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Streszczenie w jezyku polskim

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy opracowania, optymalizacji, walidacji i oceny
przydatnosci procedury UHPLC przeznaczonej do analizy kannabinoidéw w surowcach oraz
produktach otrzymanych z konopi. W pracy wykorzystano jedng procedure rozdzielania
chromatograficznego w dwéch wariantach detekcji: UV-VIS/DAD oraz CORONA CAD. Celem
badan byto uzyskanie rozdzielenia 19 kannabinoidéw oraz ilosciowe oznaczanie wybranych

analitéw w badanych matrycach roslinnych i olejowych.

Zakres analityczny procedury obejmowat 19 kannabinoidéw: CBGO, CBDVA, CBND,
CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV, CBN, CBCVA, CBNA, A°-THC, CBL, A®-THCA, CBC, CBCA,
CBLA oraz AS-THCP. W analizie uwzgledniono kannabinoidy obojetne, formy kwasowe oraz
wybrane zwigzki mniejszosciowe. Dobor analitéw pozwolit na kompleksowa ocene profilu
kannabinoidowego. Istotnym aspektem badan byto rozdzielenie zwigzkéw o zblizonej budowie

chemicznej i podobnych wtasciwosciach retencyjnych.

Rozdzielanie chromatograficzne przeprowadzono w uktadzie odwrdconych faz
z zastosowaniem kolumny Accucore C18 o wymiarach 150 x 3,0 mm i Srednicy czgstek 2,6 um.
Faze ruchoma A stanowita woda zawierajgca 0,1% (v/v) kwasu octowego, natomiast faze B
stanowit acetonitryl. Zastosowano elucje izokratyczng przy stosunku faz A wynoszgcym 30:70
(v/v). Przeptyw fazy ruchomej wynosit 0,5 ml/min, temperatura kolumny 20°C, temperatura
autosamplera 25°C, a objeto$é nastrzyku 5 pl. Catkowity czas analizy wynosit 30 min. Dobér
warunkdw chromatograficznych uwzgledniat uzyskanie odpowiedniej jakosci rozdzielenia
chromatograficznego, stabilnosci odpowiedzi detektoréw, czasu analizy oraz mozliwosci

zastosowania procedury do prébek rzeczywistych.

W wariancie z detekcjg UV-VIS/DAD sygnat wykorzystywany do oznaczen ilo$ciowych
oraz oceny parametréw walidacyjnych rejestrowano przy diugosci fali 278 nm. Réwnolegle
rejestrowano widma 3D DAD w zakresie 190-400 nm z czestotliwoscig akwizycji 5 Hz. Analiza
widmowa stanowita uzupetnienie identyfikacji analitéw oraz stuzyta do pordwnania ich profili
z widmami uzyskanymi dla roztworéw wzorcowych i kontroli jakosci chromatogramow.
Podstawe identyfikacji analitéw stanowity zgodnos¢ czasu retencji i kolejnosci elucji

Z mieszaning wzorcowg, uzupetnione oceng zgodnosci widm DAD.
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W wariancie z detekcjag CORONA CAD temperature parowania ustalono na 35°C,
czestotliwos¢ akwizycji na 2 Hz, natomiast ustawienia Filter i Power Function odpowiednio na
51 1,00. Ze wzgledu na aerozolowy mechanizm detekcji istotne znaczenie miaty stabilnos¢
procesu nebulizacji, powtarzalnos$¢ tworzenia aerozolu oraz zastosowanie lotnych sktadnikéw
fazy ruchomej. Ze wzgledu na nieliniowg charakterystyke odpowiedzi detektora CAD zaleznosci
kalibracyjne opisano za pomocg regresji kwadratowej z zastosowaniem wazenia 1/x lub 1/x?,

dobieranego indywidualnie dla poszczegdlnych analitow.

Przygotowanie probek obejmowato ekstrakcje okoto 70 mg materiatu roslinnego lub
produktu olejowego w 10 ml metanolu przez 15 min z wykorzystaniem tazni ultradzwiekowej,
po zakonczeniu ekstrakcji probki wirowano, a nastepnie przesgczano przez membranowy filtr
z regenerowanej celulozy o srednicy poréow 0,45 um. Uzyskane ekstrakty rozcieficzano
metanolem w stosunku 1:10. Procedure zastosowano do dwdch matryc: suszu lub

kwiatostanéw konopi oraz produktéw olejowych.

Walidacja obejmowata ocene podstawowych parametrow metody, w tym
selektywnosci, kalibracji, precyzji, doktadnosci, LOD, LOQ oraz odpornosci na niewielkie zmiany
warunkow analizy. Dla DAD zastosowano kalibracje liniowg, natomiast dla CAD — regresje
kwadratowg z wazeniem 1/x lub 1/x%. Zakres roboczy wynosit od LOQ do 200 lub 250 pg/ml,

zaleznie od analitu. Wartosci LOD i LOQ miescity sie odpowiednio w zakresach 1-5i 1-10 pg/mL.

Przydatnos¢ uktadu chromatograficznego oceniono na podstawie parametrow
systemu, w tym powtarzalnosci, liczby pétek teoretycznych i rozdzielczosci. Dla wszystkich
analitéw uzyskano N > 2000, natomiast pary CBND/CBDV, A°-THCA/CBC i CBCA/CBLA

charakteryzowaty sie nizszg rozdzielczos$cig, wymagajgcg szczegdblnej kontroli integracji pikow.

Badania precyzji i doktadnosci przeprowadzono dla ustalonych pozioméw stezen

i warunkow analitycznych.

Odpornos¢ metody oceniono poprzez zmiane przeptywu fazy ruchomej i temperatury
kolumny. Opracowang procedure zastosowano do analizy prébek rzeczywistych — produktow
olejowych oraz suszu i materiatu roslinnego. W olejach oznaczano gtéwnie CBD, natomiast w
suszu i materiale roslinnym CBD i CBDA. Procedura umozliwita rozdzielenie 19 kannabinoidéw

oraz iloSciowe oznaczanie analitdw w zakresie objetym walidacj3.
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Opracowana procedura UHPLC z detekcjg UV-VIS/DAD i CORONA CAD umozliwita
rozdzielenie 19 kannabinoidéw oraz oznaczanie wybranych analitéw w prébkach roslinnych
i olejowych. Uzyskanie wiarygodnych wynikédw wymagato kontroli rozdzielenia par
krytycznych, witasciwego modelu kalibracyjnego oraz oceny przydatnosci uktadu
chromatograficznego. Petna ocena odpornosci metody wymaga jednak uzupetnienia kryteriow

akceptacji i kompleksowej oceny wynikdéw.

Stowa kluczowe: UHPLC, kannabinoidy, Cannabis sativa L., UV-VIS/DAD, CORONA CAD,

walidacja metody, przydatnos¢ systemu chromatograficznego
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Abstract in English

This doctoral dissertation concerns the development, optimization, validation, and
assessment of the suitability of a UHPLC procedure for the analysis of cannabinoids in raw
materials and cannabis-derived products. A single chromatographic separation procedure was
used with two detection configurations: UV-VIS/DAD and CORONA CAD. The aim of the study
was to achieve the separation of a panel of 19 cannabinoids and the quantitative

determination of selected analytes in the plant and oil matrices investigated.

The analytical scope of the procedure included 19 cannabinoids: CBGO, CBDVA, CBND,
CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV, CBN, CBCVA, CBNA, A°-THC, CBL, A°-THCA, CBC, CBCA,
CBLA, and A°-THCP. The panel included neutral cannabinoids, their acidic forms, and selected
minor cannabinoids. The analytes were selected to enable the assessment of the cannabinoid
profile rather than solely the determination of individual predominant components. Particular
attention was given to the separation of compounds with similar chemical structures and

retention properties.

Chromatographic separation was performed in reversed-phase mode using an
Accucore C18 column measuring 150 x 3.0 mm and containing 2.6 um particles. Mobile phase
A consisted of water containing 0.1% (v/v) acetic acid, whereas mobile phase B consisted of
acetonitrile. Isocratic elution was performed at a phase A ratio of 30:70 (v/v). The mobile-
phase flow rate was 0.5 mL/min, the column temperature was 20°C, the autosampler
temperature was 25°C, and the injection volume was 5 pL. The total analysis time was 30 min.
These conditions were selected taking into account chromatographic separation quality,
detector response stability, analysis time, and the applicability of the procedure to real

samples.

In the UV-VIS/DAD detection configuration, the signal used for quantitative
determination and assessment of validation parameters was recorded at 278 nm. Three-
dimensional DAD spectra were simultaneously acquired over the range of 190-400 nm at an
acquisition rate of 5 Hz. The spectra were used as supporting information to compare the
spectral profiles of the peaks with those obtained for the reference standard solutions and to

assess chromatogram quality. Analyte identification was based primarily on agreement of the
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retention times and elution order with those of the reference standard mixture, supplemented

by an assessment of DAD spectral agreement.

In the CORONA CAD detection configuration, the evaporation temperature was 35°C,
the acquisition rate was 2 Hz, the Filter setting was 5, and the Power Function value was 1.00.
Due to the aerosol-based detection mechanism, the stability of the nebulization process, the
reproducibility of aerosol formation, and the use of volatile mobile-phase components were
of particular importance. Because of the nonlinear response characteristics of the CAD
detector, the calibration data were described using quadratic regression with either 1/x or 1/x?

weighting, selected individually for each analyte.

Sample preparation involved the extraction of approximately 70 mg of plant material
or an oil sample with 10 mL of methanol for 15 min in an ultrasonic bath. The samples were
then centrifuged, filtered through a regenerated cellulose membrane filter with a pore size of
0.45 um, and diluted 1:10 with methanol. The procedure was applied to two types of matrices:

dried cannabis material or cannabis inflorescences and oil products.

The validation studies included assessments of selectivity, chromatographic system
suitability, the calibration model, working range, precision, accuracy, limit of detection, limit
of quantification, and the effects of small variations in chromatographic conditions. Linear
calibration models were used for UV-VIS/DAD detection based on the signal recorded at 278
nm. Quadratic models with either 1/x or 1/x* weighting were used for CORONA CAD detection.
The working range was established individually for each analyte, from its limit of quantification
to either 200 or 250 pg/mL. The LOD values ranged from 1 to 5 pg/mL, whereas the LOQ values

ranged from 1 to 10 ug/mL, depending on the analyte.

As part of the chromatographic system suitability assessment, the repeatability of
retention times and peak areas, the number of theoretical plates, chromatographic resolution,
and the signal-to-noise ratio were evaluated. The number of theoretical plates for all analytes
exceeded the adopted minimum criterion of N > 2000. The CBND/CBDV, A°-THCA/CBC, and
CBCA/CBLA pairs required particular attention. For these pairs, resolution values below Rs =
1.5 were obtained. In some of the studies, values below Rs = 0.9 or results reported as n.a.
were also observed. These chromatographic regions therefore require continuous monitoring

of retention times, resolution, and peak integration.
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Precision and accuracy studies were conducted at the established concentration levels

and under the defined analytical conditions.

