSD - santykinis standartinis nuokrypis

e RSDpooled — jungtinis santykinis standartinis nuokrypis
e SARS-CoV-2 — sunkus timinio respiracinio sindromo koronavirusas 2
e THC — tetrahidrokanabinolis

e THCA — tetrahidrokanabinolio rugstis

e THCV - tetrahidrokanabivarinas



IVADAS

Pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.) — tai vienas i§ populiariausiy augaly Siuolaikinéje
visuomenéje, sukéles jvairias diskusijas dél savo terapinio poveikio Zzmogaus sveikatai ir tapes labiausiai
studijuojamu augalu pasaulyje (Pellati ir kt., 2018). Pluostiné¢ kanapé yra labai kompleksiska savo
sudétimi - turi daugiau nei 500 skirtingy junginiy, kuriy koncentracija augale priklauso nuo daugelio
iSoriniy ir vidiniy veiksniy. Visgi, Sis augalas sulauké didelio susidoméjimo ne dél savo
kompleksiskumo, o dél tik Siam augalui buidingy meroterpenoidiniy junginiy — kanabinoidy (Appendino
ir kt., 2011). Kanabidiolis (CBD) bei tetrahidrokanabinolis (THC) — tai labiausiai paplitg ir didziausig
farmakologinj poveikj turintys kanabinoidai, atsakingi uz prieSuzdegiminj, prieSvézinj, antikonvulsinj,
antiemetinj, neuroprotekcinj bei analgetinj pluostiniy kanapiy poveikj (Alexander, 2016). Remiantis Siy
kanabinoidy koncentracijomis kanapése yra iSskiriami du tipai — pluostinés kanapés, kurios naudojamos
pramoniniams tikslams bei kuriose vyrauja CBD ir medicininés kanapés, kuriy sudétyje yra daugiau
THC. Medicininiy kanapiy arba marihuanos auginimas bei vartojimas yra grieZtai kontroliuojamas visoje
Europos Sajungoje (ES), todél kanapiy augintojai turi laikytis griezty reikalavimy bei kultivuoti tik tas
rasis, kuriose yra maziau nei 0,2 % THC (EMCDDA, 2020).

Remiantis 2019 mety duomenimis, Lietuva yra antroji Salis po Pranciizijos, kuri augina didZiausius
plotus pluostiniy kanapiy visoje Europos Sajungoje (Agroeta, 2020). Lietuvoje kaip ir Europoje galioja
tie patys jstatymai, kurie apibrézia, kad galima kultivuoti ir gaminti produktus tik i§ ty pluostiniy kanapiy
rasiy, kuriose néra daugiau nei 0,2 % THC (Lankauskas, 2020). Dél Sios prieZasties, yra reikalingi tikslas
bei kokybiski metodai, kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L.
produktuose. Verta paminéti, kad pluostinése kanapése kanabinoidai yra sintetinami rtgStinémis
formomis, kurios veikiant $viesai ar Silumai, dekarboksilinimo reakcijos metu virsta j savo neutralias
formas. Dél Sios prieZasties, yra reikalingi metodai, kurie gebéty nustatyti ne tik neutraliy kanabinoidy
koncentracijas, bet ir riigStiniy jy formy, kadangi tai turi jtakos bendrai kanabinoidy koncentracijai
pluostinése kanapése. Vienas i$ jy — efektyvioji skysciy chromatografija (HPLC), kuri leidZia per trumpa
laikg identifikuoti visas kanabinoidy formas bei jvertinti tikslig jy koncentracija méginiuose. Visgi, dar
néra jokio standartizuoto HPLC metodo, kuris biity naudojamas kanabinoidy detekcijai ir koncentracijos
nustatymui kanapiy produktuose. D¢l Sios priezasties, pagrindinis baigiamojo magistrinio darbo tikslas
buvo validuoti laboratorijoje sukurtg ir optimizuota efektyviosios skys€iy chromatografijos metoda,

skirta kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L. produktuose.



Darbo tikslas: Validuoti laboratorijoje sukurta ir optimizuotg efektyviosios skys¢iy
chromatografijos metoda ir jj pritaikyti pagrindiniy 8 kanabinoidy identifikavimui bei koncentracijos
nustatymui pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa L.) produktuose.

e Darbo uzdaviniai:

o Isisavinti laboratorijoje sukurtg ir optimizuotg efektyviosios skysciy chromatografijos
(HPLC) metoda, skirtg 8 kanabinoidy kiekybiniam nustatymui;

o Atlikti Cannabis sativa L. méginiy stabilumo studijas bei parinkti tinkamiausias salygas
méginiy saugojimui;

o Atlikti HPLC metodo, skirto kanabinoidy nustatymui pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa
L.) produktuose, validavima;

o Atlikti kanabinoidy analizg pasirinktuose 6 Cannabis sativa L. produktuose (biomaséje,
arbatose, maisto papilduose ir aliejuje).



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.)

Pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.) — tai viena i$ seniausiai auginamy augaliniy kultiiry,
kilusiy i§ Azijos, kuri pramoniniams tikslams buvo pradéta naudoti daugiau nei pries 6000 mety (Burgel
ir kt., 2020; Atakan, 2012). Sis Zolinis augalas priklauso magnolijony $eimai — Cannabaceae, kuri pagal
genetinius, botaninius bei cheminés sudéties skirtumus gali biiti skirstoma j tris pagrindines kanapiy raisis
— Cannabis sativa L., Cannabis ruderalis bei Cannabis indica. Remiantis Siuolaikine pluostiniy kanapiy
klasifikacija yra priimta naudoti bendrinj pavadinimg visoms trims augaly rasims apibtdinti — Cannabis
sativa L. — bei skirstyti jas tik pagal chemotipa, kuris priklauso nuo pagrindiniy kanapes sudaranciy
cheminiy junginiy — kanabinoidy — koncentracijos (Thomas ir EISohly, 2016; Mandrioli ir kt., 2019).

Nors zinoma daugiau nei 50 000 galimy pluostiniy kanapiy panaudojimo biidy, didziausia
susidoméjimg jos kelig dél savo gydomojo poveikio (Open Access Government, 2020). Batent dél jo,
C.sativa L. gali buti traktuojama kaip vienas i$ kontroversiskiausiy augaly Siuolaikinéje visuomenéje (De
Backer ir kt., 2009). Medicinoje Cannabis sativa L. gali biiti naudojama dviejy tipy — kaip medicininé
kanapé arba marihuana (McRae ir Melanson, 2020). Medicininé kanapé¢ — tai C.sativa L. veislé, kuri turi
priesingg fitochemine sudétj nei narkotiné medziaga — marihuana. Sis tipas turi mazg kiekj
psichoaktyvios medziagos tetrahidrokanabinolio (THC) bei didele koncentracijg kanabidiolio (CBD),
kuris pasizymi antipsichoziniu, priesvéziniu bei neuroprotekciniu poveikiu (Zivovinovic ir kt., 2018).
Kaip jau minéta, kita C. sativa L. veislé, kuri remiantis Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO)
duomenimis, yra daugiausiai pasaulyje suvartojama narkotiné medziaga - marihuana (Bridgeman ir
Abazia, 2017). PrieSingai nei medicininé kanapé, marihuana turi mazesn¢ kanabidiolio bei didesng
tetrahidrokanabinolio koncentracija, kuris atsakingas uz $io augalo psichoaktyvy poveikj. Dazniausiai
kanapése yra randama iki 0,3 % THC, ta¢iau marihuanoje $is Kiekis gali siekti daugiau nei 20 % ir batent
dél Sios priezasties daugelyje pasaulio $aliy, $io C.sativa L. tipo vartojimas yra grieztai reguliuojamas
arba i8vis draudziamas (Ifeluva ir kt., 2020). Europos Sajungoje yra leidziama tik ty pluostiniy kanapiy
rasiy kultivacija, kuri turi mazesnj kiekj nei 0,2 % THC (Hadener ir kt, 2019). Lietuvoje 2019 metais
jsigaliojo jstatymas, kuriame numatyta, kad pacientai sergantys sunkia epilepsijos forma, ZIV/AIDS arba

véziu, gali vartoti medicinines kanapes simptomy palengvinimui (Cannabis business plan, 2020).



1.1.1. Fitochemin¢ pluostiniy kanapiy sudétis

Pluostiné kanapé yra kompleksiskas augalas, kuriame randama daugiau nei 500 skirtingy junginiy,
i§ kuriy didziausig dalj sudaro terpenai, kurie atsakingi uz unikaly kanapiy aromatg. Nors Sie
fitochemikalai uzima pirmaja vietg pagal paplitimg, Cannabis sativa L. sulauké didelio susidoméjimo ne
dél jy, o dél junginiy, kurie yra paplite tik kanapése ir yra atsakingi uz jos biologinius aktyvumus —
kanabinoidy (Mudge ir kt., 2017). Fitokanabinoidai - tai meroterpenoidy klasé, kurig sudaro daugiau nei
100 nariy. Sie junginiai yra sintetinami C.sativa L. augalo liaukiniy trichomy sekretorinése lastelése is
poliketidy ir monoterpeny fragmenty, kuriems susijungus susidaro visy kanabinoidy pirmtakas —
kanabigerolio ragstis (CBGA) (Ramawat ir Merillon, 2013). Visi fitokabinoidai gali biti skirstomi j dvi
grupes — pagrindinius ir antrinius (angl. minor). Pirmajai grupei priklauso kanabidiolis (CBD),
tetrahidrokanabinolis (THC), kanabigerolis (CBG) bei kanabichromenas (CBC), o antrajai — A-8-
tetrahidrokanabinolis (A8-THC), kanabinolis (CBN), kanabiciklolis (CBL), kanabidivarinas (CBDV) bei
kiti. Nors tiksliai néra i$siaiskintas Sis skirstymas, manoma, kad vadinamieji antriniai kanabinoidai yra
pagrindiniy fitokabinoidy dariniai (Thomas ir Kayser, 2019). Verta paminéti, kad visi fermentiniu keliu
gaunami kanabinoidai yra produkuojami savo ragstine forma (Nachnani ir kt., 2020). Kadangi riigstiniai
kanabinoidai néra stabiliis, dekarboksilinimo reakcijos metu, veikiant Sviesai ar Silumai, jie yra

paverciami | savo neutralias biisenas arba pakei¢iami j antriniy kanabinoidy formas (1.1 pav.) (Wang ir

