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STANOVENi OBSAHU KANABINOIDU METODOU GC

1 Ucel a rozsah

Postup je uréen pro kvantitativni stanoveni A’-tetrahydrokanabinolu (A°-THC), piipadné
dalsich kanabinoidii v odridach konopi setého.

Poznamky

1 Pri stanoveni kanabinoidit metodou GC jsou vzhledem k vysoké teploté injektoru viechny

kyselé kanabinoidy dekarboxylovany a vysledek odpovida souctu jejich neutralnich a
kyselych forem.

2 Princip

Kanabinoidy se ze vzorku konopi extrahuji hexanem a nasledné se stanovi metodou plynové
chromatografie (GC) s vyuzitim plamenové-ionizacniho detektoru (FID). Vyhodnoceni
se provede metodou vnitiniho standardu.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Skvalan (2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosan) — vnitini standard.
2 n-Hexan, pro GC.
3 Extrak¢ni roztok.
Ptiprava: 35 mg skvalanu (1) se rozpusti ve 100 ml hexanu (2).
4 A’-Tetrahydrokanabinol, 1 mg/ml v methanolu.

5  Kanabinol, 1 mg/ml v methanolu.

6  Kanabidiol, 1 mg/ml v methanolu.

4  Pristroje a pomiicky

1 Plynovy chromatograf s detektorem FID.
2 Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

3 Tristivy kavomlynek (napt. ETA 062).

4 Ultrazvukova lazen.
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5  Automatickd pipeta s nastavitelnym objemem, (100 — 1000) pl.
6  Zkumavky, asi 10 ml.
7  Odstredivka laboratorni (3000 ot/min).
8 Vialky se Sroubovacim uzévérem, 2 ml.
5 Postup

5.1 Priprava vzorku

Vzorek se ptipravi podle JPP Uprava vzorkil krmiv a rostlinného materialu, kap. 4.5, postup
60080.1 Uprava vzorki konopi pro stanoveni THC. Vzorek konopi musi byt nejdéle do 48 h
po odbéru vysusen pfi teploté¢ do 70 °C do konstantni hmotnosti (obsah vlhkosti 8 % — 13 %).
Po vysuseni se uchovava bez drceni pii teploté do 25 °C v papirovych pytlich na tmavém mist¢.

5.2 Priprava zkuSebniho vzorku

Ze vzorku se odstrani velké casti stonkti. Poté se vzorek dikladné promicha a kvartaci
se pripravi reprezentativni ¢ast vzorku, ktera se dale zpracovava tak, Ze se odstrani zbylé stonky
a semena veétsi nez 2 mm. Takto upraveny vzorek se pomele na tiistivém kavomlynku. Celkova
doba mleti 60 s se rozdéli do tii ¢asti, aby nedochazelo k zahtivani vzorku béhem mleti a
zaroven byl ziskén polojemny prasek (veskeré Castice museji projit sitem 1 mm). Mezi mletim
jednotlivych vzorki je potieba vSechny ¢asti mlynku diikladné ocistit ethanolem.

Poznamky

2 Typ mlynku se voli tak, aby pri mleti nedochazelo k zahiivani vzorku a zaroven k ulpivani
konopné pryskyrice na jeho soucastech.

3 Takto namlety vzorek miize byt skladovan ve vhodné uzaviratelné nadobce na suchém
tmavem miste pri teploté do 25 °C po dobu nejdéle deseti tydnii.

5.3 Extrakce

Do zkumavky se navazi 100 mg zkuSebniho vzorku s pfesnosti na 0,1 mg, pfidd se 5 ml
extrakéniho roztoku (3), obsahujiciho vnitini standard. Zkumavka se vlozi do ultrazvukové
lazn¢, kde se vzorek extrahuje po dobu 20 min. Poté se vzorek odstfed'uje 5 min
pii asi 3000 ot/min. Pfipraveny supernatant se pfevede pomoci automatické pipety do 2ml
vialky a analyzuje se na GC.

5.4 Stanoveni plynovou chromatografii

Vlastni analyza se provadi na plynovém chromatografu s plamenové-ionizacnim detektorem.
Pro separaci kanabinoidl se pouzije kapilarni kolona s chemicky vadzanou nepolarni f4zi na bazi
dimethylpolysiloxanu s 5 % fenylu. Méteni se provede izotermalné pii teploté¢ 260 °C. Pii
pratoku He 1,5 ml/min opousti vSechny sledované latky kolonu mezi 3. az 8. minutou. Nésledné
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se zvysi teplota pece tak, aby se odstranily z kolony veskeré necistoty. Tabulka ¢. 1 shrnuje
mozné nastaveni chromatografickych podminek.

Tabulka €. 1. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Plynovy chromatograf GC Agilent 7890B - MSD 5977B

Kapiléarni kolona DB-5 (30 m x 0,25 mm, film 0,25 pm)

Nosny plyn Helium

Pritok nosného plynu 1,5 ml/min

Teplota injektoru 300 °C

Teplota detektoru 300 °C

Teplotni program 260 °C (8 min) — 30 °C/min — 290 °C (17 min)
Objem nasttiku, davkovani 1 pl, split 1 :40

6  Vyhodnoceni a vyjadieni vysledku
6.1 Kbvalitativni analyza

Piky kanabinoidli v analyzovaném vzorku se identifikuji na zaklad¢ jejich reten¢nich cast,
porovnanim s referen¢nim vzorkem o znamém sloZeni.

V tabulce €. 2 jsou uvedeny retencni Casy tr jednotlivych kanabinoidi a jejich relativni retencni
Casy Rtr vzhledem k vnitinimu standardu pro vySe uvedeny teplotni program a kolonu.
Kanabinol je zde uveden z divodu, Ze jeho pfitomnost mize byt indikatorem nespravného
skladovani vzorku.

Tabulka ¢&. 2. Retencni ¢asy a relativni retenéni ¢asy stanovovanych latek

Analyt Zkratka Retenéni ¢as (min) Relativni reten¢ni ¢as
Kanabidiol CBD 4,056 0,69
Ag-Tetrahydrokanabinol A°-THC 4,825 0,82
Kanabinol CBN 5,463 0,93
Skvalan 5,863 1,00
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6.2 Kvantitativni analyza

Vyhodnoceni se provede metodou vnitiniho standardu z kalibraéni piimky. Provede
se tiibodova piipadné pétibodova kalibrace (podle toho, zda se jedna pouze o kontrolu ploch
osetych technickym konopim nebo o proces uznavani dané odriidy) v rozsahu (0,002 —
0,5) mg/ml A°>-THC v extrakénim roztoku, coZ pro vyse popsanou metodu odpovidd obsahu
(0,01 —2,5) % A°-THC v realném vzorku. Kalibrace pro stanoveni CBD se provede ve stejném
rozsahu, tzn. (0,002 — 0,5) mg/ml CBD v extrakénim roztoku. Obsahy jednotlivych latek jsou
automaticky vypocitavany z kalibrac¢nich zavislosti pomoci fidiciho softwaru.

Vysledky stanoveni obsahu A’-THC a CBD se ziskavaji jako priimér ze dvou paralelnich
stanoveni. Uvadi se v % a jsou vyjadfeny na dvé desetinnd mista.

7 Literatura

1 Regulation (EC) No 2316/1999, Article 7b, Annex XIII, Community method for the
quantitative determination of A’>-THC (tetrahydrocannabinol) content in hemp varieties.
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