As part of the robustness study, results obtained after changes in the mobile-phase
flow rate and column temperature were compared. Tables 149-171 present the resulting
changes in retention times, determined concentrations, and chromatographic separation

parameters.

The developed procedure was applied to the analysis of real samples, including oil
products, dried cannabis material, and plant material. CBD was the primary analyte
guantitatively determined in the oil samples. CBD and CBDA were quantitatively determined
in the dried cannabis and plant material samples. Some signals assigned to selected minor
cannabinoids were below the limit of quantification. Application of the procedure to real
samples demonstrated the separation of the 19-cannabinoid panel and the quantitative

determination of analytes included within the confirmed scope of the method.

The developed UHPLC procedure with UV-VIS/DAD and CORONA CAD detection
enabled the separation of the investigated cannabinoid panel and the determination of
selected analytes in plant and oil samples. Stable chromatographic conditions, control of the
separation of critical pairs, appropriate selection of the calibration model, and
chromatographic system suitability assessment before each analytical sequence were essential
for obtaining reliable results. Full confirmation of the robustness of the procedure requires the
completion of the acceptance criteria, a detailed description of the study design, and the final

assessment of all results obtained.
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Wykaz skrétéw i symboli

Tabela 1. Wykaz skrétow i symboli chromatograficznych zastosowanych w pracy.

Skrot Rozwiniecie skréotu Znaczenie w pracy
UHPLC ultrawysokosprawna chromatografia technika rozdzielania zastosowana do
cieczowa oznaczania kannabinoidéw
UV-VIS/DAD detekcja UV-VIS z detektorem detekcja iloSciowa przy 278 nm i widma 3D
z matrycg diodowa DAD 190-400 nm
CORONA CAD k inf ji
CAD detektor aerozolowy tadunkowy ORO o dett.e.tor bez |r-\ ormach
widmowej i masowej
tR czas retencji czas elucji analitu z kolumny [min]
SD odchylenie standardowe miara rozrzutu wynikow
RSD wzgledne odchylenie standardowe  SD odniesione do $redniej, wyrazone w [%]
Rs rozdzielczos¢ chromatograficzna miara rozdz|elen|a.d\l/voch sasiadujacych
pikdw
N liczba poétek teoretycznych miara sprawnos.u ukladu
chromatograficznego
parametr pomocniczy jakosci sygnatu,
S/N t k tud
/ stosunek syghaill do szumu wykorzystany przy LOD/LOQ
. , . najnizszy poziom sygnatu wykrywalny
LOD k I
0] granica wykrywalnosci sl lmimm SN
LoQ granica oznaczalnosci najnizszy pomom V\flérygodnego oznaczania
iloSciowego
ST przydatnosé systemu kontrola pracy uktadu przed sekwencja
chromatograficznego analityczna
n.d. nie wykryto brak sygnatu powyzej LOD
n.a. nie dotyczy / nie wyznaczono nie dotyczy / nie wyznaczono
Fwyk et 7ak . .
<LOQ ponizej granicy oznaczalnosci sygnat wykryty ponizej zakresu wiarygodnej

kwantyfikacji
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Tabela 2. Nazwy zwyczajowe, skréty oraz nazwy systematyczne IUPAC kannabinoidéw objetych

zakresem badan.

Lp.Skrét Nazwa zwyczajowa Nazwa systematyczna IUPAC

1 (CBGO kannabigerorcyna 2-[(2E)-3,7-dimethylocta-2,6-dienyl]-5-methylbenzene-1,3-diol

2 (CBDVA kwas kannabidiwarynowy 2,4-dihydroxy-3-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-
en-1-yl]-6-propylbenzoic acid

3 [CBND kannabinodiol 2-(5-methyl-2-prop-1-en-2-ylphenyl)-5-pentylbenzene-1,3-diol

4 (CBDV kannabidiwaryna 2-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-yl]-5-
propylbenzene-1,3-diol

5 (CBDA kwas kannabidiolowy 2,4-dihydroxy-3-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-
en-1-yl]-6-pentylbenzoic acid

6 [CBGA kwas kannabigerolowy 3-[(2E)-3,7-dimethylocta-2,6-dienyl]-2,4-dihydroxy-6-
pentylbenzoic acid

7 [CBG kannabigerol 2-[(2E)-3,7-dimethylocta-2,6-dienyl]-5-pentylbenzene-1,3-diol

8 [CBD kannabidiol 2-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-yl]-5-
pentylbenzene-1,3-diol

9 [THCV A°-tetrahydrokannabiwaryna (6aR,10aR)-6,6,9-trimethyl-3-propyl-6a,7,8,10a-
tetrahydrobenzo[c]chromen-1-ol

10/CBN kannabinol 6,6,9-trimethyl-3-pentylbenzo[c]chromen-1-ol

11 CBCVA kwas kannabichromowarynowy 5-hydroxy-2-methyl-2-(4-methylpent-3-enyl)-7-
propylchromene-6-carboxylic acid

12 CBNA kwas kannabinolowy 1-hydroxy-6,6,9-trimethyl-3-pentylbenzo[c]chromene-2-
carboxylic acid

13 [A°-THC AS-tetrahydrokannabinol (6aR,10aR)-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-
tetrahydrobenzo[c]chromen-1-ol

14 CBL kannabicyklol (1R,9R,12S,14R)-9,13,13-trimethyl-5-pentyl-8-
oxatetracyclo[7.4.1.0%,7.0"%,"|tetradeca-2,4,6-trien-3-ol

15/A%-THCA  kwas A°- (6aR,10aR)-1-hydroxy-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-

tetrahydrokannabinolowy tetrahydrobenzo[c]chromene-2-carboxylic acid

16 (CBC kannabichromen 2-methyl-2-(4-methylpent-3-enyl)-7-pentylchromen-5-ol

17 CBCA kwas kannabichromenowy 5-hydroxy-2-methyl-2-(4-methylpent-3-enyl)-7-
pentylchromene-6-carboxylic acid

18 CBLA kwas kannabicyklolowy (1R,9R,12S,14R)-3-hydroxy-9,13,13-trimethyl-5-pentyl-8-
oxatetracyclo[7.4.1.0%,7.0"%,"]tetradeca-2(7),3,5-triene-4-
carboxylic acid

19 A°-THCP A°-tetrahydrokannabiforol (6aR,10aR)-3-heptyl-6,6,9-trimethyl-6a,7,8,10a-

tetrahydrobenzo[c]chromen-1-ol
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1. Wprowadzenie i uzasadnienie pracy
1.1. Znaczenie oznaczania kannabinoidow

Kannabinoidy, bedace zwigzkami pochodzenia roslinnego, odgrywajg istotng role w
farmakologii. Sposréd ponad 150 zidentyfikowanych kannabinoidéw szczegdlng role
odgrywaja kannabidiol (CBD) oraz A°-tetrahydrokannabinol (THC) [1]. A°-THC stanowi gtéwny
psychoaktywny sktadnik Cannabis sativa L., ktérego obecnos¢ w odpowiednim stezeniu
w produktach konopnych moze prowadzi¢ do wystgpienia efektu odurzenia. CBD wykazuje
dziatanie przeciwzapalne, przeciwdrgawkowe, anksjolityczne i neuroprotekcyjne, nie wywotuje
efektu psychoaktywnego [3]. W ciggu ostatnich dwdch dekad odnotowano znaczacy wzrost
zainteresowania medycznym i pozamedycznym zastosowaniem konopi, co stanowi istotny

czynnik napedzajacy globalny rozwdj rynku produktéw konopnych [2].

Liberalizacja przepiséw w tym legalizacja medycznej marihuany w ponad 50 panstwach,
zmienia rynek. Rosngaca liczba suplementéw diety i zywnosci z CBD zwieksza zapotrzebowanie
na rzetelne metody analityczne umozliwiajgce kontrole jakosSci i bezpieczedstwa tych
produktéw [4]. W Stanach Zjednoczonych i Europie obserwuje sie dynamiczny wzrost liczby
preparatéw zawierajacych ekstrakty konopi, takich jak: olejki, kapsutki, produkty
dermatologiczne oraz leki na recepte, takie jak Epidiolex® stosowany w leczeniu lekoopornej
padaczki u dzieci [5]. Tak dynamiczny rozwdj rynku stanowi istotne zagrozenie dla
konsumentdéw, zwigzane z ograniczong standaryzacjg sktadu oraz mozliwe rozbieznosci miedzy

deklarowang a rzeczywistg zawartoscig substancji aktywnych [6].

Wiarygodne metody analityczne sg potrzebne do oceny zawartosci A9-THC i CBD
w produktach konopnych. W Unii Europejskiej warto$¢ 0,3% A9-THC stanowi istotne kryterium
w odniesieniu do konopi wtdknistych, natomiast wymagania dotyczace produktéw koricowych
sg zalezne od ich kategorii [2]. Problem stanowig takze rdzinice miedzy deklarowang
i oznaczong zawartoscig CBD [7] oraz brak jednolitych procedur analitycznych, co z kolei

utrudnia porownywanie wynikéw uzyskiwanych w réznych laboratoriach [8].

Zatem konieczne jest opracowywanie doktadnych, czutych i powtarzalnych metod
oznaczania kannabinoidéw, dostosowanych do potrzeb laboratoriow, przemystu i organdw
nadzoru. W zaleznosci od przeznaczenia metody jej walidacje prowadzi sie zgodnie

z wytycznymi  Miedzynarodowej Rady Harmonizacji (ICH) Q2(R2), wymaganiami
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farmakopealnymi lub procedurami wewnetrznymi laboratorium. [7,8]. Niniejsza rozprawa
doktorska prezentuje nowe podejscie analityczne oparte na technice UHPLC z detekcjg UV-VIS

oraz detekcjg CAD (Charged Aerosol Detection, CORONA CAD).

1.2. Surowce i produkty konopne jako ztozone matryce

Roslina Cannabis sativa L. jest jedng z najstarszych i najbardziej wszechstronnie
wykorzystywanych roslin uzytkowych na swiecie [11]. Jej bogactwo fitochemiczne wynika
z obecnosci kilku grup zwigzkéw biologicznie czynnych: fitokannabinoidéw (ponad 150
zidentyfikowanych zwigzkéw), terpendw (ponad 150 zwigzkow), flawonoiddéw, steroli
ro$linnych, alkaloidéw oraz kwaséw ttuszczowych [9]. Sktad chemiczny rosliny jest silnie
zréznicowany w zaleznosci od odmiany (chemotypu), czesci rosliny, warunkéw uprawy,
terminu zbioru oraz zastosowanej metody suszenia i przechowywania. Z punktu widzenia
analityki tak znaczna zmiennos¢ sktadu stanowi istotne wyzwanie dla laboratoriéw kontrolnych

i naukowych [10].