kt., 2016).
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Fitokanabinoidy gamyba ir koncentracija pluostinése kanapése priklauso nuo jvairiy iSoriniy —
drégmés, Sviesos, temperatiiros — bei vidiniy — augalo rasies, dalies, hormony lygio —  faktoriy
(Goncalves ir kt., 2020). Vienas i§ pagrindiniy kanabinoidy randamy C.sativa L. zieduose bei lapuose
yra A9-tetrahidrokanabinolis (A9-THC) (Vuckovig ir kt., 2018). Tetrahidrokanabinolis — tai psichoaktyvi
medziaga, kuri atsakinga uz didzigjg dalj pluostinés kanapés biologiniy savybiy. Organizme THC veikia
kaip dalinis agonistas endokanabinoidy sistemos (ECS) receptoriams CB1 ir CB2, sukeldamas
psichoaktyvius poky¢ius zmogaus smegenyse (Paronis CA ir kt., 2012). Sis kanabinoidas taip pat
atsakingas uz C.sativa L. prieSuzdegiminj, imunomoduliacinj, apetitg stimuliuojantj bei priesvézinj
poveikius ir dél Sios priezasties, sulaukusj didelio susidomejimo dél potencialaus terapinio panaudojimo
medicinoje (Russo ir Guy, 2006). Pluostinése kanapése A9-THC egzistuoja kaip dviejy THCA-A bei
THCA-B ragstiniy formy junginys. Pirminis tetrahidrokanabinolio junginys yra THCA-A, Kuris yra
tapgs daugelio farmakologiniy tyrimy objektu, kuomet THCA-B izomeras naudojamas kanabinoidy
receptoriy veikimo modelio projektavimui (McPartland ir kt., 2017). Dekarboksilinimo reakcijos metu
pirminis A9-THC junginys gali biiti paverciamas j savo A8-THC izomerg arba | aromatizuotg darinj —
kanabinolj. Kadangi CBN yra labai atsparus oksidacijos procesui, jis daznai yra naudojamas narkotiniy
kanapiy identifikavimui arba C.sativa L. augalo amziaus nustatymui, remiantis THC:CBN koncentracija
(Hanus ir kt., 2016; Ross ir EISohly, 1997). Antrasis pagal paplitima pluostinése kanapése randamas
kanabinoidas — CBD (Shannon ir kt., 2019). Kanabidiolis — tai fitokanabinoidas, kuris didelio
susidoméjimo sulauké dél savo nepsichoaktyvaus poveikio (Larsen ir Shahinas, 2020). Zmogaus
organizme CBD veikia kaip endokanabinoidy sistemos receptoriy CB1 bei CB2 antagonistas,
sukeldamas  prieSuzdegiminj, imunomoduliacinj, antipsichozinj, analgetinj, antiepileptinj,
neuroprotekcinj bei priesvézinj poveikius (Huestis ir kt., 2019; Aizpurua-Olaizola ir kt., 2014). CBD yra
gaunamas dekarboksilinimo reakcijos metu i§ kanabidiolio rugsties (CBDA), kuri pasizymi
antimikrobiniu poveikiu (Martinenghi ir kt., 2020). Be pagrindiniy dviejy kanabinoidy THC bei CBD,
pluostinése kanapése taip pat randama nemazai kanabichromeno (CBC), kuris atsakingas uz C.sativa L.
prieSuzdegiminj, antimikrobinj, analgetinj bei antidepresinj poveikius (Izzo ir kt., 2012). Visy Siy
pirminiy — THC, CBD, CBN bei CBC — junginiy poveikis gali biiti padidintas veikiant sinergijai su
antriniais kanabinoidais (McPartland ir Russo, 2001).

Tarp didelés gausos terpeny bei kanabinoidy, pluostinése kanapése taip pat galima rasti jvairiy
riebaly ragsciy, fenoliy ir flavonoidy, kurie pasizymi prieSuzdegiminiu, antimikrobiniu,
neuroprotekciniu ir antiproliferaciniu poveikiu, aminoriigd¢iy bei mineraliniy medziagy (Lewis ir kt.,

2017; Andre ir kt., 2016).



1.1.1.1. Endokanabinoidiné sistema

Dauguma biologiniy pluostiniy kanapiy savybiy, susijusiy su kanabinoidais, priklauso nuo Siy
fitochemikaly sgveikos su zmogaus endokanabinoidy sistema (Osnat ir Reuven, 2020). Tai dalis
centrinés nervy sistemos (CNS), turinti didele jtaka atsakant j endogeninius ir egzogeninius dirgiklius
(Lu ir Mackie, 2016). ECS sudaro endokanabinoidai, kanabinoidy receptoriai bei fermentai, kurie
atsakingi uz endokanabinoidy biosintez¢ ir degradacija (Wu, 2019). Atlikti tyrimai parodé, kad
farmakologinis pluostiniy kanapiy poveikis yra iSgaunamas fitokanabinoidams prisijungus prie
specifiniy su plazminés membranos G baltymu suristy kanabinoidy receptoriy - CB1 bei CB2 (Berman
ir kt., 2018). Daugiausiai paplitgs zmogaus organizme, randamas CNS, pamatiniame ganglyje,
smegenélése bei hipokampe, yra kanabinoidy receptorius CB1, priesingai nei Sio, didziausias CB2
receptoriaus kiekis yra randamas imuningje sistemoje (Reggio, 2010). Siy receptoriy aktyvacija slopina
ne tik lokomotorikos aktyvuma bei uzdegiminj limfocity atsaka, bet reguliuoja ir atminti, emocijas bei
hormony homeostazg. Dél Sios priezasties, yra iSauges didelis susidoméjimas i kanabinoidy receptorius

nukreipty taikiniy kiirimu, kadangi jie gali biiti panaudojami jvairiy ligy gydymui (Zagzoog ir kt., 2020).

1.1.2. Pluostinés kanapés medicinoje

Pluostinés kanapés pasizymi jvairia gausa biologiniy savybiy, naudingy Zmogaus sveikatai.
Kanabinoidy sgveikos su specifiniais endokanabinoidinés sistemos receptoriais ir jy sukelty procesy
tyrimy bei analizés déka, buvo suteikta galimybé sukurti jvairius terapinius preparatus, kurie padéty
sumazinti jvairiy ligy sukeltus Salutinius simptomus arba juos naudoti kaip alternatyva, kai pagrindinis
vaistas néra efektyvus.

Epilepsija — tai neurologiné liga, sukelianti pasikartojanéius, neiSprovokuotus priepuolius ir
apsunkinanti Zmogaus gyvenima. Si patofiziologiné buiklé yra viena i§ daugiausiai paplitusiy visame
pasaulyje, kuri nustatoma 50 i§ 100 000 gyventojy (Stafstrom ir Carmant, 2015). Zmonés sergantys
epilepsija ir siekiantys iSvengti priepuoliy, vartoja antiepilepsinius vaistus, taciau pacienty, kurie yra
atsparts Siems medikamentams vis daugéja, dél to medikai ieSko alternatyviy gydymo budy. Vienas i8
ju — kanabinoidy A9-THC bei CBD naudojimas. Nustatyta, jog Sie fitochemikalai gali padéti iSvengti
pasikartojanciy priepuoliy ir sumazinti mirtinguma, nesukeldami pasaliniy efekty in vivo (Rosenberg ir
kt., 2015).

Veézys — tai daugiau nei 100 ligy sudaranti grupé, pasireiSkianti nekontroliuojamu Iasteliy

dalijimusi jvairiuose kiino audiniuose (National Institute of Health, 2007). Pagrindine terapine priemone
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taikoma vézio gydyme iSlieka chemoterapija, kuri sukelia jvairius Salutinius poveikius Zmogaus
organizmui — nuo skausmo iki pykinimo bei vémimo. Siekiant sumazinti skausma, onkologai daznai
skiria opioidus — vaistus, kurie veikdami opioidy receptorius sukelia analgetinj efekta (Bruera ir Paicie,
2015). Deja, vartojant ilgesnj laika, Sie preparatai praranda skausmg mazinantj poveikj bei sukelia
Salutinius simptomus — apetito netekimg, pykinimg bei viduriy uzkietéjimg. Dél Sios priezasties,
mokslininkai ir medikai ieSko alternatyviy gydymo biidy sumazinti skausma pacientams, kurie serga
véziu. Vienas i§ jy — kanabinoidy vartojimas (Elikottil ir kt., 2009). Siuo metu ypatingai yra isauges
susidoméjimas prie§véziniu ir chemoterapijos sukelty Salutiniy simptomy lengvinanc¢iu kanabinoidy
efektyvumu. Vienas i§ pirmyjy tyrimy, kuomet nustatytas antineoplastinis fitokanabinoidy poveikis,
buvo atliktas dar 1975 metais. Nuo to laiko, jvairGs tyrimai su lasteliy kultiiromis bei modeliniais
organizmais tik patvirtino fakta, kad kanabinoidai sgveikaudami su endokanabinoidine sistema, sugeba
slopinti véziniy lgsteliy daljimasi, augima, angiogenez¢ bei inicijuoja apoptoze. Dél Sios priezasties,
jvairiis preparatai su kanabinoidais yra tapg potencialia priemone vézio gydyme (Daris ir kt., 2019). Kaip
jau minéta, fitokanabinoidai gali biiti panaudoti ir chemoterapijos sukeltam skausmo ir kity Salutiniy
poveikiy slopinimui. Nustatyta, kad kanabinoidai palengvina pykinimg ir vémima bei stimuliuoja apetita.
Remiantis Siais tyrimais ir nustatytu analgetiniu poveikiu, buvo sukurti bei patvirtinti keli preparatai —
Marinol® (Abbvie, JAV), Cesamet ® (Eli Lilly and Company, JAV) bei Sativex ® (GW Pharmaceuticals,
JK) - kuriy sudétyje yra kanabinoidy arba juos imituojan¢iy komponenty, kurie naudojami pacientams
pasireiskianciy Salutiniy simptomy po chemoterapijos mazinimui (Velasco ir kt., 2016).

Kaip jau minéta, endokanabinoidinés sistemos CB2 receptoriy daugiausiai randama imuniniy
lasteliy pavirSiuje, o jy aktyvacija gali slopinti uZdegiminj atsakg j jvairius dirgiklius — tai ypac¢ svarbu,
jeigu imuniné sistema sukelia per stipry uzdegima ir dél to kyla jvairios komplikacijos. Vienas i§ tokiy
atvejy — pasauling pandemijg sukélusio sunkaus Giminio respiracinio sindromo koronaviruso - 2 (angl.
SARS-CoV-2) koronavirusiné liga -19 (angl. COVID-19), kurios metu yra pazeidziami plau¢iy audiniai
ir Iastelés bei pasireidkia pneumonija. Si iminé infekcija yra asocijuojama su citokiny audra — procesu,
kuomet uzdegiminis atsakas yra nevaldomas ir sukeliamos jvairios komplikacijos, grésmingos zmogaus
gyvybei (Byrareddy ir Mohan, 2020; Tisoncik ir kt., 2012). Manoma, kad kanabinoidai galéty buti
panaudojami kaip imuninés sistemos moduliatoriai, kurie valdyty balansg tarp uzdegima skatinanciy ir

slopinanciy citokiny bei taip palengvinty COVID-19 ligos sukeltas komplikacijas (Anil ir kt., 2021).