Surowce konopne analizowane chemicznie obejmujg kilka podstawowych kategorii.
Najwiekszg zawartoscig kannabinoidéw charakteryzujg sie zenskie kwiatostany w ktdrych
zwigzki te gromadzg sie gtdéwnie w trychomach gruczotowych [9]. Nasiona konopi stosowane
jako zywnosé i sktadnik pasz dla zwierzat, zawierajg przede wszystkim kwasy ttuszczowe, biatka
i zwigzki mineralne. Moga réowniez zawierac¢ $ladowe ilosci kannabinoidéw wskutek kontaktu
z trychomami [12]. Z kolei liscie, fodygi i korzenie zawierajg mniej fitokannabinoiddéw, jednak

pozostajg istotnymi matrycami w analizach fitochemicznych i toksykologicznych.

Wsrod produktéow konopnych szczegdlne znaczenie z punktu widzenia analityki maja
olejki CBD (stosowane doustnie lub w inhalacji), produkty spozywcze (herbaty, zelki,
suplementy diety w kapsutkach), kosmetyki (kremy, balsamy, szampony zawierajgce CBD),
preparaty farmaceutyczne oraz skoncentrowane ekstrakty roslinne. Do ekstraktéw tych zalicza
sie m.in. oleje full-spectrum (zawierajgce petne spektrum kannabinoidéw), broad-spectrum
(zawierajace szerokie spektrum kannabinoidéw, przy braku A° -THC) oraz izolaty CBD
(zawierajace wytacznie CBD) [13,14]. Kazdy z tych produktéw stanowi odrebng matryce
analityczng, rdznigcy sie sktadem chemicznym, witasciwosciami fizykochemicznymi oraz

potencjalnymi interferencjami w analizie.
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Protokoty ekstrakcji stosowane w przemysle konopnym tj. ekstrakcja nadkrytycznym
CO,, ekstrakcja etanolem, ekstrakcja weglowodorami (butanem, propanem), ttoczenie na
zimno czy ekstrakcja olejami roslinnymi w istotny sposdéb wptywajg na profil
fitokannabinoidéw w finalnym produkcie [13]. Zréznicowanie procesu produkcji powoduje, ze
produkty wywodzgce sie z tej samej odmiany konopi mogg znaczgco réznié sie sktadem
ilosciowym i jakosciowym. Dodatkowo kannabinoidy w formach kwasowych (np. CBDA,
A°-THCA) moga podczas ekstrakcji, a takze w trakcie przechowywania ulegaé¢ dekarboksylacji
do odpowiadajgcych im form neutralnych (CBD, A?-THC). Zjawisko to moze wptywaé na
oznaczane stezenia poszczegélnych kannabinoidéw i tym samym utrudnia¢ wifasciwg

interpretacje uzyskanych wynikéw [15].

W zwigzku z powyzszym oznaczanie kannabinoidéw w surowcach i produktach
konopnych wymaga metod o szerokim zakresie dynamicznym, umozliwiajgcych jednoczesnag
identyfikacje oraz ilosciowe oznaczanie zaréwno form kwasowych, jak i neutralnych, a takze
metabolitéw oraz produktéw konwersji. Metody te muszg by¢ dostosowane do specyfiki
poszczegblnych matryc, tj. uwzglednia¢ obecnos¢ olejow roslinnych, woskéw, barwnikéw

ros$linnych, cukréw oraz innych substancji interferujgcych [12,15].

1.3. Problemy analityczne
Oznaczanie kannabinoidéw w ztozonych matrycach biologicznych, roslinnych,
zywnosciowych i kosmetycznych stanowi powazine wyzwanie analityczne, wymagajgce
precyzyjnego podejscia metodologicznego [16]. Matryce te zawierajg setki zwigzkow, ktére
zaburzajg pomiar chromatograficzny poprzez wywotywanie efektéw matrycowych, zmiane
retencji analitdw oraz supresje lub wzmocnienie sygnatu detektora [17]. Szczegdlnym
wyzwaniem sg matryce ttuszczowe w ktérych obecnosé triacylogliceroli i kwasdéw ttuszczowych

moze utrudnia¢ chromatograficzne oznaczanie kannabinoidéw [18].

Efekt matrycowy w chromatografii cieczowej (HPLC/UHPLC) polega na zmianie sygnatu
analitu wywofanej obecnoscig sktadnikdw matrycy, ktére moga wspdteluowacé z analitem lub
wptywaé na proces jonizacji i detekcji. W matrycach zywnosciowych istotng role odgrywajg
m.in. cukry, maltodekstryny, skrobia, emulgatory i konserwanty [19]. Z kolei w kosmetykach -

wosk pszczeli, gliceryna, alkohole ttuszczowe oraz surfaktanty. Obecnos$¢ tych zwigzkow
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prowadzi do powstawania ztozonych oddziatywan fizykochemicznych, ktére utrudniaja
skuteczne wydzielenie kannabinoidéw na etapie przygotowania prébki oraz mogg negatywnie

wptywaé na ich oznaczanie chromatograficzne [18].

Kluczowym wyzwaniem jest rozrdznienie kannabinoidéw o bardzo podobnej budowie
strukturalnej, takich jak: CBD, CBDA, A°-THC, A°-THCA, CBN, CBC, CBG oraz ich metabolitéw.
Zwigzki te rdinig sie czesto jedynie konfiguracjg przestrzenng lub stopniem nasycenia
pierscienia terpenowego. Te niewielkie rdznice skutkujg zblizonymi czasami retencji
w chromatografii [20]. W konsekwencji skuteczne rozdzielenie par zwigzkéw, takich jak
CBD/CBDV oraz A9-THCA/CBDA wymaga zastosowania wysokosprawnych kolumn
chromatograficznych, np. C18 z czgstkami o $rednicy 2 um lub kolumn typu core-shell, oraz

odpowiednio zoptymalizowanych warunkoéw elucji gradientowej [21].

Ekstrakcja stanowi kluczowy etap przygotowania prébki. Wybdr rozpuszczalnika,
techniki ekstrakgcji, takiej jak ekstrakcja ciecz—ciecz, ekstrakcja do fazy statej lub przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem oraz warunkdw homogenizacji i dziatania ultradzwiekéw wptywa
na wydajno$¢ odzysku analitéw i selektywno$¢ oczyszczania [16]. Ekstrakcja zbyt agresywna
powoduje dekarboksylacje A°-THCA i CBDA do A°-THC i CBD natomiast zbyt fagodne warunki
ograniczajg wydajnos$¢ ekstrakcji [19]. Rosnace zainteresowanie mniej popularnymi
kannabinoidami (CBG, CBN, CBC, CBDV, THCV, CBGV, A°-THCP i inne) wymaga metod
umozliwiajgcych ich rozdzielenie i oznaczenie w obecnos$ci dominujgcych sktadnikéw, przede

wszystkim CBD i A°-THC. Stanowi to istotne wyzwanie w analizie chromatograficznej.

Powaznym ograniczeniem chromatografii gazowej (GC) jednej z pierwszych technik
stosowanych do analizy kannabinoidéw, jest termiczna dekarboksylacja A°-THCA do A°-THC
zachodzgca podczas wprowadzania prébki do dozownika w wysokiej temperaturze (>200°C)
[20]. Zjawisko to prowadzi do zawyzania stezenia A°-THC i uniemozliwia prawidtowa ocene
zawartosci form kwasowych. Zastosowanie chromatografii cieczowej (HPLC/UHPLC) eliminuje
ten problem. Metoda ta umozliwia jednoczesne oznaczanie form kwasowych i neutralnych
w jednej analizie. Brak oficjalnych metod referencyjnych dla wszystkich typow matryc utrudnia
poréwnanie wynikéw miedzy laboratoriami. Z tego wzgledu opracowane metody analityczne

wymagajg walidacji zgodnie z wytycznymi ICH Q2(R2) [16,21].
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1.4. Uzasadnienie zastosowania UHPLC z detektorami UV-VIS i CORONA CAD

Technika ultrawysokosprawnej chromatografii cieczcowej (UHPLC, Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography) stanowi istotny postep w poréwnaniu z klasyczng HPLC.
Wynika to z zastosowania kolumn wypetnionych czgstkami o srednicy ok. 2 um lub materiatami
typu core-shell, charakteryzujgcymi sie rdzeniem pokrytym porowatg powtfoka. Skrocenie
drogi dyfuzji oraz zwiekszenie ci$nienia roboczego (do ok. 1500 baréw) umozliwiajg skrocenie
czasu analizy bez pogorszenia rozdzielczosci chromatograficznej [29]. Technika UHPLC pozwala
skréci¢ czas analizy kannabinoidéw w poréwnaniu z klasyczng HPLC, przy zachowaniu
wymaganej jakosci rozdzielenia chromatograficznego zwiekszajgc tym samym przepustowos¢
laboratoriow kontrolnych [28]. Dodatkowo zuzycie rozpuszczalnikdw organicznych
(acetonitrylu, metanolu) ulega istotnemu obnizeniu, co z kolei ma znaczenie zaréwno

ekonomiczne, jak i Srodowiskowe [20].

Detekcja UV-VIS (DAD - Diode Array Detector, detektor z matrycg diodows) jest
najczesciej stosowang technikg w analizie kannabinoidéw metodami HPLC (wysokosprawna
chromatografia cieczowa) lub UHPLC (ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa).
Kannabinoidy zawierajg w swojej strukturze grupy chromoforowe, czyli fragmenty czasteczki
pochtaniajgce swiatto, m.in. sprzezone pierscienie aromatyczne oraz wigzania dienowe. Dzieki
temu wykazujg absorpcje Swiatta w zakresie 220-280 nm [29]. Detektor DAD umozliwia
jednoczesng rejestracje sygnatu w szerokim zakresie dtugosci fal, weryfikacje czystosci piku
poprzez poréwnanie widm UV oraz wstepng identyfikacje analitdw na podstawie profilu
widmowego [30]. Ograniczeniem detekcji UV-VIS jest zalezno$é sygnatu od struktury
chromoforowej zwigzku. Kannabinoidy o stabej absorpcji promieniowania UV oraz sktadniki

matrycy, takie jak niektére oleje i dodatki, moga nie by¢ wykrywane tg technika.

Detektor Corona Charged Aerosol Detector (CAD) stanowi nowoczesne rozwigzanie
w zakresie detekcji aerozolowej stosowanej w chromatografii cieczowej. Zasada dziatania CAD
opiera sie na nadaniu fadunku elektrostatycznego czastkom aerozolu, ktére powstajg po
odparowaniu fazy ruchomej (cieczy przenoszacej probke), przez strumien jondw koronowych
(natadowanych czastek generowanych w polu elektrycznym). Generowany sygnat jest
proporcjonalny do masy analitu obecnego w czgstkach aerozolu, a nie do jego struktury
chemicznej. Dzieki temu CAD jest detektorem aerozolowym przydatnym do oznaczania wielu

nielotnych i stabo lotnych analitéw w tym zwigzkdw niewykazujgcych istotnej absorpcji
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w zakresie UV-VIS. Jego odpowiedz ma charakter zblizony do masowego, ale nie jest catkowicie
niezalezna od wfasciwosci fizykochemicznych analitu i warunkéw chromatograficznych [23].
Zastosowanie funkcji potegowej (power function) pozwala na linearyzacje odpowiedzi

detektora w szerokim zakresie stezen [28].

taczenie detekcji UV-VIS i CAD w szeregowym uktadzie jednego systemu UHPLC
zapewnia komplementarne informacje analityczne. Detektor UV-VIS/DAD wspomaga
identyfikacje zwigzkéw wykazujgcych absorpcje w zakresie UV-VIS przez poréwnanie czasu
retencji oraz widma absorpcyjnego z odpowiednimi roztworami wzorcowymi. CAD umozliwia
wykrywanie zwigzkéw bez chromoforéw m.in. kwaséw ttuszczowych, woskéw, steroli czy
niektorych zanieczyszczen z podobng czutoscig niezaleznie od struktury chemicznej [24]. W
badaniach formulacji lipidowych przeznaczonych do dostarczania kannabidiolu zastosowano
HPLC z detekcjg CAD do oznaczania fosfatydylocholiny i triglicerydéw sredniotaricuchowych,
natomiast zawarto$¢ kannabidiolu oznaczano odrebnie metodg spektrofotometrii UV [25],

lipidach liposomalnych [26] oraz substancjach stodzgcych w napojach alkoholowych [27].

W niniejszej rozprawie doktorskiej pofaczenie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcjg UV-VIS i CAD umozliwia kompleksowg analize fitokannabinoidéw
w surowcach i produktach konopnych w jednym przebiegu chromatograficznym. Zastosowanie
obu detektoréw pozwala na wzajemng weryfikacje wynikdw oraz oznaczanie szerszej grupy

analitéw, bez koniecznosci stosowania detekcji masowej i dodatkowej derywatyzacji [23, 28].

1.5. Zakres pracy na tle aktualnych potrzeb chemii analitycznej

Pomimo dynamicznego rozwoju metod oznaczania kannabinoidéw w literaturze nadal
wystepujg ograniczenia dotyczace dostepnosci zwalidowanych metod UHPLC obejmujacych
rozne grupy analitéw i matryce. Brakuje jednoczesnego zastosowania detekcji UV-VIS i CAD
dedykowanych matrycom konopnym. Wiekszo$é opublikowanych procedur analitycznych
opiera sie na detekcji masowej (LC-MS/MS, UHPLC-HRMS). Techniki te zapewniajg wysoka
selektywnos¢ i czuto$é, jednak ich zastosowanie ograniczajg wysokie koszty i ograniczona
dostepnos¢ w laboratoriach kontroli jakosci [34]. Metody z detekcjg UV (RP-HPLC-UV)
pozwalajg na oznaczanie wytgcznie kannabinoidéw zawierajgcych chromofory, przez co nie

umozliwiajg petnego profilowania produktéw konopnych [6].
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Obecne uwarunkowania legislacyjne w Unii Europejskiej zwiekszajg znaczenie
opracowywania nowych metod analitycznych. Rozporzgdzenie Komisji (UE) 2023/915 z dnia 25
kwietnia 2023 r. ustanawia maksymalne poziomy A°-THC w zywnosci wynoszace 3,0 mg/kg
w suchych nasionach konopi oraz 7,5 mg/kg w oleju z nasion konopi. Zmieniajgce sie
wymagania prawne zwiekszajg potrzebe stosowania doktadnych i czutych metod oznaczania
tego zwigzku na poziomie sladowym [31,59]. Rosngce zainteresowanie produktami CBD i
olejami konopnymi moze wptywaé¢ na wyniki testow narkotykowych u konsumentéw, co

dodatkowo podkresla znaczenie wiarygodnych metod kontroli jakosci [32].

Metodom UHPLC z detekcjg CAD poswiecono dotychczas niewiele badan dotyczacych
matryc konopnych. Profilowanie fitokannabinoidow moze by¢é wykorzystane do oceny
autentycznosci i pochodzenia konopi [32], jednak wymaga dalszej walidacji pod katem
zastosowan regulacyjnych. Istniejgce metody HPLC-PDA s3 uzyteczne, lecz czesto
charakteryzuja sie niewystarczajacg rozdzielczoscia do jednoczesnego oznaczania form
kwasowych i neutralnych w jednym cyklu analitycznym [7]. Brak oficjalnych metod
referencyjnych dla wielu typdw matryc konopnych wskazuje na koniecznos¢ opracowania

i walidacji nowych podej$é spetniajgcych kryteria ICH Q2(R2) [7,34].

Celem pracy doktorskiej byto opracowanie, optymalizacja i walidacja metod UHPLC z
detekcjg UV-VIS i CAD do oznaczania kannabinoidéw w surowcach roslinnych i produktach
konopnych. Walidacje przeprowadzono zgodnie z wytycznymi ICH Q2(R2), uwzgledniajac
zamierzone zastosowanie metod. Opracowane rozwigzanie stanowi narzedzie do wiarygodnej

i efektywnej kosztowo analizy kannabinoidéw w laboratoriach kontroli jakosci.
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2. Kannabinoidy - gtowne metabolity wtorne rosliny

Kannabinoidy stanowig unikalng klase metabolitéw wtérnych, produkowanych niemal
wyfacznie przez rosdliny z gatunku Cannabis sativa L. Do chwili obecnej zidentyfikowano
i opisano ponad 150 réznych fitokannabinoiddw, réznigcych sie strukturg chemiczng, stopniem
utlenienia oraz aktywnoscig biologiczng [35,36]. Kannabinoidy dzieli sie na trzy gtéwne
kategorie: fitokannabinoidy, czyli zwigzki pochodzenia roslinnego syntetyzowane przez
Cannabis sativa, endokannabinoidy, bedace endogennymi ligandami receptorow
kannabinoidowych wytwarzanymi przez organizmy ssakéw oraz kannabinoidy syntetyczne,
otrzymywane w warunkach laboratoryjnych i niewystepujgce naturalnie [37]. Z perspektywy
analitycznej szczegdlne znaczenie majg fitokannabinoidy w formach kwasowych i neutralnych,
ktére stanowig gtdwne sktadniki chemiczne surowcoéw i produktéw konopnych podlegajgcych

kontroli jakosci i regulacjom prawnym.

2.1. Klasyfikacja i budowa chemiczna kannabinoidéw

Kannabinoidy definiuje sie w chemii jako terpenofenole o szkielecie weglowym C21
(terpenophenolic compounds), powstajagce w wyniku kondensacji jednostki fenolowej
pochodzenia poliketydowego z jednostka terpenowa pochodzenia izoprenoidowego.
Wiekszos¢ kannabinoidéw zawiera charakterystyczny uktad dibenzopiranowy, wystepujgcy
m.in. w A%-tetrahydrokannabinolu, lub otwarty uktad rezorcynolowy, obecny w kannabidiolu
i kannabigerolu [36,37] (Rys. 1). Duze zréznicowanie strukturalne tej grupy zwigzkéw wynika
z procesoéw cyklizacji, izomeryzacji i utleniania wspdlnego prekursora biosyntetycznego. Na tej
podstawie Elsohly i Slade w pracy przegladowej z 2005 r. wyrdznili jedenascie podklas
fitokannabinoidéw, uwzgledniajgc budowe i sposéb cyklizacji pierscienia terpenowego oraz
stopien utlenienia podstawnikéw. Do podklas  tych nalezg: typ  THC
(A°-tetrahydrokannabinolowy), typ CBD (kannabidiolowy), typ CBG (kannabigerolowy), typ
CBN (kannabinolowy), typ CBC (kannabichromenowy), typ CBDV (kannabidiwarynowy), typ
THCV  (tetrahydrokannabiwarynowy), typ CBND (kannabinodiolowy), typ CBE
(kannabielsoinowy), typ CBL (kannabicyklolowy) oraz typ CBT (kananbicytranowy) [36-38].
Klasyfikacja ta, mimo ze powstata ponad pietnascie lat temu, wcigz stanowi fundament
nomenklatury stosowanej w analityce chemicznej konopi i jest powszechnie wykorzystywana

przy opisie nowo identyfikowanych zwigzkdow z tej grupy [38].
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Wsrod wszystkich zidentyfikowanych kannabinoiddw wyrdznia sie cztery zwigzki
okreslane w literaturze jako tzw. ,Big Four", czyli cztery gtéwne kannabinoidy o najwiekszym
znaczeniu naukowym, analitycznym i regulacyjnym: A -tetrahydrokannabinol (A% -THC),
kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG) oraz kannabichromen (CBC) [37-39]. A° -THC ma
strukture tréjpierscieniowg, obejmujgca pierscien aromatyczny, piranowy i cykloheksenowy.
Obecnos¢ asymetrycznych centrow stereogenicznych w pozycjach Céa i C10a decyduje o jego
chiralnodci. Naturalnie wystepujgcg forma jest enancjomer (-)-trans- A° -THC [37,38].
W przeciwiefstwie do A% -THC, CBD ma strukture dwupierscieniowg w ktérej pierécien
cykloheksenowy nie tworzy uktadu piranowego z pierscieniem aromatycznym. Oba pierscienie
potgczone sg bezposrednio, a czasteczka zawiera tancuch pentylowy oraz wolng grupe
hydroksylowg, co wptywa na jej wiasciwosci chromatograficzne [37-39]. Kannabigerol (CBG)
zajmuje szczegdlne miejsce w tej grupie, gdyz jego forma kwasowa (CBGA) jest wspdlnym
prekursorem biosyntetycznym dla wiekszosci pozostatych kannabinoidéw, CBG wystepuje
w formie otwartej, niescyklizowanej, z tancuchem monoterpenowym (geranylowym)
przytaczonym do pierscienia rezorcynolowego, bez dodatkowej cyklizacji charakterystycznej
dla A°-THC czy CBD [38-39]. Kannabichromen (CBC) powstaje w wyniku enzymatycznej
cyklizacji tego samego prekursora, prowadzgcej do utworzenia uktadu chromenowego

(benzopiranowego), réznigcego sie geometria przestrzenna od struktury A°-THC [37,39].