11



1.2. Analitiniai kanabinoidy nustatymo metodai

Pluostinés kanapés — kompleksiniai augalai, turintys daugiau nei kelis Simtus skirtingy junginiy,
dél kuriy C.sativa L. komponenty analizé tampa sudétinga (Pollastro ir kt., 2018). Dél Sios priezasties,
reikalingi tiksliis bei jautris metodai, gebantys identifikuoti tikslines analites tarp junginiy gausos.
Kanabinoidy nustatymas kanapiy méginiuose dazniausiai yra atlickamas pasitelkiant skysciy
chromatografijos (LC) metoda, kiek reéiau tyrimuose yra naudojama dujy chromatografija-masiy
spektrometrija (GC-MS) (Sigma Aldrich, 2017).

Dujy chromatografija — tai analitinis metodas, skirtas junginiy, kurie gali biiti paverciami j dujas,
nustatymui méginiuose. Metodo principas paremtas tuo, kad identifikavimui skirtos analités kartu su
nesanciosiomis dujomis yra perneSamos per kolonéle (Gutch, 2012). Kadangi tiriamos medziagos turi
biti paveré¢iamos j dujas, GC naudojama kolonélé yra jdedama j termiskai reguliuojamg krosnj, kurioje
junginiai yra iSgarinami (Bukhaiti ir kt., 2017). Anali¢iy atskyrimas vykdomas pagal jy giminingumag
stacionariai fazei, kuria uZpildyta naudojama kolonélé (Kusch, 2018). Kuo mazesnis junginio
giminingumas, tuo trumpesnis sulaikymo laikas chromatografinéje kolonéleje (Forgacs ir Cserhati,
2003). Vienas i$ Sio metodo privalumy yra tas, jog ji sujungus su masiy spektrometru, lengvai galima
identifikuoti neZinomas analites méginyje, taciau Sios medziagos turi biiti lakios ir nedegraduoti aukstoje
temperattroje (Akash ir Rehman, 2020). Tai yra viena i$ priezasc¢iy, kodél dujy chromatografija yra retai
naudojama kanabinoidy nustatymui kanapiy produktuose. Fitokanabinoidai Cannabis sativa L. augale
daugiausiai yra randami ragStinés formos, o tai lemia, kad aukStose temperatiirose jie yra
dekarboksilinami. D¢l Sios prieZasties, naudojant dujy chromatografijos metoda néra nustatomos
riigstinés kanabinoidy formos bei jy esamos koncentracijos méginiuose (Zekié¢ ir Krizman, 2020). Si
problema galéty biti iSsprendZiama panaudojant méginiy derivatizacijos metodg. Reakcijos metu,
tiriamy anali¢iy funkcinés grupés yra modifikuojamos taip, kad junginiai tampa pakankamai lakis ir
atsparts skilimui veikiant auk$toms temperattiroms (Orata, 2012). Tokie junginiai véliau gali biti toliau
analizuojami dujy chromatografijos metodu, taciau Sis papildomas zingsnis uzima daugiau laiko ir
padidéja klaidingy rezultaty gavimo tikimybé (Campanella ir kt., 2020).

Populiariausias kanabinoidy identifikavimo kanapiy produktuose metodas, nereikalaujantis
derivatizacijos bei gebantis nustatyti ir riigStines fitokanabinoidy formas — efektyvioji skysciy
chromatografija (HPLC) (EISohly, 2007). Pagrindiniai komponentai, kurie sudaro HPLC prietaisg yra
kolonéle, kuri uzpildyta stacionaria faze, siurblys, kurio déka judrioji fazé juda per kolonéle bei

detektorius, kuris leidzia identifikuoti analites pagal jy sulaikymo laikg (1.2 pav.) (Malviya ir kt., 2010).
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1.2 pav. Skysc¢iy chromatografinés sistemos sudedamosios dalys (Laboratoryinfo.com, 2021).

Efektyvios skysciy chromatografijos principas paremtas tuo, kad tiriamos analités yra iStirpinamos
tirpiklyje bei toks paruoStas méginys yra perkeliamas j HPLC prietaisg. Judriajai fazei kartu su
tirlamaisiais junginiais judant per kolonélg, analités saveikauja su stacionaria faze. Kuo didesné
tarpusavio sgveika — tuo lé¢iau analités iSeina per kolonéle ir jy sulaikymo laikas biina ilgesnis (Petrova
ir Sauer, 2017). Judriajai fazei pratekéjus pro kolonéle, ji saveikauja su detektoriumi, kurio pasirinkimas
ypa¢ svarbus, siekiant optimizuoti HPLC metodo jautrumg. Detektoriaus déka yra nustatoma
individualiy analités komponenty koncentracija, kuri yra proporcinga iSeinanc¢iam elektriniam signalui.
Yra i$skiriami du pagrindiniai detektoriy tipai — didmenos savybiy (angl. bulk property) bei tirpikliy
savybiy (angl. solute property). Pirmojo tipo - elektrinio laidumo, refrakcinio indekso, elektrocheminiai
bei Sviesos sklaidos - detektoriai matuoja judanciosios fazés ir iStirpusios medziagos poky¢ius, o antrojo
tipo — ultravioletinés Sviesos, fiksuoto bangos ilgio, kintamo bangos ilgio bei diody matricos - detektoriai
nustato fizikinius ir cheminius poky¢ius komponenty, esanc¢iy judriojoje fazéje (Sunil ir kt., 2018; Vare
ir kt., 2019). Lyginant skys¢iy chromatografija su dujy chromatografija, $is metodas yra placiau
pritaikomas, kadangi néra reikalaujama, kad analité buty laki medZiaga bei iSlikty stabili esant aukStoms
temperatiiroms, vienintelé sglyga, kad tiriama medziaga bty tirpi pasirinktoje judriojoje fazéje (Nielsen,
2010). Visgi, jeigu siekiama i$analizuoti méginj, kurio analités yra nezinomos, HPLC néra tinkamas

metodas junginiy struktiirinei informacijai gauti (Pang ir kt., 2016).

1.3. Tyrimo metody validavimas

Kuriant naujus ar tobulinant esamus analitinius metodus yra reikalingas jy validavimas — procesas,
kurio metu pasitelkiant laboratorinius tyrimus yra nustatoma, ar sukurtos procediiros parametrai atitinka
keliamus reikalavimus (Gupta ir kt., 2012). Metodo patvirtinimo procesas leidzia patikrinti ar sukurtu

metodu gaunami rezultatai yra patikimi ir kokybiski bei ar jie bus atkartojami tarp tos pacios ar skirtingy
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laboratorijy (Deshmukh ir kt., 2019). Visi metodai prie$ juos pradedant naudoti kasdienéms analizéms

turi biiti validuoti, o patvirtinimui skirtos charakteristikos atitikti keliamus reikalavimus (Garcia ir kt.,

2011). Pagrindiniai parametrai, kurie turi biti jvertinti yra metodo specifiSkumas (angl. specificity),

tiesiSkumas (angl. linearity), glaudumas (angl. precision), tikslumas (angl. accuracy), aptikimo riba

(angl. Limit of Detection — LoD), kiekybinio nustatymo riba (angl. Limit of Quantitation — LoQ) bei

tvirtumas (angl. robustness) (Ravisankar ir kt., 2015).

Specifiskumas / atrankumas — tai metodo gebé¢jimas identifikuoti tiriamaja analite
kompleksiniame misSinyje (Chowdary ir kt., 2020).

TiesiSkumas — tai analitinio proceso gebéjimas gauti rezultatus, kurie bty tiesiogiai
proporcingi analités koncentracijai méginyje (European Medicines Agency, 1995).
Glaudumas — parametras, apibtidinantis gauty rezultaty artumag, kartojant matavimus to
paties arba panasaus méginio (Raposo ir Ibelli-Bianco, 2020).

Tikslumas — tai jvertis, kuris apibtidina gauto rezultato artuma tikrajai vertei (University of
Tartu, 2021).

Aptikimo riba (LoD) — tai parametras, skirtas nustatyti kokia maZiausig koncentracijg
tiriamos analités méginyje galima identifikuoti panaudojant sukurta metodg (Rao, 2018).
Kiekybinio nustatymo riba (LoQ) — tai maziausias analités kiekis, kurj galima kiekybiskai
jvertinti méginyje, esant tinkamoms glaudumo bei tikslumo vertéms (Shabir, 2004).
Metodo atsparumas — metodo gebéjimas iSlikti nepaveiktam, atsiradus nedideliems

parametry pokyc¢iams (Andreasson ir kt., 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudotos medziagos

2.1.1. Tyrimo objektas

Metodo validavimui ir méginiy stabilumo tyrimams naudoty pluostiniy kanapiy (Cannabis sativa

L.) biomasé¢ gauta i§ Lietuvoje auginanciy kanapes tkiy, o viso spektro kanapiy ziedy aliejus i$

CannaMama.eu elektroninés parduotuvés. Metodo pritaikymo tyrimams naudoti produktai — pluostiniy

kanapiy arbatos (A-C) gautos i§ elektroniniy parduotuviy naturallineshop.com, urbanfood.lt ir

barbora.lt, maisto papildas D i§ eurovaistiné.lt elektroninés parduotuvés, o kanapiy aliejus i

esaltalankis.It elektroninés parduotuvés.

2.1.2. Sertifikuotos pamatinés medziagos ir tirpikliai

e Naudoti tirpikliai:

o

o

Dejonizuotas vanduo, 18,2 MQ- cm;

0,10 % skruzdziy rugsties tirpalas: 10 ml skruzdziy ragsties, 100 % (Scharlab, Ispanija)
iStirpinta 990 ml dejonizuotame vandenyje;

0,05 % skruzdziy rugsties tirpalas: 5 ml skruzdziy ragsties, 100 % (Scharlab, Ispanija)
istirpinta 995 ml metanolio (MeOH), 100% (Honeywell, JAV).

e Sertifikuotos pamatinés medziagos (CRM) naudotos kalibraciniams grafikams:

o

Kanabidivarinas (CBDV) 1,000 mg/ml (1261,03 ppm), i$pléstinis neapibréztumas (U) 0,006
mg/ml (Ceriliant, JAV);

Kanabidiolis (CBD) 0,950 — 1,050 mg/ml (1264,81 ppm), iSpléstinis neapibréztumas (U)
0,006 mg/ml (Sigma-Aldrich, JAV);

Kanabigerolis (CBG) 0,998 mg/ml (1258,39 ppm), iSpléstinis neapibréztumas (U) 0,0054
mg/ml (Dr. Ehrenstorfer, UK);

Kanabidiolio riigstis (CBDA) 1,000 mg/ml (1277,14 ppm), iSpléstinis neapibréztumas (U)
0,006 mg/ml (Ceriliant, JAV);

Kanabigerolio rugstis (CBGA) 1,000 mg/ml (1277,14 ppm), i$pléstinis neapibréztumas (U)
0,006 mg/ml (Supelco, JAV);

15



Kanabinolis (CBN) 1,000 mg/ml (1261,03 ppm), iSpléstinis neapibréztumas (U) 0,006 mg/ml
(Supelco, JAV);

Kanabichromenas (CBC) 1,000 mg/ml (1261,03 ppm), i$pléstinis neapibréztumas (U) 0,006
mg/ml (Ceriliant, JAV);

Tetrahidrokanabinolio ragstis (THCA) 1,000 mg/ml (1277,14 ppm), iSpléstinis
neapibréztumas (U) 0,006 mg/ml (Ceriliant, JAV).

2.1.3. Pluostiniy kanapiy produktai

e Kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui naudoti kanapiy produktai (A - F):

o

A — Smulkinta kanapiy géliy ir lapy arbata, gamintojo nurodyta, kad sudétyje yra iki 2-3 %
CBD;

B — Pluostiniy kanapiy lapy bei ziedy arbata, gamintojo nurodyta, kad arbata sudaryta i$
100 % kanapiy;

C — 100 % kanapiy lapy arbata;

D — Maisto papildas, kurio sudétyje yra 59,3 % $alto spaudimo rafinuoto pluostiniy kanapiy
(Cannabis sativa L.) sékly aliejaus. Vienoje maisto papildo kapsuléje yra 145,2 mg pluostiniy
kanapiy sekly aliejaus;

E — Koncentruotas CBD aliejus, gamintojo nurodyta, kad sudétyje yra 5 % CBD;

F — Maisto papildas, kurio sudétyje yra 99,5 % nerafinuoto kanapiy sékly aliejaus.

2.2. Naudota jranga ir sagnaudinés medZiagos

e Dejonizuoto vandens paruo§imo Sistema Arium Mini (Sartorius, VVokietija);

e Zaliavos smulkinimo malinélis (Standard, Latvija);

e Analitinés svarstyklés KERN 770 (Kern,Vokietija);

e Drégmeés analizatorius KERN DBS-A02 (Kern, Vokietija);

e Automatinés pipetés 500 — 5000 ul ir 100 — 1000 ul (Eppendorf, Vokietija);
e Analitinis $virkstas 50 ul (Hamilton, JAV);

e Centrifuginiai mégintuvéliai 50 ml,

e Ultragarso bangy vonelé Sonorex (Bandelin, VVokietija);

e Vienkartiniai $virkstai 5 ml (B.Braun, Vokietija);
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e Svirkstiniai filtrai, pory dydis 0,45 mm (Agilent Technologies, JAV);

e Chromatografiniai 2 ml buteliukai (Agilent Technologies, JAV);

e Skysciy

chromatografiné sistema Agilent 1100 su fotodiody matricos detektoriumi (DAD)

(Agilent Technologies, JAV);
e Chromatografiné kolonélé InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 3,0 x 50 mm, 2,7 um
(Agilent Technologies, JAV).

2.3. Metodai

2.3.1. Kanabinoidy ekstrakcija

Kanabinoidy ekstrakcijos procediira Siame tyrime buvo vykdoma priklausomai nuo naudojamo

pluostiniy kanapiy produkto tipo:

Jeigu analizei naudota pluostiniy kanapiy biomasé, ji pirmiausiai buvo susmulkinama
zaliavos smulkinimo aparatu, tuomet drégmés analizatoriumi nustatomas nuodzitivis (%)
bei apskai¢iuojamas sausos medziagos kiekis esantis Zaliavoje (%).

Ekstrakcijai atlikti, buvo atsveriama 0,2 g (0,00001 g tikslumu) pluostiniy kanapiy
biomasés, suberiama j 50 ml centrifuginj mégintuvélj bei uzpilama 20 ml MeOH. Tirpiklio
ipiltas kiekis pasvertas svarstyklémis (0,00001 g tikslumu). Gautas miSinys sumaiSytas bei
jdétas ] ultragarso bangy vonele 15 minuciy, ekstrakcija vykdyta kambario temperatiiroje.
Po sonifikacijos, ekstraktas dar karta sumaiSytas bei panaudojant vienkartinj Svirksta su
Svirkstiniu filtru, po 1 ml i$pilstytas j chromatografinius buteliukus bei perduotas analizei
HPLC prietaisu.

Jeigu ekstrakcijai naudotas pluostiniy kanapiy aliejus, 50 ml centrifuginiame mégintuvélyje
buvo atsveriama 0,1 g (0,00001 g tikslumu) aliejaus bei uzpilama 20 ml MeOH, jpilta
tirpiklio kiekj pasveriant (0,00001 g tikslumu). Tolimesné kanabinoidy ekstrakcijos eiga
vykdyta kaip pluostiniy kanapiy biomasés.

2.3.2. Kanabinoidy analizé skys¢iy chromatografijos metodu

Efektyviosios skys¢iy chromatografijos analizei naudota skyséiy chromatografiné sistema Agilent

1100. Metodo parametrai optimizuoti atsizvelgiant | gamintojo Agilent nurodytas kanabinoidy detekcijos
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salygas. Kanabinoidy identifikavimas ir kiekybinis nustatymas atliktas injekuojant 5 pl paruosto
ekstrakto bei panaudojant gradienting eliucijg. Eliuentui A naudotas vanduo su 0,10 % skruzdziy
ragstimi, o eliuentui B — metanolis su 0,05 % skruzdziy rtgstimi. Judriosios fazés paruostos kaip
nurodyta 2.1.2. skyrelyje. Vykstant analizei, skirtingu laiku buvo kei¢iami santykiai tarp A ir B eliuenty,
palaikant 1 ml/min tirpiklio tékmés greitj:

e 0min A40% - B 60 %,

e 1minA40%-B 60 %,

e 8mMiNA23%-B77%,

e 92minA5%-B 95 %.

Visos analizés metu, naudotoje InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 3,0 x 50 mm, 2,7 um kolon¢léje
buvo palaikoma 50 °C temperatira, o diody matricos detektoriaus (DAD) spektras nustatytas ties
228 nm. Rezultaty analizé atlikta panaudojant gautus spektrinius duomenis (anali¢iy sulaikymo laikus)
bei smailiy plotus Chemstation (Agilent Technologies, JAV) programa. Kanabinoidy sulaikymo laikas

nurodytas 2.1. lenteléje.

2.1 lentelé. Kanabinoidy sulaikymo laikas naudojant gamintojo Agilent metodika.

Kanabinoidas (analité) Sulaikymo trukmé
CBDV 3,9 min
CBD 6,5 min
CBG 6,7 min
CBDA 7,0 min
CBGA 7,9 min
CBN 8,2 min
CBC 9,8 min
THCA 10,2 min

2.3.3. Méginiy stabilumo tyrimas

Meéginiy stabilumo tyrimui jvykdyti, atlikta kanabinoidy ekstrakcija i§ Cannabis sativa L.
biomasés, kaip aprasyta 2.3.1. skyrelyje. Po sonifikacijos, gautas ekstraktas perfiltruotas | nauja
mégintuveélj i§ kurio buvo paimta 2 ml misinio, pasverta (0,00001 g tikslumu) bei supilta j centrifuginj
mégintuvel]. | ekstrakta jpilta 6 ml MeOH, o gautas tiiris pasvertas (0,00001 g tikslumu). Toks skiestas
ekstraktas po 1 ml i$pilstytas j 4 chromatografinius buteliukus — 3 tamsaus ir 1 skaidraus stiklo. Atlikta
HPLC analizé, kaip nurodyta 2.3.2. skyrelyje, kiekvieng méginj pamatuojant bent 5 kartus — gautos

pradinio tasko (To) vertés. Po analizés, 1 tamsus buteliukas buvo jdétas j Saraldytuvag +4 °C, 1 tamsus
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buteliukas padétas tamsioje vietoje, kambario temperatiiroje bei 1 tamsus ir 1 Sviesus buteliukai padéti
Sviesioje vietoje, kambario temperatiiroje. Po savaités, ménesio bei 3 ménesiy laikymo skirtingose

salygose, matavimai pakartoti — stebéta, kaip keiCiasi identifikuoty anali¢iy smailiy ploto vertés.

2.3.4. Metodo validavimas (patvirtinimas)

HPLC metodo, skirto kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa
L. méginiuose, validavimas atliktas pagal laboratorijoje nustatytus parametrus bei jy priimtinumo vertes
(2.2 lentelé). Visiems skai¢iavimams atlikti naudota Microsoft Excel (Microsoft, JAV) programiné

jranga.

2.2 lentelé. Metodo validavimo parametrai bei priimtinos vertés (Kriterijai).

Parametras Priimtinumo Kriterijus
Tiesitkumas TiesiSkumo intervalas: 6 - 400 ppm;
R%verté >0,9900
LoD <1,0 ppm
LoQ < 3,50 ppm
ISgava (teisingumas) 80,0 —120,0 %
Glaudumas <50%

2.3.4.1. TiesiSkumas

Metodo tiesiSkumui jvertinti, sudaryti kiekvienos sertifikuotos pamatinés medziagos (CRM)
kalibraciniai grafikai, panaudojant vieng kontrolinj méginj bei > 5 skirtingas CRM koncentracijas.
CBDV, CBC, CBN, CBG, CBGA bei THCA anali¢iy kalibraciniams grafikams sudaryti buvo pasirinkti
6 taskai, panaudojant CRM koncentracijas méginyje nuo 0,15 % iki 20,00 %. CBD kalibraciniam grafikui
sudaryti pasirinkti 7 taskai, panaudojant standarty koncentracijas méginyje nuo 0,50 % iki 35,00 %, o
CBDA - panaudotos 7 skirtingos CRM koncentracijos intervale nuo 0,30 % iki 50,00 %. Visos
sertifikuotos pamatinés medziagos tirpintos metanolyje, o idéty medziagy ttriai pasverti svarstyklémis
0,00001 g tikslumu.