Poza czterema gtdwnymi kannabinoidami w roslinie Cannabis sativa identyfikuje sie
liczng grupe zwigzkéw okreslanych jako kannabinoidy mniejszosciowe (minor cannabinoids),
wystepujacych zazwyczaj w znacznie nizszych koncentracjach niz zwigzki gtéwne, lecz
wykazujgcych coraz wieksze znaczenie naukowe i terapeutyczne [38-40]. Kannabinol (CBN)
nalezy do najwczesniej wyizolowanych kannabinoidéw, jego strukture czesciowo
scharakteryzowano juz w latach 40 XX wieku. CBN powstaje w wyniku utleniania i aromatyzacji
A® -THC, zachodzacych podczas starzenia materiatu roélinnego oraz przechowywania
produktow konopnych [39,40]. Do istotnych kannabinoidow mniejszosciowych nalezg
tetrahydrokannabiwaryna (THCV) i kannabidiwaryna (CBDV), bedace homologami A° HC
i CBD,w ktdérych tancuch pentylowy zastgpiono krétszym tancuchem propylowym. Do tej grupy
zalicza sie rowniez kwasy: kannabigerolinowy (CBGA), kannabichromenowy (CBCA) oraz
kannabinolowy (CBNA) [38,40]. Zainteresowanie kannabinoidami mniejszoSciowymi

systematycznie wzrasta, co wynika z rozwoju czutych metod analitycznych zdolnych do ich
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wykrywania i kwantyfikacji na poziomie sladowych koncentracji, a takze z rosnacej liczby badan
wskazujacych na ich potencjalne witasciwosci farmakologiczne, odmienne od wtasciwosci A°-

THC i CBD [40].

Szkielet kannabidiolowy

CH3 s P
Zmienna grupa funkcyjna
OH R! = COOH -> CBDA (forma kwasowa)
1 R' = H -> CBD (forma neutralna)
R
"/,ll \ J
Lancuch boczn
H,C d
CH HO R?=CH,,
3 N J

i tancuch n-pentylowy

R® J

Rysunek 1. Struktura kannabidiolu (CBD) i kwasu kannabidiolowego (CBDA). R1 - grupa funkcyjna réznicujaca

obie formy, R2 - tancuch n-pentylowy.
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Rysunek 5. Kannabigerol (CBG)

Rysunek 4. Kwas kannabigerolowy (CBGA)

Rysunek 6. Kwas A®-tetrahydrokannabinolowy Rysunek 7. AS-Tetrahydrokannabinol (A°-THC)
(AS-THCA)

2.2. Biosynteza kannabinoidéw w roslinie

Biosynteza kannabinoidéw w roslinie Cannabis sativa przebiega w oparciu o dwa
niezalezne lecz komplementarne szlaki metaboliczne, ktérych produkty tgczone sg w reakcji
katalizowanej przez wyspecjalizowany enzym. Pierwszym z nich jest szlak poliketydowy,
okres$lany réwniez jako szlak octanowo-malonylowy (polyketide synthase pathway, PKS).
jego przebiegu z heksanoilo-CoA i trzech jednostek malonylo-CoA w reakcjach katalizowanych
przez syntaze oliwetolowg (OLS) i cyklaze oliwetolowg (OAC), powstaje kwas oliwetolowy,
aromatyczny prekursor stanowigcy rdzen rezorcynolowy kannabinoidéw
[41-43]. Drugim szlakiem jest szlak metyloerytrytolofosforanowy (methylerythritol phosphate
pathway, MEP), zlokalizowany w plastydach. W jego przebiegu z pirogronianu i aldehydu 3-
fosfoglicerynowego powstaje geranylopirofosforan (GPP), bedacy dziesiecioweglowym

prekursorem czesci terpenowej kannabinoidow [41-43]. Kluczowym etapem fgczgcym obydwa
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szlaki jest reakcja katalizowana przez prenylotransferaze aromatyczng, okreslang w literaturze
jako CBGAS (cannabigerolic acid synthase) lub geranylodifosfataza syntaza (geranyl
diphosphate:olivetolate geranyltransferase) w wyniku ktérej kwas oliwetolowy ulega alkilacji
geranylowej z wykorzystaniem GPP, prowadzac do powstania kwasu kannabigerolinowego
(CBGA) [41-43]. Kwas kannabigerolinowy (CBGA) stanowi wspdlny prekursor biosyntezy
pozostatych kwasowych fitokannabinoidéw. Reakcja katalizowana przez prenylotransferaze

jest jednym z kluczowych etapdéw tego szlaku [41,42].

Dalsze przeksztatcenia CBGA do poszczegdlnych kannabinoidéw kwasowych zalezg od
aktywnosci specyficznych enzymoéw oksydoredukcyjnych, okredlanych jako syntazy
kannabinoidowe, ktérych profil ekspresji w danej odmianie roslinnej determinuje tzw.
chemotyp, czyli charakterystyczny sktad kannabinoidowy [42-44]. Do gtéwnych syntaz
kannabinoidowych nalezg syntaza kwasu A9-tetrahydrokannabinolowego (THCAS), syntaza
kwasu kannabidiolowego (CBDAS) oraz syntaza kwasu kannabichromenowego (CBCAS). THCAS
katalizuje przeksztatcenie CBGA do A’-THCA i dominuje w chemotypie |, charakterystycznym
dla roslin o wysokiej zawartosci A°-THC. CBDAS odpowiada za konwersje CBGA do CBDA i jest
charakterystyczna dla chemotypu Ill, wystepujgcego w przemystowych odmianach konopi o
niskiej zawartosci A°-THC. CBCAS katalizuje natomiast powstawanie CBCA z tego samego

prekursora [42-44].

THCAS, CBDAS i CBCAS nalezg do rodziny enzymoéw zaleznych od kofaktora FAD.
Katalizujg oksydacyjng cyklizacje czesci terpenowej CBGA, ktérej produktem ubocznym jest
nadtlenek wodoru [42,43]. Enzymy te wykazuja znaczne podobienstwo sekwencji
aminokwasowej, co wskazuje na ich wspdlne pochodzenie [43,44]. Biosynteza i akumulacja
kannabinoidéw zachodzi gtéwnie w trychomach gruczotowych, wystepujgcych na powierzchni
przylistkéw i listkdow okwiatowych Zzenskich kwiatostanédw [41,45]. Wyrdznia sie trzy
morfologiczne typy trychomoéw: trzonkowe, przysadziste oraz kolbowate, przy czym trychomy
trzonkowe, charakteryzujgce sie najwiekszg gtéwka wydzielniczg, wykazujg najwyzszg
aktywnos¢ biosyntetyczng i stanowig gtéwne miejsce produkcji i magazynowania
kannabinoidow [41,45]. W przestrzeni pozakomodrkowej gtéwki trychomu, pod warstwa
kutykuli, gromadzi sie zywiczna wydzielina bogata w kannabinoidy i terpeny. W tym miejscu

CBGA jest syntetyzowany i przeksztatcany do kwasowych form kannabinoidéw przez
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odpowiednie syntazy [41,45]. Kompartmentalizacja biosyntezy ogranicza kontakt potencjalnie

fitotoksycznych metabolitéw z pozostatymi strukturami komoérkowymi.

Z punktu widzenia analityki istotne jest, ze w Swiezej nieprzetworzonej tkance roslinnej
kannabinoidy wystepuja gtéwnie w formie kwasowej. W zaleznosci od chemotypu A%-THCA
i CBDA stanowig ponad 95% catkowitej zawartosci kannabinoidéw. Neutralne formy A°-THC
i CBD wystepuja jedynie w niewielkich ilosciach. Powstajg one w wyniku powolnej, naturalnej
dekarboksylacji form kwasowych zachodzgcej podczas wzrostu, zbioru i przechowywania roslin
[10,11]. Biosynteza ro$linna prowadzi do powstania form kwasowych, natomiast A°-THC i CBD
wyniku ich nieenzymatycznej dekarboksylacji. Proces ten moze zachodzi¢ pod wptywem
temperatury, promieniowania UV lub podczas przechowywania. Zjawisko to ma istotne

znaczenie w analizie produktéw konopnych [44,45].

2.3. Formy kwasowe i neutralne - dekarboksylacja

Kwasowe formy kannabinoidéw, takie jak A°-THCA (THCA-A i THCA-B), CBDA, CBGA,
CBCA i CBNA, stanowig naturalne formy tych zwigzkéw obecne w swiezej tkance Cannabis
sativa [46,47]. Charakterystycznym elementem strukturalnym wszystkich form kwasowych jest
obecnos¢ wolnej grupy karboksylowej (-COOH) przytgczonej w pozycji C2 pierscienia
rezorcynolowego, sasiadujgcej przestrzennie z grupg hydroksylowg w pozycji C1 [46]. Ta
bliskos¢ przestrzenna obu grup funkcyjnych ma kluczowe znaczenie dla mechanizmu
poézniejszej dekarboksylacji. Z farmakologicznego punktu widzenia istotne jest, ze A’-THCA nie
wykazuje istotnej aktywnosci psychoaktywnej, w przeciwieristwie do A°-THC. Obecnoé¢ grupy
karboksylowej ogranicza wigzanie A°-THCA z receptorem CB1 [46,47]. Z analitycznego punktu
widzenia oznaczanie wytacznie A?-THC, bez uwzglednienia A°-THCA, moze prowadzi¢ do

zanizenia catkowitej zawartosci potencjalnie psychoaktywnego A°-THC po dekarboksylacji.

Mechanizm dekarboksylacji kannabinoidowych form kwasowych ma charakter
nieenzymatyczny. Przebiega zgodnie z mechanizmem dekarboksylacji B-ketonowej (beta-keto
decarboxylation). Grupa karboksylowa, znajdujgca sie w potozeniu B wzgledem grupy
hydroksylowej fenolowej, ulega odszczepieniu z jednoczesnym uwolnieniem CO,. Proces ten
prowadzi do aromatyzacji uktadu i odtworzenia struktury fenolowej charakterystycznej dla
formy neutralnej. Przyktadowo, A®-THCA przeksztatca sie w A?-THC z wydzieleniem CO,

[47,48]. Dekarboksylacja zalezy od temperatury i czasu. Jej kinetyke mozna opisaé parametrem
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DT50, oznaczajgcym czas potrzebny do przeksztatcenia 50% poczgtkowej ilosci substratu. Dla
A°-THCA wartoé¢ DT50 wynosi okoto 40 min w 120°C, natomiast dla CBDA optymalny czas
procesu to okoto 30 min w 140°C [47-49]. Znajomos¢ kinetyki dekarboksylacji ma znaczenie
w procesach technologicznych oraz w ocenie zawartosci kannabinoidéw na potrzeby

regulacyjne [50,59].