Meéginiy analiz¢ atlikta kaip nurodyta 2.3.2. skyrelyje, kiekvieng méginj pamatuojant bent 3 kartus.
Sertifikuoty pamatiniy medziagy koncentracijos méginiuose, kalibraciniy grafiky sudarymui, isreikstos

ppm. Skaiciavimai atlikti pagal nurodyta formulg:

B

A (ppm) = Xy (2.1)

M(x+y)
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Cia A — sertifikuotos pamatinés medziagos koncentracija (ppm) méginyje, B — sertifikuotos
pamatinés medziagos pradiné koncentracija (ppm) nurodyta sertifikate, mx+y) - bendra metanolio ir
sertifikuotos pamatinés medziagos masé (g) méginyje, X — metanolio masé (g) méginyje, y — CRM masé
(g) méginyje.

Kiekvienos koncentracijos vertei gautos 3 HPLC-DAD signaly reikSmés (plotas po smaile) i$ kuriy
iSvestas vidurkis bei nubraizytas kalibracinis grafikas. Metodo tiesiskumo (ppm) intervalas jvertintas
pagal gauty Kalibraciniy grafiky apating ir virSuting ribas. Kalibraciniy grafiky sudarymui ir

skai¢iavimams atlikti naudota Microsoft Excel (Microsoft, JAV) programiné jranga.

2.3.4.2. Aptikimo riba (LoD) ir kiekybinio nustatymo riba (LoQ)

Aptikimo (LoD) ir kiekybinio nustatymo (LoQ) ribos nustatytos jvertinant signalo ir triuk§mo
santykj (S/N) chromatogramose. LoD verté gauta, S/N ekstrapoliuojant iki tasko, kuriame analités smailés
reik§meé buty 3,3 karty didesné nei triuk§mo lygis. LoQ jvertinta tuo paciu principu, ekstrapoliuojant S/N
iki 10 karty. Kiekvienos analités S/N vertés gautos atlieckant méginiy analiz¢ HPLC prietaisu.
Matavimams atlikti buvo paruosti kiekvienos analités méginiai, panaudojant zemiausia kalibracinio
grafiko tasko CRM koncentracija. Standarto ir MeOH jdéti tiiriai pasverti 0,00001 g tikslumu. Méginiy
analizé HPLC atlikta kaip nurodyta 2.3.2. skyrelyje, kiekvieng méginj pamatuojant 1 karta. Po analizés,
i§ kiekvienos analités chromatogramy gautos S/N vertés panaudotos LoD bei LoQ apskai¢iavimui.
Skai¢iavimams atlikti naudota Microsoft Excel (Microsoft, JAV) programiné jranga, panaudojant 2.2 ir
2.3 formules.

A (ppm) x 10

LoQ (ppm) = ——"+ (22)
LoD (ppm) = % (2.3)

Cia A — sertifikuotos pamatinés medziagos koncentracija (ppm) méginyje, S/N — signalo ir triuk§mo

santykis gautas 1§ kiekvienos analités chromatogramy.
2.3.4.3. Isgava (teisingumas)
Metodo teisingumas nustatytas, apskaiciuojant analiciy iSgava. ISgavai jvertinti buvo naudojami

du méginiai — 1 kontrolinis méginys bei 1 méginys j kurj papildomai buvo jdéta 20 ul sertifikuotos
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pamatinés medZziagos (tiriamos analités), tuomet vykdyta ekstrakcija bei HPLC analizé pagal 2.3.1. ir
2.3.2. skyrelius. Kiekvienas méginys matuotas 3 kartus. Skai¢iavimams atlikti naudota Microsoft Excel
(Microsoft, JAV) programiné jranga, panaudojant 2.4 formule.

My

I$gava (%) = — x 100 (2.4)
S std

p—Mm

Cia mx — analités masé (ppm) meéginyje, Msp— analités masé (Ppm) meéginyje, kuriame buvo jdéta

papildomai CRM, msig— CRM masé (ppm), kuri buvo pridéta j méginj.
2.3.4.4. Glaudumas

Metodo glaudumas jvertintas atkuriamumo (angl. reproducibility) salygomis, apskaiéiuojant
jungtinj santykinj standartinj nuokrypi RSDpooled (%). Atkuriamumo salygos yra jvardijamos kaip
rezultaty gavimas, kei¢iant matavimy sglygas — matavimo principg, metoda, operatoriy, pamatinj etalong
ar laika. Sio darbo metu buvo pasirinkta pakeisti laika — matavimus atlikti pradiniam taske, po 2 savaigiy
ir I ménesio. Glaudumo jvertinimui paruostas 1 visy sertifikuoty pamatiniy medziagy misinys, kuriam
naudoti méginiai, kurie buvo skirti LoD bei LoQ jvertinimui (2.3.4.2 skyrelis). I$ kiekvienos analités
méginio paimta po 250 pl ir supilta | chromatografinj buteliukg. Atlikta HPLC analize, kaip nurodyta
2.3.2 skyrelyje, pamatuojant méginj 5 kartus — gautas To taskas. Matavimai pakartoti po 2 savaiciy bei 1
ménesio. Jungtinio santykinio standartinio nuokrypio (RSDpooled) skaiCiavimai atlikti Microsoft Excel

(Microsoft, JAV) programine jranga, panaudojant 2.5 — 2.7 formules.

RSD (%) = (SD) x 100  (2.5)

=

SD (%) = % (2.6)

1)RSD%+(n,—1)RSD3++++(nk—1)RSDZ)
n;+ny+---+n—k

RSDrooled (%) = \/ (n: = @2.7)

Cia RSD — santykinis standartinis nuokrypis (%), SD — standartinis nuokrypis (%), &, — vidutiné
analités koncentracija méginyje (%), Cxi — X analités koncentracija (%), méginyje i, | — méginio numeris
1,2,3,....,n, N — matavimy skaicCius serijoje, RSDpooled — jungtinis santykinis standartinis nuokrypis (%),

k — rezultaty serijy skaicius.
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2.3.5. Matavimo rezultato neapibrézties jvertinimas

Atliekant jvairius anali¢iy matavimus méginiuose yra nustatoma metodo i$pléstiné neapibréztis,
kuri parodo matavimo tikslumg ir uztikrina rezultato patikimuma su 95 % tikimybe. Matavimo rezultato
neapibréztis yra apskaic¢iuojama, taikant atskiry sandy sumavimo taisykle. Jvertinant neapibréztj buvo
susumuoti 3 pagrindiniai sandai: 1.) méginio matavimo santykiné standartiné neapibréztis u(r),
apibudinanti atsitiktines paklaidas, 2.) sertifikuotos pamatinés medZziagos (naudotos matavimy
kalibravimui) santykiné standartiné neapibréztis u(C;) bei 3.) bandinio svérimo santykiné standartiné

neapibréztis u(W). Metodo iSpléstiné neapibréztis U yra apskaic¢iuojama pasinaudojant 2.8 formule:

U (%) = k X ¢y X Ju2(r) + u2(C,) + u2(W) (2.8)

Cia U — metodo matavimy i$pléstiné neapibréztis (%), k — aprépties daugiklis, kuris lygus 2, esant
normaliojo skirstinio pasikliovimo tikimybei 95 %, cx — analités koncentracija méginyje (%), u(r) —
méginio matavimo santykiné standartiné neapibréztis, u(C;) — sertifikuotos pamatinés medziagos
(naudotos matavimy kalibravimui) santykiné standartiné neapibréztis, u(W) — bandinio svérimo
santykiné standartiné neapibréztis.

Méginio matavimy santykiné standartiné neapibréztis isreiskiama 2.9 formule:

u(r) (%) = ~booled (2.9)

100 %

Cia u(r) — méginio matavimo santykiné standartin¢ neapibréztis (%), RSDpooled — jungtinis
santykinis standartinis nuokrypis (%), kuris apskai¢iuojamas remiantis 2.7 formule.
Sertifikuoty pamatiniy medziagy (naudoty matavimy kalibravimui) santykiné standartiné

neapibréztis u(C;) apskai¢iuojama remiantis 2.10 formule:

u(Cy) (%) = —RM__ 2.10)

ccrRMXKcrRM

Cia Ucrm — sertifikuotos pamatinés medziagos (naudotos matavimy kalibravimui) i§pléstiné
neapibréztis (mg/ml), gauta i§ sertifikato, ccrm — sertifikuotos pamatinés medziagos koncentracija
(mg/ml), gauta i§ sertifikato, kcrm —aprépties daugiklis, gautas i§ sertifikuotos pamatinés medziagos

sertifikato.
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Bandinio svérimo santykiné standartiné neapibréztis u(W) yra apskaiiuojama remiantis
svarstykliy kalibracija, kuri yra atlickama kas dvejus metus. Laboratorijoje yra nustatyta, kad u(W) yra
lygus 0,000000238 %. Kadangi $is skaicius yra labai mazas, jis néra jtraukiamas j metodo iSpléstinés
neapibrézties (U) skai¢iavima, dél Sios priezasties metodo matavimy iSpléstinés neapibrézties jvertinimui

yra naudojama sutrumpinta formulé:

U (%) = k X ¢y X Ju2(r) + u2(C,) (2.11)

Cia U — metodo matavimy i$pléstiné neapibreztis (%), k — aprépties daugiklis, kuris lygus 2, esant
normaliojo skirstinio pasikliovimo tikimybei 95 %, cx — analités koncentracija méginyje (%), u(r) —
méginio matavimo santykiné standartiné neapibréztis, u(C;) — sertifikuotos pamatinés medziagos

(naudotos matavimy kalibravimui) santykiné standartiné neapibréztis.

2.3.6. Kanabinoidy identifikavimas ir koncentracijos nustatymas kanapiy produktuose

Kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui skirtinguose Cannabis sativa L.
produktuose A - F, méginiy ekstraktai paruosti pagal 2.3.1 skyrelj, remiantis produkto tipu (biomas¢ ar
aliejus). Tolimesné analizé¢ HPLC metodu atlikta, kaip nurodyta 2.3.2. skyrelyje, kiekvieng méginj
pamatuojant 3 kartus. Kanabinoidy nustatymas gautose chromatogramose atliktas pagal analiCiy
sulaikymo laikg (2.1 lentelé). Identifikuoty kanabinoidy koncentracija méginyje apskaiciuota pagal
produkto tipg. Skai¢iavimai atlikti Microsoft Excel (Microsoft, JAV) programine jranga, panaudojant
2.12 - 2.15 formules.

e Biomase:
1. Remiantis kalibracinio grafiko regresijos lygtimi y=ax-+b, apskai¢iuojamas analités

kiekis (ppm) méginyje (A):

A (ppm) = (2.12)

AUC-b
a

Cia A — analités kiekis méginyje (ppm), AUC — smailés ploty vidurkis, a ir b —
kalibracinio grafiko regresinés lygties vertés.

2. Apskaiciuojama analités masé (g) méginyje (B):

23



_ AXxC
B(9)= 1000000 (2.13)

Cia B — analités masés méginyje (g), A — analités kiekis méginyje (ppm), C —
ekstrakcijos metu jdéto tirpiklio (MeOH) masé (Q).

3. Apskaiciuojama analités koncentracija (%) méginyje (D):
_ B
D (%) = =5 X 100 (2.14)

Cia D — analités koncentracija (%) méginyje, E — ekstrakcijos metu nustatyta bendra
méginio masé (g), F — drégmés analizatoriumi nustatytas Zaliavoje esantis sausos
medziagos kiekis (%).
o Aliejus:
1-2. Veiksmai atliekami tokie patys kaip ir nustatant anali¢iy koncentracijg biomasés
produktuose.

3. Apskaiciuojama analités koncentracija (%) méginyje (D):
D (%) = 2 x 100 (2.15)

Cia D — analités koncentracija (%) méginyje, B — analités masé (g) meginyje, E —

ekstrakcijos metu nustatyta bendra méginio masé (g).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Metodas, skirtas kanabinoidy nustatymui Cannabis sativa L. produktuose

HPLC metodas, skirtas kanabinoidy detekcijai ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L.
méginiuose, buvo sukurtas ir optimizuotas laboratorijoje, remiantis skys¢iy chromatografinés sistemos
gamintojo Agilent nurodymais. Pateikta metodika buvo skirta deSimties kanabinoidy identifikacijai
kanapiy méginiuose. Laboratorijoje $is metodas buvo pritaikytas 8 kanabinoidy (CBDV, CBD, CBG,
THCA, CBDA, CBN, CBGA, CBC) detekcijai, kadangi tetrahidrokanabivarino (THCV) ir trans-A9-
tetrahidrokanabinolio (THC) nustatymui yra reikalingos sertifikuotos pamatinés medziagos, kuriy
gavimg apriboja Lietuvos jstatymai.

Gamintojas Agilent sitilé naudoti dvi judrigsias fazes: A — vandening faze su 0,10 % skruzdziy
ragstimi ir B —organing faze su 0,05 % skruzdziy rigstimi bei taikant B judriosios fazés gradientg atskirti
tiriamasias analites per 11 minuéiy. Si judriyjy faziy sudétis bei gradiento salygos, nurodytos 2.3.2.
skyrelyje, pritaikytos ir laboratorijoje sukurtam HPLC metodui. Kolonélés temperatiira
50 °C, tekéjimo greitis 1 ml/min bei injekcijos tiiris 5 pl pasirinkti pagal gamintojo nurodytus parametrus.
Agilent pateiktoje metodikoje, naudojant Agilent1100 skys¢iy chromatografing sistemg buvo sitiloma
naudoti 230 nm bangos ilgj kanabinoidy detekcijai, taciau optimizuojant metoda bei tiriant kelis spektrus,
laboratorijos darbuotojai nusprendé tolimesniems tyrimams naudoti 228 nm bangos ilgj, kadangi anali¢iy
spektrai buvo geriausiai atskirti bei identifikuoti.

Siame darbe metodo validavimo parametrai ir gautos vertés nebus lyginamos su kity autoriy
darbais, kadangi laboratorijoje sukurtas analitinis metodas buvo pritaikytas tik VMTI Fiziniy ir

technologijos moksly, Metrologijos skyriaus, Cheminés metrologijos laboratorijai.

3.2. Méginiy stabilumo tyrimas

Cannabis sativa L. biomasés méginiy stabilumo tyrimai atlikti siekiant nustatyti optimaliausias
méginiy saugojimo salygas. Tyrimui atlikti buvo paruostas kanapiy biomases ekstraktas, kaip nurodyta
2.3.1. skyrelyje, kuris véliau buvo padalintas j 4 chromatografinius buteliukus lygiomis dalimis.
Stabilumo studijoms atlikti pasirinkti 3 tamsaus bei 1 Sviesaus stiklo chromatografiniai buteliukai,
siekiant i$siaiSkinti Sviesos poveikj analiciy kiekio kitimui tyrimo eigoje. Atlikus kanabinoidy ekstrakcija

i$ kanapiy biomasés, atlikta HPLC analizé, kaip nurodyta 2.3.2. skyrelyje, pamatuojant kiekvieng méginj
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5 kartus. I$ gauty chromatogramy, pagal sulaikymo laikus (2.1 lentelé), identifikuoti 5 kanabinoidai —
CBD, CBDA, CBGA, CBC, THCA - esantys tiriamojoje Cannabis sativa L. biomaséje. Siy kanabinoidy
kiekio kitimai stabilumo studijy metu ir buvo stebéti. Pradinio tasko vertés gautos pamatuojant 1 méginj
i$ 4 ir jas pritaikius visai iméiai. Po analizés, 1 tamsaus stiklo chromatografinis buteliukas padétas j
tamsig vieta, kambario temperattiroje, 1 tamsaus stiklo ir 1 skaidraus stiklo buteliukai padéti j Sviesig
vietg, kambario temperatiiroje bei 1 tamsaus stiklo buteliukas padétas i Saldytuva, +4 °C temperatiroje.
Visy méginiy analizé HPLC metodu pakartota po 1 savaités, 4 bei 12 savaiciy, kiekvieng méginj
pamatuojant 5 kartus. Stebéta, kaip keiciasi anali¢iy smailiy plotai laiko eigoje. I§ gauty kiekvieno tasko
duomeny iSvestas kiekvienos analités smailiy ploto vidurkis, kuris pavaizduotas grafiskai 3.1. — 3.4.

paveiksluose.

Tamsa, tamsus buteliukas, kambario temperatiira
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3.1 pav. Méginiy stabilumo tyrimy rezultatai, gauti Cannabis sativa L. ekstraktg laikant tamsiame
buteliuke, tamsioje vietoje, kambario temperatiiroje 12 savaiciy.

Laikant tamsaus stiklo chromatografinj buteliukg tamsioje vietoje, kambario temperatiiroje,
didZiausias poveikis buvo matomas CBD bei CBDA anali¢iy kiekiui. Kanabidiolio riigsties kiekis, laikui
einant mazéjo, o neutralaus kanabidiolio — didéjo. Manoma, kad taip galéjo atsitikti dél to, kad CBDA
degradavo j CBD, kas 1émé jo kiekio padidéjima.
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3.2 pav. Méginiy stabilumo tyrimy rezultatai, gauti Cannabis sativa L. ekstraktg laikant skaidriame
buteliuke, $viesioje vietoje, kambario temperatiiroje 12 savaiciy.

Atlickant analiz¢ su Cannabis sativa L. ekstraktu, kuris buvo laikomas skaidriame

chromatografiniame buteliuke, $viesioje vietoje ir kambario temperatiiroje, pastebétas visy anali¢iy

kiekio sumaz¢&jimas. Matuojant méginj 12 savaite, identifikuotas CBG kanabinoidas, kuris galéjo atsirasti

dél CBGA degradacijos.

Sviesa, tamsus buteliukas, kambario temperatiira
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3.3 pav. Méginiy stabilumo tyrimy rezultatai, gauti Cannabis sativa L. ekstraktg laikant
tamsiame buteliuke, Sviesioje vietoje, kambario temperatiiroje 12 savaiciy.
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Laikant kanapiy biomasés ekstrakto méginj tamsiame buteliuke, Sviesioje vietoje, kambario
temperatiiroje, CBD bei CBDA anali¢iy kiekis nuosekliai mazéjo viso méginiy stabilumo tyrimy
laikotarpiu. CBGA, CBC bei THCA anali¢iy po 12 savai¢iy nebuvo identifikuota. Taip pat, kaip ir laikant
méginius skaidraus stiklo chromatografiniame buteliuke, 12-3j3 savaite buvo identifikuotas CBG, kuris,

manoma, atsirado dél kanabigerolio ragsties degradacijos $viesoje.

Saldytuvas, tamsus buteliukas, +4 °C
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3.4 pav. Méginiy stabilumo tyrimy rezultatai, gauti Cannabis sativa L. ekstrakta laikant tamsiame
buteliuke, saldytuve, +4 °C temperatiiroje 12 savaiciy.

Cannabis sativa L. ekstraktas, kuris buvo laikytas 12 savaiciy tamsiame buteliuke, Saldytuve,
+4 °C temperatiiroje, i§liko stabiliausias, atsizvelgiant j anali¢iy kiekio kitimg. CBDA nedegradavo, dél
to CBD kiekis isliko stabilus, taip pat isliko stabiliis ir kiti kanabinoidai — CBGA, CBC bei THCA.
Kanabigerolio riigstis nedegradavo, dél to nebuvo identifikuota CBG analité. Sis méginio saugojimo
budas ir buvo pasirinktas, nes atsizvelgiant j visus atliktus tyrimus, anali¢iy kiekis Siuo atveju isliko

stabiliausias.

3.3. Metodo validavimas
Kuriant naujus metodus ar pakeiciant laboratorijoje naudojamo metodo salygas yra reikalingas

metodo validavimas — patvirtinimas, kad naudojama procedira atitinka visas specifikacijas ir yra tinkama

numatytiems rezultatams gauti. Siame tyrime, sukurtas ir optimizuotas HPLC metodas kanabinoidy
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identifikacijai ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L. produktuose buvo validuotas pagal

laboratorijoje nustatytus parametras bei jy priimtinumo vertes, kurios nurodytos 2.2 lenteléje.

3.3.1. TiesiSkumas

Metodo tiesiSkumas — tai parametras, kuriuo siekiama jvertinti ar naudojama procedira yra tinkama
gauti rezultatus, kurie bty tiesiogiai proporcingi analités koncentracijai meéginyje. TiesiSkumo
jvertinimui buvo sudaryti kiekvienos tiriamosios analités kalibraciniai grafikai, kaip aprasyta 2.3.4.1.
skyrelyje. CBDV, CBG, CBG, CBGA, CBN, CBC ir THCA anali¢iy kalibraciniams grafikams buvo
naudojamos 5 skirtingos sertifikuoty pamatiniy medziagy koncentracijos, iSreikStos masés dalies
koncentracijomis (ppm). CBD bei CBDA analitéms buvo parinktas didesnis koncentracijy intervalas,
kadangi $iy kanabinoidy koncentracijos Cannabis sativa L. realiuose méginiuose biina didesnés. Gauti

kalibraciniai grafikai pavaizduoti 3.5 ir 3.6. paveiksluose.