Z perspektywy analitycznej kluczowe znaczenie ma dobdr metody chromatograficznej
zdolnej do jednoczesnego rozdzielenia i oznaczenia form kwasowych oraz neutralnych bez
wywotywania niekontrolowanej dekarboksylacji podczas samej analizy [51,52].
Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS) charakteryzuje sie wysoka
selektywnoscig i czutoscia. Wymaga jednak zastosowania wysokiej temperatury podczas
wstrzyku i separacji, co moze prowadzi¢ do dekarboksylacji in-source. Jest to artefakt
analityczny polegajacy na termicznej konwersji form kwasowych do neutralnych podczas
analizy. W konsekwencji moze dochodzi¢ do niedoszacowania zawartosci A°>-THCA i CBDA oraz
zawyzenia wynikéw dla A9-THC i CBD. Problem ten mozna ograniczy¢ poprzez wczesniejszg
derywatyzacje chemiczng prébki [9,51]. Z tego wzgledu metodg analityczng z wyboru dla
jednoczesnego, wiarygodnego oznaczania obu grup zwigzkéw kwasowych i neutralnych jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz jej odmiana o podwyzszonej wydajnosci
rozdzielczej, ultrasprawna chromatografia cieczowa (UHPLC), ktéra ze wzgledu na tagodne
warunki temperaturowe procesu separacji (temperatura kolumny rzedu 20-40°C) pozwala na

zachowanie natywnych form kwasowych bez ryzyka artefaktowej dekarboksylacji [9,51].

Poza dekarboksylacjg, kannabinoidy moga podlegaé takze innym reakcjom degradacji
i interkonwersji, istotnym z punktu widzenia stabilnosci produktéw oraz prawidtowej
interpretacji wynikdw analitycznych. W warunkach silnie kwasnych CBD moze ulegac cyklizacji
wewnatrzmolekularnej, prowadzacej do zamkniecia pierscienia piranowego i powstania
A°-THC oraz izomerycznego A8-THC, co jest reakcja niekorzystna z punktu widzenia jakosci
i bezpieczeAstwa produktéw zawierajgcych CBD, poniewaz prowadzi do niekontrolowanego
wzrostu zawartoéci zwigzkéw psychoaktywnych [52]. Z kolei A° -THC w podwyiszonej
temperaturze w obecnosci Swiatta i tlenu ulega nieodwracalnej degradacji oksydacyjnej do
kannabinolu (CBN). Zwigzek ten moze by¢ stosowany jako wskaznik starzenia sie (aging
marker) materiatu roslinnego lub produktu [53]. Obecnos¢ CBN moze wskazywac na

nieprawidtowe warunki przechowywania lub dtugotrwate przechowywanie produktu. Z kolei
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obecnos¢ nietypowych izomeréw THC moze swiadczy¢ o niekontrolowanych przemianach
chemicznych. Ich wykrycie i rozréznienie od zamierzonego skfadu produktu stanowi jedno

z zadan wiasciwie opracowanej metody UHPLC [52,53].

2.4. Wiasciwosci fizykochemiczne kannabinoidéw

Kannabinoidy jako grupa zwigzkéw chemicznych charakteryzujg sie wysoka
lipofilnoscig, co znajduje odzwierciedlenie w wysokich wartosciach wspotczynnika podziatu
oktanol-woda (logP): dla A°-THC warto$¢ logP szacuje sie na poziomie okoto 7,3, dla CBD na
poziomie okoto 6,3, natomiast dla CBN na poziomie okoto 7,0 [54,55]. Tak wysokie wartosci
logP oznaczaja, ze zwigzki te s3 silnie lipofilne i wykazujg bardzo ograniczong rozpuszczalnos¢
w srodowisku wodnym. Rozpuszczalnosé CBD w wodzie szacowana jest na ponizej 10 pug/ml,
co czyni go praktycznie nierozpuszczalnym w tym rozpuszczalniku w warunkach
standardowych [54,55]. Kannabinoidy rozpuszczajg sie natomiast bardzo dobrze w
rozpuszczalnikach niepolarnych w tym w olejach roslinnych (np. oleju z pestek winogron, oleju
konopnym), etanolu, metanolu oraz acetonitrylu, co ma bezposrednie implikacje analityczne
przy projektowaniu procedur ekstrakcyjnych oraz przy doborze fazy ruchomej w metodach
chromatografii cieczowej. Z uwagi na lipofilowy charakter analitéw, ekstrakcja prébek
konopnych prowadzona jest zazwyczaj z uzyciem etanolu lub mieszanin metanol/chloroform,

a separacja chromatograficzna wymaga wysokiego udziatu fazy organicznej [54,55].

Kannabinoidy charakteryzujg sie ograniczong stabilnoscig chemiczng i s podatne na
dziatanie promieniowania UV, tlenu oraz podwyzszonej temperatury [56,57]. CBD ulega
szybszej degradacji w roztworach olejowych niz w postaci suchej, co wigze sie m.in.
z obecnoscia tlenu rozpuszczonego w oleju [56]. A°-THC jest natomiast podatny na utlenianie
do kannabinolu (CBN) [56,57]. Z tego wzgledu prébki i materiaty referencyjne nalezy
przechowywaé¢ w ciemnosci, w temperaturze ponizej 4°C oraz w szklanych pojemnikach.
Zastosowanie szkfa ogranicza sorpcje lipofilowych kannabinoidéw na powierzchniach tworzyw

sztucznych, ktéra moze prowadzi¢ do zanizenia oznaczanych stezen [56,57].

Z punktu widzenia detekcji spektroskopowej, kluczowg wtasciwoscig fizykochemiczng
kannabinoidow jest obecnos¢ w ich strukturze aromatycznego ukfadu rezorcynolowego,
sprzezonego z dodatkowymi podstawnikami elektronodonorowymi, co skutkuje

charakterystyczng absorpcjg promieniowania w obszarze ultrafioletowym [10]. Dla
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neutralnych form kannabinoidéw, takich jak CBD, CBG i A° -THC, obserwuje sie
charakterystyczne maksimum absorpcji UV w okolicach 280 nm, wynikajgce z przejs$é
elektronowych m - m * w obrebie pierscienia aromatycznego [58]. Formy kwasowe
kannabinoidéw, takie jak A°-THCA, CBDA i CBGA, charakteryzujg sie maksimum absorpgiji
przesunietym w kierunku 270 nm, co wynika z obecnosci grupy karboksylowej wptywajacej na
wiasciwosci elektronowe chromoforu [10]. Ta réznica w charakterystyce spektralnej form
kwasowych i neutralnych ma fundamentalne znaczenie metodyczne, poniewaz witasnie
absorpcja promieniowania UV w tym obszarze widma stanowi podstawe fizykochemiczng
detekcji spektrofotometrycznej UV-VIS w metodach UHPLC, bedacej gtéwnym przedmiotem

instrumentalnym niniejszej rozprawy doktorskiej [10].

Ze wzgledu na wysoka lipofilno$¢ kannabinoidy silnie zatrzymujg sie na fazach C18
stosowanych w chromatografii RP-HPLC i UHPLC. Ich elucja wymaga wiec zastosowania fazy
ruchomej z duzym udziatem rozpuszczalnika organicznego, najczesciej acetonitrylu lub
metanolu [10]. Zastosowanie UHPLC pozwala skréci¢ czas analizy, a jednoczesnie uzyskac
dobre rozdzielenie kannabinoidéw o podobnej budowie. Szczegdlnie korzystne sg kolumny

z matymi czgstkami wypetnienia, w tym typu core-shell [10].
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3. Cel pracy i zakres badan
3.1. Cel i zakres pracy
Celem pracy byto opracowanie wspdlnej procedury rozdzielania chromatograficznego
UHPLC oraz ocena przydatnosci jej dwdch wariantéw analitycznych do rozdzielania mieszaniny
19 kannabinoiddw i iloSciowego oznaczania wybranych analitow w surowcach konopnych oraz
produktach otrzymanych z konopi. Warianty réznity sie zastosowanym detektorem: UV-VIS

z matrycg diodowgq (DAD) lub detektorem natadowanego aerozolu (CORONA CAD).

W dalszej czesci pracy termin ,procedura chromatograficzna” oznacza wspdlne
warunki rozdzielania, obejmujgce m.in. rodzaj kolumny, skfad i przeptyw fazy ruchomej,
temperature kolumny, objetos¢ nastrzyku oraz czas analizy. Okredlenia ,wariant DAD”
i ,wariant CAD” odnoszg sie natomiast do catego ukfadu analitycznego, obejmujgcego
procedure chromatograficzng oraz odpowiedni sposdb detekcji, rejestracji i opracowania

sygnatu.

Warunki rozdzielania chromatograficznego byty wspdlne dla obu wariantéw.
Parametry zwigzane z identyfikacja analitéw, rejestracjg sygnatu, kalibracjg, zakresem
roboczym, granicg wykrywalnosci, granicag oznaczalnosci, precyzjg i doktadnoscig oceniano

oddzielnie dla kazdego wariantu detekcji.

Zakres pracy obejmowat opracowanie sposobu przygotowania prébek, optymalizacje
warunkoéw rozdzielania chromatograficznego, okreslenie zasad identyfikacji i integracji pikdw,
dobdr modeli  kalibracyjnych, ocene charakterystyk analitycznych obu wariantow
w odniesieniu do ich zamierzonego zastosowania oraz poréwnanie przydatnosci detektorow

DAD i CAD do analizy kannabinoidéw w badanych matrycach.

3.2. Cele szczegotowe
e Zdefiniowanie zestawu 19 analitéw oraz rodzajéw matryc objetych badaniami.
e Przygotowanie probek surowcow i produktow otrzymanych
z konopi.
e Dobér warunkdw  chromatograficznych  umozliwiajgcych  rozdzielenie 19

kannabinoidow, ze szczegélnym uwzglednieniem par krytycznych.
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e Opracowanie wariantu procedury z detekcja UV-VIS/DAD, obejmujgcego dobér
dtugosci fali, parametréw rejestracji sygnatu oraz sposobu identyfikacji i oznaczania
analitow.

e Opracowanie wariantu procedury z detekcjg CORONA CAD, obejmujacego dobér
parametréw detektora oraz modeli kalibracyjnych odpowiednich dla jego nieliniowej
charakterystyki odpowiedzi.

e Ustalenie zasad identyfikacji analitow, integracji pikdw oraz raportowania wynikéw dla
obu wariantow detekgji.

e Ocena selektywnosci, przydatnosci systemu chromatograficznego, modeli
kalibracyjnych, zakresdw roboczych, granic wykrywalnos$ci i oznaczalnosci, precyzji oraz
doktadnosci obu wariantéw analitycznych.

e Ocena wptywu niewielkich zmian przeptywu fazy ruchomej i temperatury kolumny na
wyniki oznaczen oraz parametry rozdzielenia chromatograficznego.

e Poréwnanie wariantow DAD i CAD pod wzgledem charakterystyki odpowiedzi, czutosci,
zakresu roboczego, sposobu kalibracji oraz przydatnosci do analizy badanych matryc.

e Zastosowanie opracowane] procedury do analizy probek rzeczywistych w zakresie

potwierdzonym wynikami walidacji.