—

CBD kalibracinis grafikas 2) CBDA kalibracinis grafikas
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3.5 pav. 1.) Kanabidiolio (CBD) ir 2.) Kanabidiolio riigsties (CBDA) kalibraciniai grafikai, gauti
jvertinant metodo tiesiSkumga.
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CBDV kalibracinis grafikas
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CBGA kalibracinis grafikas
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3.6 pav. 1.) Kanabididvarino (CBDV), 2.) Kanabigerolio (CBG), 3.) Kanabigerolio riigsties (CBGA),
4.) Kanabinolio (CBN), 5.) Kanabichromeno (CBC) ir 6.) Tetrahidrokanabinolio riigsties (THCA)
kalibraciniai grafikai, gauti jvertinant metodo tiesiSkuma.

Remiantis gautomis regresinémis lygtimis, nustatyti kiekvienos analités kalibraciniy grafiky

koreliacijos koeficientai, kurie visi atitiko priimtinumo kriterijus metodo tiesiSkumui. Taip pat, pagal

kalibracinius grafikus nustatyti ir metodo tiesiSkumo intervalai, apimantys zemiausias ir didziausias

anali¢iy koncentracijas méginiuose, kuriose vis dar yra iSlaikomas kalibraciniy grafiky tiesiskumas.

Gauti koreliacijos koeficientali, tiesiSkumo intervalai bei jy priimtinumo kriterijai nurodyti 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. Metodo tiesiSkumo vertinimo parametrai ir jy prilmtinumo Kkriterijy vertés.

... | Eksperimentiné | Priimtina Atitinka TiesiSkumo | Priimtinas Atitinka
Analit® | o2 eikim t | reikalavi intervalas | interval ikalavi
reik§mé verté reikalavimus | intervalas | intervalas | reikalavimus
CBDV 1,0000 + 5-254 ppm | 6-200 ppm +
CBD 0,9999 + 5-449 ppm | 6 - 400 ppm +
CBG 0,9984 + 6 - 267 ppm | 6 - 200 ppm +
CBDA 0,9999 > 0.9900 + 4 - 637 ppm | 6 -400 ppm +
CBGA 1,0000 - + 5-261 ppm +
CBN 1,0000 + 3 - 268 ppm +
CBC 0,0981 n 2~ 244 ppm | © 7200 PP "
THCA 0,9997 + 2 - 266 ppm +

3.3.2. Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos

Ivertinant anali¢iy aptikimo ribg (LoD) buvo siekiama nustatyti, kokiag maziausig koncentracija
analités méginyje gali detektuoti sukurtas HPLC metodas. Remiantis jvairiais literatiiros Saltiniais, LoD
galima jvertinti keliais buidais — vizualiai, apskaic¢iuojant nuolydzio (angl. slope) standartinj nuokrypj
arba signalo ir triukmo santykj (3:1). Siam parametrui validacijos metu nustatyti buvo pasirinkta
jvertinti signalo ir triukSmo lygj (S/N), kaip nurodyta 2.3.4.2. skyrelyje. Nustatytos anali¢iy S/N vertés
ekstrapoliuotos iki tokiy tasky, kuriuose analités smailés reik§més biity 3,3 karty didesnés nei triuk§mo
lygis. Visos gautos LoD vertés atitiko laboratorijos priimtinumo kriterijus aptikimo ribai. Gauti rezultatai

pateikti 3.2 lenteléje.

3.2. lentelé. Anali¢iy aptikimo ribos (LoD) vertinimo rezultatai.

Analité Nustatyta LoD verté | Priimtinumo Kriterijus At'tm!(a
reikalavimus

CBDV 0,34 ppm +

CBD 0,78 ppm T

CBG 0,49 ppm ¥
CBDA 0,24 ppm +
CBGA 0,23 ppm =<1,00 ppm "

CBN 0,23 ppm n

CBC 0,07 ppm +
THCA 0,15 ppm ;

Nustatant anali¢iy LoQ vertes, siekiama parodyti, kokj maziausig analités kiekj méginyje galima
kiekybiskai patikimai jvertinti pasirinktu metodu. Sis parametras kaip ir LoD buvo nustatytas remiantis

kiekvienos analités S/N verte ir jg ekstrapoliuojant iki tasko, kuriame analités piko reik§mé biity 10 karty
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didesné nei triukSmo lygis. Visos gautos LoQ vertés atitiko laboratorijos priimtinumo Kriterijus anali¢iy

kiekybinio nustatymo ribai. Gauti rezultatai ir parametro priimtinumo Kriterijai pateikti 3.3 lenteléje.

3.3. lentelé. Analiciy kiekybinio nustatymo ribos (LoQ) vertinimo rezultatai.

Analité Nustatyta LoQ verté | Priimtinumo Kriterijus Alitinka
reikalavimus

CBDV 1,03 ppm T

CBD 2,37 ppm n

CBG 1,51 ppm +
CBDA 0,71 ppm n
CBGA 0,71 ppm = 3,50 ppm "

CBN 0,70 ppm +

CBC 0,23 ppm n
THCA 0,44 ppm +

3.3.3. Isgava (teisingumas)

Analitinio metodo teisingumas parodo, kaip gaunami rezultatai yra artimi tikrajai vertei. Sis
parametras gali biiti jvertinamas apskaiciuojant poslinkj (angl. bias), jei turima matricos CRM atitinkanti
realy méginj arba tiriant anali¢iy priedo iSgava iS realaus méginio, jei néra tam tinkamos matricos CRM.
Sukurto laboratorijoje HPLC metodo teisingumo nustatymui pasirinkta jvertinti kiekvienos analités
iSgava, panaudojant zinomos koncentracijos anali¢iy priedo metodg, kaip nurodyta 2.3.4.3 skyrelyje.
Tyrimams buvo naudota Cannabis sativa L. biomasé ir kanapiy aliejus, kuriame buvo jvertinama CBD
bei CBDA anali¢iy iSgava, kadangi rinkoje daznai pasitaiko ir kanapiy koncentruotas aliejus, kuriame
deklaruojama, kad yra $iy kanabinoidy. Teisingumo parametro jvertinimui paruosti dviejy produkty —
biomasés bei aliejaus standartiniai méginiai be sertifikuoty pamatiniy medziagy bei 10 skirtingy analic¢iy
meéginiy su sertifikuotomis pamatinémis medziagomis. Atlikta visy méginiy HPLC analize, jvertinant
kiekvienos analités koncentracija méginyje ir ja palyginant su Standartiniu méginiu, kaip nurodyta

2.3.4.3. skyrelyje. Gauti rezultatai pateikti 3.4 lenteléje.
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3.4 lentelé. Metodo iSgavos vertinimo rezultatai.

Analité APSkalcmOt? 1S8aV0S | briimtinumo kriterijus .At't'n.ka
verté reikalavimus

CBDV 85,8 % +
CBD biomasé 1195 % +
CBD aliejus 110,0 % +
CBG 99,6 % +
Cg;s*Ab;ﬁ‘;ﬁS: ggg Z;Z N0 80,0 % iki 120,0 % :
CBGA 101,3 % +
CBN 88,5 % +
CBC 92,1 % +
THCA 91,0 % +

Gauti anali¢iy iSgavos rezultatai atitiko keliamus laboratorijos reikalavimus, o sukurtas HPLC
metodas yra tinkamas kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L.

meéginiuose.
3.3.4. Metodo rezultaty glaudumas

Atliekant analitinio metodo glaudumo jvertinimg, sickiama parodyti, kad panaudojant sukurta
procediira gaunami rezultatai yra atsikartojantys. Dazniausiai glaudumo parametro nustatymui yra
pasirenkamos pakartojamumo salygos — naudojamas tas pats metodas, jranga, matuojamas tas pats
meginys, o eksperimentg atlieka vienas operatorius per trumpg laiko tarpa. Siekiant jvertinti analitinio
metodo rezultaty glaudumg tiksliau, yra pasirenkama tyrimus atlikti ilgesnj laikotarpj, panaudojant
atkuriamumo (angl. reproducibility) salygas. Sis parametro nustatymo biidas ir buvo pasirinktas HPLC
metodo rezultaty glaudumo jvertinimui. Parametro jvertinimui paruoStas vienas meéginys su visy
tiriamyjy anali¢iy sertifikuotomis pamatinémis medziagomis, kaip nurodyta 2.3.4.4. skyrelyje. Atlikta
gauto miSinio HPLC analizé, méginj pamatuojant 5 kartus kas dvi savaites, vieno ménesio laikotarpiu.
I$ gauty anali¢iy smailiy ploty iSvestas vidurkis, kuris panaudotas jungtinio santykinio standartinio

nuokrypio skai¢iavimui. Gauti rezultatai pateikti 3.5 lenteléje.
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3.5. lentelé. Metodo rezultaty glaudumo vertinimo rezultatai.

Analité Apskaiciuota verté | Priimtinumo Kriterijus .Atltm!(a
reikalavimus

CBDV 2,5% "

CBD 0,9 % T

CBG 3.2% T
CBDA 4,1 % "
CBGA 2.1% <50% m

CBN 1,3 % "

CBC 15% T
THCA 2,2 % n

Ivertinus rezultatus, galima teigti, kad gautos anali¢iy matavimy rezultaty vertés yra artimos jy

vidurkiui ir sukurtas HPLC metodas kanabinoidy detekcijai ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa

L. méginiuose yra tinkamas naudojimui.

3.4. HPLC metodo taikymas kanabinoidy identifikacijai ir koncentracijos nustatymui Cannabis

sativa L. produktuose

Optimizuotas ir validuotas metodas, paremtas efektyviaja skysciy chromatografija buvo pritaikytas

praktiSkai kanabinoidy identifikacijai ir koncentracijos nustatymui pluostiniy kanapiy produktuose.

Parinkti skirtingy gamintojy, jvairiy tipy, 6 produktai (A - F) i$ kuriy atlikta kanabinoidy ekstrakcija ir

jy HPLC analizé, kaip nurodyta 2.3.1. ir 2.3.2. skyreliuose. Gautos produkty A - F chromatogramos ir

identifikuoti kanabinoidai pavaizduoti 3.7 paveiksle. Kanabinoidai nustatyti pagal anali¢iy sulaikymo

laika, kuris nurodytas 2.1 lenteléje.
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3.7 pav. Identifikuoti kanabinoidai Cannabis sativa L. produktuose (A - F), atlickant HPLC analizg.

Atlikus A, B ir C produkty — pluostiniy kanapiy arbaty — HPLC analizg, identifikuoti 5
kanabinoidai, i$ kuriy didziausig dalj sudaré CBDA. Maisto papildy, kuriy gamyboje naudotas pluostiniy
kanapiy sékly aliejus — D ir F — analizés metu, neidentifikuotas nei vienas kanabinoidas. Koncentruotame
CBD aliejuje — E produkte — identifikuoti 7 kanabinoidai, i§ kuriy didziausig dalj sudaré CBD. Pagal
gautas anali¢iy smailés ploty vertes, apskaiCiuotos identifikuoty kanabinoidy koncentracijos A - F
produktuose, kaip nurodyta 2.3.6. skyrelyje. Nustatytos koncentracijos palygintos su gamintojy
deklaruotomis kanabinoidy vertémis pluostiniy kanapiy produktuose. Gauti rezultatai pateikti 3.6

lentel¢je.
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3.6. lentelé. HPLC analizés metu identifikuoty kanabinoidy koncentracijos Cannabis sativa L.

produktuose (A - F), pateikiant metodo i$pléstinés neapibrézties vertes.

Nustatytos anali¢iu koncentracijos produktuose, %
Analité A B C E
CBDV (1,2+0,06)x 102 (0,4+0,02)x10? (2,2+0,11)x10°? (0,4+0,02)x10?
CBD | (37,4%+2,21)x102% | (21,6+1,27)x102 | (10,9+0,64)x10? (319,5+0,02)x 102
CBG - - - (0,5+0,03)x10
CBDA | (133,8+10,97)x102 | (92,7+7,60)x10? | (135,3+11,09)x107 (0,9+0,07)x107?
CBGA (5,2+0,21)x10? (2,6+0,11)x10? (3,5+0,14)x10°? -
CBN - - - (0,6+0,02)x10
CBC (5,4+0,17)x10? (4,4+0,14)x 102 (4,2+0,13)x10°? (26,6+0,82)x10?
THCA | (15,1+0,69)x102 | (11,6+0,53)x10% (4,9+0,23)x10°? (8,3+0,38)x10?

A produkto gamintojas pakuotéje nurodé, kad smulkintoje kanapiy géliy ir lapy arbatoje galima
rasti iki 2 — 3 % CBD bei kity kanabinoidy. Atlikus $io produkto kanabinoidy ekstrakcijg ir HPLC
analizg, nustatyta 0,3740+0,0221 % CBD bei identifikuoti CBDV, CBDA, CBGA, CBC ir THCA
kanabinoidai. Nustatyta kanabidiolio koncentracija produkte, atitiko gamintojo nurodytas CBD vertes. B
ir C produktai yra sudaryti i§ 100 % kanapiy lapy arbatos, gamintojai nenurod¢, kokie kanabinoidai ir
kokios koncentracijos gali buti randamos produktuose, taciau atlikus analizg, abiejuose méginiuose
identifikuoti 6 kanabinoidai, kuriy koncentracijos buvo panasios, didziausia koncentracija produktuose
nustatyta CBD kanabinoido. Remiantis kity autoriy duomenimis, HPLC metodu, kanapiy lapy arbatose
galima rasti nuo 0,47 % iki 1,35 % CBD, o kanapiy Ziedy arbatoje — 1,30 % - 1,67 % CBD kanabinoido
(Oppermann ir kt., 2019). Sie rezultatai sutampa su misy nustatytomis CBD kanabinoido
koncentracijomis pluostiniy kanapiy arbatose, tad galima patvirtinti, jog sukurtas HPLC metodas yra
tinkamas kanabidiolio identifikavimui ir koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L. produktuose. D
produkto gamintojas nurodé¢, kad maisto papildo sudétyje yra 59,3 % Salto spaudimo rafinuoto pluostiniy
kanapiy sekly aliejaus. Remiantis literatiros Saltiniais, pluostiniy kanapiy sé¢kly aliejuje retais atvejais
yra randamas CBD, taciau atlikus Sio produkto HPLC analizg, neidentifikuotas nei vienas kanabinoidas.
E produkto — koncentruoto CBD aliejaus — gamintojas pateiké informacijg, kurioje nurodyta, kad
pluostiniy kanapiy aliejuje galima rasti 5 % CBD. Atlikus E produkto kanabinoidy ekstrakcijg ir HPLC
analize, identifikuotas didziausias skai¢ius kanabinoidy tarp visy testuoty méginiy. Apskaiciavus CBD
analités koncentracijg E produkte, nustatyta 3,1950+0,0002 %, o tai yra 1,5 karto mazesné koncentracija
nei nurodé gamintojas. Maisto papildo F gamintojas nurod¢, kad jo sudétyje yra 99,5 % nerafinuoto
kanapiy sékly aliejaus, taciau atlikus HPLC analize, kaip ir D produkto atveju, neidentifikuotas nei vienas

kanabinoidas. Atlikus visy pluostiniy kanapiy produkty HPLC analizg, galima teigti, kad sukurtas,
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optimizuotas ir validuotas metodas, skirtas kanabinoidy identifikavimui ir koncentracijos nustatymui

Cannabis sativa L. produktuose, yra tinkamas naudojimui.
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ISVADOS

1. Atliekant magistro baigiamajj darbg buvo jsisavintas laboratorijoje sukurtas ir optimizuotas
efektyviosios skysC¢iy chromatografijos (HPLC) metodas, kanabinoidy identifikavimui ir jy
koncentracijos nustatymui Cannabis sativa L. produktuose.

2. Atlikus stabilumo tyrimus, parinktos tinkamiausios salygos pluostiniy kanapiy méginiy
saugojimui. Nustatyta, kad tinkamiausias méginiy saugojimui yra tamsaus stiklo buteliukas, kuris yra
laikomas Saldytuve +4 °C temperatiiroje, kadangi anali¢iy kiekiai iSliko stabiliausi 3 ménesiy
laikotarpiu.

3. Atliktas HPLC metodo, skirto kanabinoidy nustatymui pluoStiniy kanapiy produktuose,
validavimas. Visos gautos parametry vertés atitiko laboratorijos keliamus priimtinumo kriterijus.

4. Atlikta kanabinoidy analizé pasirinktuose 6 skirtinguose Cannabis sativa L. produktuose
(biomaséje, arbatose, maisto papilduose ir alicjuje). Gauti rezultatai patvirtino, kad sukurtas,

optimizuotas ir validuotas HPLC metodas yra tinkamas naudojimui.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

MIGLE BARTKUTE
Skysc¢iy chromatografijos metodo validavimas bei taikymas kanabinoidy nustatymui pluostiniy

kanapiy produktuose

Pluostinés kanapés (Cannabis sativa L.) — tai vienas i§ labiausiai studijuojamy augaly, sulaukes
didelio susidoméjimo dél savo ypatingo terapinio poveikio Zmogaus sveikatai. Kanabinoidai — tai
specifiniai Cannabis sativa L. junginiai, kurie atsakingi uz jos biologinj poveikj. I§skiriami du
pagrindiniai kanabinoidai, kuriy yra daugiausiai randama pluostinése kanapése bei kurie turi didziausia
jitaka jos farmakologiniam aktyvumui — tai kanabidiolis (CBD) ir tetrahidrokanabinolis (THC). Visgi,
Europoje galioja griezti jstatymai, kurie draudzia kultivuoti tam tikras kanapiy rasis bei gaminti
produktus, kuriuose THC kiekis vir$ija 0,2 %. Dél Sios priezasties, biitina naudoti jautrius bei patikimus
metodus kanabinoidy identifikavimui bei kiekybiniam jvertinimui Cannabis sativa L. produktuose.

Sio darbo tikslas buvo validuoti laboratorijoje sukurta ir optimizuota metoda, paremta efektyviaja
skys¢iy chromatografija (HPLC), aStuoniy kanabinoidy identifikavimui ir kiekybiniam jvertinimui
Cannabis sativa L. produktuose. Siekiant jgyvendinti i$sikeltg tikslg, buvo parinktos tinkamiausios
pluostiniy kanapiy méginiy laikymo salygos, validuoti laboratorijos nustatyti parametrai, kurie visi
atitiko nustatytus priimtinumo kriterijus. Validuotas metodas buvo pritaikytas praktiskai kanabinoidy
identifikavimui ir kiekybiniam nustatymui SeSiuose skirtinguose pluostiniy kanapiy produktuose, o gauti

rezultatai palyginti su gamintojy pateiktomis vertémis.
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Validation and Application of the Liquid Chromatohraphic Method for the Ddetermination of
Cannabinoids in Hemp Products

Hemp (Cannabis sativa L.) is one of the most study plant nowadays, due to its extraordinary
therapeutic effects on human health. Cannabinoids are specific Cannabis sativa L. compounds which are
responsible for it‘s therapeutical impact. There are two cannabinoids which are mainly found in hemp
and plays the major role in Cannabis pharmacological effects — Cannabidiol (CBD) and
Tetrahydrocannabinol (THC). However, there are strict laws in Europe which are not allowed to cultivate
some Cannabis species and produce hemp products which contains higher than 0,2 % THC. For this
reason it is crucial to have a sensitive and reliable method for cannabinoids identification and
quantification in Cannabis sativa L. products.

The aim of this work was to validate a method created and optimized in laboratory based on high
performance liquid chromatography (HPLC) for eight cannabinoids identification and quantification in
Cannabis sativa L. products. To achieve this goal, the best storage conditions for Cannabis samples were
selected, method was validated according to laboratories held parameters — all obtained results were
within the specified acceptance criteria. Validated HPLC method was applied practically for
cannabinoids identification and quantification in six different hemp products and received results were

compared to the amounts specified by manufaturers.
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PADEKA

Dékoju VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro, Metrologijos skyriaus vadovui Doc.dr.
Evaldui Naujaliui uz suteikta galimybe¢ atlikti mokslinj baigiamajj darba Cheminés metrologijos
laboratorijoje bei konsultacijas. Taip pat, nuosirdi padéka VMTI Fiziniy ir technologijos moksly centro,
Cheminés metrologijos laboratorijos inzinieriui Audriui Sadaunykui uz pagalbg ir konsultacijas HPLC

metodikos bei analitiniy metody validavimo klausimais.
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