3.3. Zakres badan
Zakres badann obejmowat opracowanie wspdlnej procedury UHPLC umozliwiajgcej
rozdzielenie mieszaniny 19 kannabinoidéw: CBGO, CBDVA, CBND, CBDV, CBDA, CBGA, CBG,
CBD, THCV, CBN, CBCVA, CBNA, A°-THC, CBL, A°-THCA, CBC, CBCA, CBLA oraz A°-THCP. W
badaniach zastosowano dwa warianty detekcji: UV-VIS/DAD oraz CORONA CAD.

Ocena rozdzielenia chromatograficznego, odpowiedzi detektoréw i modeli
kalibracyjnych obejmowata roztwory wzorcowe wszystkich 19 analitéw. Potwierdzony zakres
aplikacyjny obejmowat ilosciowe oznaczanie CBD w probkach produktéw olejowych
z wykorzystaniem wariantu CAD oraz iloSciowe oznaczanie CBD i CBDA w prdébkach suszu
i materiatu roslinnego z wykorzystaniem wariantu DAD. Pozostate kannabinoidy uwzgledniono
w ocenie profilu chromatograficznego, selektywnosci, kolejnosci elucji i parametrow

analitycznych w zakresie potwierdzonym uzyskanymi wynikami.
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Czes¢ eksperymentalna obejmowata dobdr analitdw i substancji odniesienia,
przygotowanie roztwordw wzorcowych, opracowanie sposobu przygotowania prébek
rzeczywistych, optymalizacje warunkéw rozdzielania chromatograficznego, dobér parametréw

detekcji oraz ocene charakterystyk analitycznych wtasciwych dla obu wariantéw procedury.

Dla wariantu DAD zastosowano liniowe modele kalibracyjne oparte na powierzchni
pikdw rejestrowanych przy 278 nm. W wariancie CAD wykorzystano modele kwadratowe
z wagg 1/x lub 1/x?, dobierang indywidualnie dla poszczegdlnych analitdw. W czesci
aplikacyjnej opracowang procedure wykorzystano do analizy prébek produktéw olejowych
oraz suszu i materiatu roslinnego. Wyniki oceniano z uwzglednieniem zakreséw roboczych,
wartosci LOD i LOQ, przyjetych kryteriow walidacyjnych oraz ograniczen zwigzanych

z obecnoscig krytycznych regiondw chromatogramu

3.4. Zakres wdrozeniowy
Zakres wdrozeniowy pracy obejmowat ocene mozliwosci wykorzystania opracowanej
procedury w rutynowej analizie kannabinoiddow w badanych typach prébek. Oceniono
znaczenie sposobu przygotowania prébek, stabilnosci warunkéw chromatograficznych,
kontroli przydatnosci systemu chromatograficznego, doboru modelu kalibracyjnego, integracji

pikdw oraz sposobu raportowania wynikow.

Rutynowe wykorzystanie procedury wymaga przeprowadzenia kontroli przydatnosci
systemu chromatograficznego przed rozpoczeciem sekwencji analitycznej, oceny waznosci
zastosowanej krzywej kalibracyjnej oraz monitorowania par krytycznych CBND/CBDV,
A® -THCA/CBC i CBCA/CBLA. Szczegdlnej kontroli wymagajg sposéb wyznaczania granic

integracji oraz wyniki uzyskiwane w obszarach o rozdzielczosci nizszej od przyjetego kryterium.

Wyniki mieszczgce sie w zakresie roboczym i nie nizsze niz LOQ raportowano ilosciowo.
Wynik <LOQ oznaczat obecnos¢ sygnatu spetniajgcego kryteria identyfikacji, ktérego poziom
byt nizszy od granicy oznaczalnosci. Okreslenie ,,nie wykryto” (n.d.) stosowano w przypadku
braku sygnatu spetniajgcego kryteria identyfikacji analitu. Prébki, w ktorych wynik przekraczat

gorng granice zakresu roboczego, odpowiednio rozciericzano i analizowano ponownie.
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Zakres wdrozeniowy obejmowat wylfgcznie typy probek, anality, zakresy stezen
i warunki analityczne ocenione w pracy. Zastosowanie procedury do innych matryc lub
dodatkowych oznaczen ilosciowych wymaga odpowiedniej weryfikacji lub walidacji,
obejmujacej co najmniej ocene selektywnosci, odzysku, wptywu matrycy, precyzji i zakresu

roboczego.
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4. Materiaty i metody
4.1. Anality i substancje odniesienia
Do badan wykorzystano certyfikowane roztwory wzorcowe kannabinoidéw o stezeniu
nominalnym 1,0 mg/ml. Substancje odniesienia obejmowaty 19 analitéw, reprezentujaych
gtéwnie kannabinoidy wystepujgce w surowcach i produktach konopnych, ich formy kwasowe

oraz wybrane kannabinoidy mniejszoSciowe.

Zakres metody obejmowat nastepujgce zwigzki: CBGO, CBDVA, CBND, CBDV, CBDA,
CBGA, CBG, CBD, THCV, CBN, CBCVA, CBNA, A°-THC, CBL, A°-THCA, CBC, CBCA, CBLA oraz
A°-THCP. Petne nazwy analitéw, odpowiadajace im skréty, formy chemiczne oraz informacje

dotyczace substancji odniesienia zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 3. Wykaz analitéw i substancji odniesienia wykorzystanych w metodzie.

Skrot Petna nazwa analitu Producent Nr katalogowy LOT
CBGO cannabigerocin LGC DRE'Alcl)zggMOAL" 2-H504890AL
CBDVA cannabidivarinic acid Supelco/Merck C-152-1ML FE10112212
CBND cannabinodiol LGC DRE'AlgzgglmAL" 2-H432709AL
CBDV cannabidivarin Lipomed THC-1834-1LE 1834.1B1.1L2
CBDA cannabidiolic acid Lipomed CBD-1735-1LA 1735.1B2.1L1
CBGA cannabigerolic acid Supelco/Merck C-142-1ML FE12052206
CBG cannabigerol AccuStandard CP-CBG-01S 221061334-02
CBD cannabidiol AccuStandard CP-CBD-01S 224041157
THCV tetrahydrocannabivarin Supelco/Merck T-094-1ML FE02172259
CBN cannabinol Lipomed THC-377-1ML 377.1B0.1L1
CBCVA cannabichromevarinic acid  Supelco/Merck C-256-1ML FN09202202
CBNA cannabinolic acid Supelco/Merck C-153-1ML FE12052207
A°-THC (-)-trans-A9- Lipomed THC-135-1ML  135.1B78.0L1
tetrahydrocannabinol
CBL cannabicyclol Supelco/Merck C-154-1ML FE0816230
A°-THCA A'g'tetrahy‘:';?;annab'”o"c Supelco/Merck ~ T-093-1ML FE1102003
CBC cannabichromene AccuStandard CP-CBC-01S 221101449-01
CBCA cannabichromenic acid Supelco/Merck C-244-1ML FN10192201
CBLA cannabicyclolic acid Supelco/Merck C-264-1ML FE09202203
A°-THCP | A9-tetrahydrocannabiphorol  Supelco/Merck T-168-1ML FE02272304

Roztwory wzorcowe byty dostarczone w postaci certyfikowanych materiatéw
odniesienia lub certyfikowanych roztworéow wzorcowych przygotowanych w metanolu lub

acetonitrylu. Informacje dotyczace producenta, numeru katalogowego, numeru partii,
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stezenia nominalnego oraz rozpuszczalnika podano zgodnie z certyfikatami analizy
poszczegdlnych wzorcdw. Roztwory przechowywano i przygotowywano zgodnie z zaleceniami

producentdw oraz informacjami zawartymi w certyfikatach analizy.

Dobér analitdw wynikat z potrzeby oznaczania profilu kannabinoidowego
obejmujacego gtéwne sktadniki produktéw konopnych, takie jak: CBD, CBDA, A® -THC,
A°-THCA, CBG i CBN, a takze zwigzki wystepujace w nizszych stezeniach w tym CBDV, CBDVA,
CBCVA, CBNA, CBLA i A°-THC Zestaw 19 analitéw obejmowat formy kwasowe i obojetne.
Przemian dekarboksylacyjnych podczas przetwarzania, przechowywania ani przygotowania

probek nie oceniano w odrebnym badaniu.

4.2. Odczynniki, rozpuszczalniki i fazy ruchome
Do przygotowania roztwordéw wzorcowych, ekstrakcji préobek oraz przygotowania faz
ruchomych stosowano rozpuszczalniki o czystosci odpowiedniej do zastosowan
chromatograficznych. Wykorzystano metanol, acetonitryl oraz wode przeznaczong do
chromatografii cieczowej, natomiast do modyfikacji fazy ruchomej zastosowano kwas octowy.
W metodzie UHPLC-CAD jako faze ruchomg stosowano mieszanine wody i acetonitrylu
w stosunku 30:70 (v/v), zawierajgcg 0,1% (v/v) kwasu octowego. Przed rozpoczeciem analizy

faze ruchoma odgazowywano, a podczas pracy uktadu wykorzystywano systemowy degazer.

4.3. Materiat badawczy
Materiat badawczy obejmowat surowce konopne oraz produkty otrzymane z konopi.
Dobér prébek umozliwit ocene zawartosci kannabinoidéw zaréwno w materiale roslinnym, jak
i w produktach przetworzonych. Wptyw substancji pomocniczych oraz pozostatych sktadnikéw
matrycy na wyniki oznaczen nie byt oceniany w ramach odrebnego badania efektu

matrycowego.

Do badan wtgczono dwie grupy probek: suszone kwiatostany konopi, oznaczone
symbolami F1-F4 oraz oleje konopne, oznaczone symbolami 01-O4 (Tabela 3). Dla prébek
komercyjnych zebrano informacje deklarowane na etykietach, obejmujgce zawartosé¢ CBD

i A°>-THC oraz podstawowe dane dotyczace opakowania. Dla prébki F4 nie podano informaciji

Strona 38



o odmianie, numerze partii ani deklarowanej zawartosci kannabinoidéw. Probki olejowe
reprezentowaty matryce lipidowe zawierajace skfadniki nosnika olejowego, w tym
triacyloglicerole, kwasy tluszczowe i inne substancje hydrofobowe. Wptywu tych sktadnikow
na odpowiedzZ analityczng nie wyznaczono ilosciowo. Suszone kwiatostany stanowity ztozong
matryce roslinng w ktérej poza kannabinoidami obecne byty m.in.: terpeny, barwniki, woski
oraz inne sktadniki metabolomu roslinnego, mogace by¢ wspdtekstrahowane podczas

przygotowania prébek.

Do oceny interferencji zastosowano probe $lepa rozpuszczalnika oraz prébki matrycowe. Jako
zastepczg matryce roslinng wykorzystano sproszkowane liscie czarnej herbaty. Materiat ten nie
stanowit rzeczywistej matrycy konopnej pozbawionej kannabinoidéow. Zastosowano go
wyltacznie do sprawdzenia obecnosci sygnatéw interferujagcych w przedziatach czaséw retencji
analizowanych kannabinoidéw. W badaniu selektywnosci jako matryce olejowe zastosowano

rowniez olej zawierajacy triacyloglicerole sredniofaricuchowe (MCT) oraz olej z nasion konopi.

Tabela 4. Charakterystyka probek badanych oraz prébek kontrolnych.

Opis z etykiety / Deklarowane Deklarowane

Kod prébki Typ probki srodio CBD A%-THC Uwagi
0,
o1 olej PURE CBD OIL 30/”5’380 me <0,1% 10 ml
0,
02 olej CBD FORTE OIL 3’6/"C180§0 me <0,2% 30 ml
POLISH .
03 olej PREMIUM 30% 30"’%80 me 0,0% 10 ml
CBD HEMP OIL
iwell CBD 10%, 1
04 olej Satw;/g%c OA”CSSO me <0,1% 10g
CBD AMNESIA <uma CBD
F1 susz/kwiat  HAZE PREMIUM o 0,1% 10g
HEMP FLOWER 18,94%
CBD White
F2 susz/kwiat Widow hemp 27,89% CBD 0,1% 10g
flower
Pozytywne
F3 susz/kwiat Kor;zzligr;apnge 8,5% CBD <0,1% 10g
flower
F4 susz/kwiat iiggf::;f:itgg' brak danych brak danych  Cannabis sativa
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4.4. Aparatura i warunki chromatograficzne
Analizy chromatograficzne przeprowadzono z wykorzystaniem systemu UHPLC
Vanquish Flex firmy Thermo Scientific. Rozdzielanie analitéw prowadzono na kolumnie
Accucore C18 o wymiarach 150 x 3,0 mm i srednicy czgstek 2,6 um. Kolumne C18 zastosowano
ze wzgledu na witasciwosci analizowanych kannabinoidéw oraz ich rozdzielanie w warunkach

chromatografii odwrdéconych faz (Tabela 4).

W opracowanej metodzie zastosowano elucje izokratyczng. Faze ruchomg stanowita
mieszanina wody i acetonitrylu w stosunku 30:70 v/v z dodatkiem 0,1% v/v kwasu octowego.
Przed rozpoczeciem analiz faze ruchoma odgazowywano w tazni ultradZzwiekowej. Dodatkowo,
podczas pracy uktadu UHPLC, faze ruchoma odgazowywano za pomocy zintegrowanego

z systemem degazera.

Przeptyw fazy ruchomej wynosit 0,5 ml/min. Temperature kolumny utrzymywano na
poziomie 20°C, a temperature autosamplera na poziomie 25°C. Objeto$¢é nastrzyku wynosita 5
pl. Catkowity czas analizy wynosit 30 min. Przed rozpoczeciem sekwencji analitycznej uktad

chromatograficzny réwnowazono przez 30 min przy nominalnym przeptywie fazy ruchomej.

Tabela 5. Warunki chromatograficzne i parametry detekcji UHPLC-CORONA CAD.

Parametr UHPLC-CAD
System chromatograficzny Vanquish Flex UHPLC
Detektor CAD Flex D20
Kolumna Accucore C18, 150 x 3,0 mm, 2,6 um
Tryb elucji izokratyczny
Faza ruchoma woda/acetonitryl 30:70 v/v + 0,1% kwasu octowego
Przeptyw 0,5 ml/min
Temperatura kolumny 20°C
Temperatura autosamplera 25°C
Objetos¢ nastrzyku 5 ul
Czas analizy 30 min
Rownowazenie uktadu 30 min
Temperatura komory nebulizatora 35°C
CAD
Power function 1,00
Data rate 2 Hz
Filter 5
Peak width 0,2 min
Cisnienie powietrza 5,0 bar
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W wariancie metody z detekcjg CORONA CAD zastosowano detektor CAD Flex D20,
zasilany filtrowanym i osuszonym powietrzem z bezolejowego kompresora. Cisnienie gazu
zasilajgcego wynosito 5,0 bar. Parametry pracy detektora CORONA CAD ustalono na
nastepujgcym poziomie: power function 1,00, czestotliwos¢ akwizycji 2 Hz, filtr 5, szerokos¢
piku 0,2 min oraz temperatura odparowania 35°C. Dobdr tych parametréw zapewniat stabilng
odpowiedZ  detektora przy  zachowaniu rozdzielenia

odpowiedniej  jakosci

chromatograficznego.

Wariant metody z detekcjg UV-VIS/DAD prowadzono z zastosowaniem detektora
z matrycg diodowa Vanquish Flex Diode Array Detector firmy Thermo Scientific. Zastosowany
detektor umozliwiat jednoczesng rejestracje sygnatow przy wybranych dtugosciach fali oraz
gromadzenie danych widmowych w ukfadzie tréjwymiarowym (3D). Wedtug danych
producenta detektor Vanquish Diode Array Detector FG wykorzystuje pojedynczg wigzke
optyczng, siatke holograficzng oraz 1024-elementowg matryce fotodiodowga. Detektor
pracowat w zakresie dtugosci fali 190-800 nm, przy maksymalnej czestotliwos$ci akwizycji

danych wynoszgcej 250 Hz (Tabela 5).

Tabela 6. Parametry detekcji UHPLC-UV-VIS/DAD.

Parametr Wartosé dla UHPLC-UV-VIS/DAD
Uktad chromatograficzny Vanquish Flex UHPLC
Detektor Vanquish Flex Diode Array Detector, DAD

Typ detektora
Zakres pracy detektora wedtug producenta
Matryca detektora
Liczba kanatéw wedtug producenta
Maksymalna czestotliwosé akwizycji wedtug

detektor z matryca diodowa
190-800 nm
1024-elementowa matryca fotodiodowa
do 10 kanatéw sygnatu + pole 3D

do 250 Hz
producenta
Zakres rejestracji widm w metodzie 190-400 nm
Dtugosc¢ fali analitycznej 278 nm

Czestotliwosc¢ akwizycji w metodzie 5 Hz

Rodzaj danych
Zastosowanie widm 3D

Zastosowanie sygnatu przy 278 nm

chromatogram UV oraz widma 3D DAD
pomocnicza ocena zgodnosci profilu widmowego
piku ze wzorcem
obliczenia ilo$ciowe i walidacja wariantéw
UHPLC-UV-VIS/DAD

W niniejszej pracy dane widmowe DAD rejestrowano w zakresie 190-400 nm

z czestotliwoscig akwizycji 5 Hz. Dla poszczegdlnych kannabinoiddw zbierano widma 3D DAD,

ktére wykorzystywano pomocniczo do oceny zgodnosci

profilu widmowego pikéw
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z roztworami wzorcowymi oraz do kontroli jakosci chromatogramdw. Oznaczanie iloSciowe

oraz walidacje wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD prowadzono przy dtugosci fali 278 nm.

Detekcji DAD nie traktowano jako techniki jednoznacznego potwierdzania struktury
zwigzku. Widma UV wykorzystywano jako narzedzie wspierajgce identyfikacje opartg na czasie

retencji, kolejnosci elucji oraz poréwnaniu z substancjami odniesienia.

4.5. Przygotowanie roztworow wzorcowych i préb badanych

Do przygotowania roztworéw wzorcowych wykorzystano certyfikowane roztwory
wzorcowe kannabinoidéw. Stezenia roztwordéw wyjsciowych przyjmowano zgodnie
z wartosciami podanymi w certyfikatach analizy producentéw. Z roztwordow wyjsciowych
przygotowywano wielosktadnikowg mieszanine wzorcowg oraz roztwory robocze poprzez
kolejne rozcienczenia w metanolu. Do odmierzania cieczy stosowano kalibrowane pipety

automatyczne oraz szkto miarowe klasy A.

Kalibracje prowadzono metodg wzorca zewnetrznego. Podstawowy schemat kalibracji
obejmowat osiem nominalnych pozioméw stezen: 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 i 250 pg/ml. Dla
kazdego poziomu kalibracyjnego wykonano pieé¢ nastrzykéw. Zakres roboczy ustalano
indywidualnie dla kazdego analitu z uwzglednieniem granicy oznaczalnosci oraz poziomdéw

witgczonych do modelu kalibracyjnego.

W wariancie z detekcja UV-VIS/DAD dla CBGO, CBND, CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD,
THCV i CBN zastosowano podstawowy zestaw o$miu pozioméw kalibracyjnych. Dla
pozostatych analitdw zastosowano nastepujgce poziomy stezen: CBDVA - 1, 5, 12, 25, 50, 100,
200 i 250 pg/ml; CBCVA - 1, 10, 20, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; CBNA - 2,4; 7,5; 15,5; 32,5; 55;
100; 200 i 250 ug/ml; A°-THC - 2, 5, 10, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; CBL - 2, 6, 10, 17, 50, 100,
200 i 250 ug/ml; A°-THCA - 6, 10, 20, 55, 100, 200 i 250 pg/ml; CBC - 1,8; 6; 10; 17; 50; 100;
200 250 pg/ml; CBCA - 1, 5, 10, 17, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; CBLA - 1,5; 5; 10; 16; 45; 100;
200 i 250 pg/ml; A°-THCP - 5, 10, 20, 50, 100, 200 i 250 ug/ml.

Dla wariantu UV-VIS/DAD zalezno$¢ powierzchni piku zarejestrowanej przy dtugosci fali

278 nm od stezenia analitu opisywano za pomocg modelu regresji liniowe;j.
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W wariancie z detekcja CORONA CAD poziom 1 pg/ml nie zostat uwzgledniony
w modelach kalibracyjnych. Dla CBGO, CBND, CBDV, CBDA, CBG, CBD i THCV zastosowano
poziomy 5, 10, 20, 50, 100, 200 i 250 ug/ml; dla CBDVA - 5, 11, 25, 50, 100, 200 i 250 ug/ml;
dla CBGA i CBN - 5, 10, 20, 50, 100 i 200 pg/ml; dla CBCVA - 10, 20, 50, 100 i 200 pg/mL; dla
CBNA - 7,5; 15,5; 32,5; 55; 100; 200 i 250 pg/ml; dla A°-THC - 10, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; dla
CBLiCBC-6, 10, 17, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; dla A°-THCA - 10, 20, 55, 100, 200 i 250 pg/ml;
dla CBCA - 5, 10, 17, 50, 100, 200 i 250 pg/ml; dla CBLA - 10, 16, 45, 100, 200 i 250 pg/ml;
natomiast dla A°-THCP - 10, 20, 50, 100, 200 i 250 pg/ml.

W wariancie z detekcjg CORONA CAD zalezno$¢ powierzchni piku od stezenia analitu
opisywano za pomocg regresji kwadratowej z waga 1/x lub 1/x?, dobierang indywidualnie dla

kazdego analitu. Zastosowane warianty wazenia przedstawiono w Tabeli 88.

Probki suszu i kwiatostandw konopi przed ekstrakcja homogenizowano przez
rozdrobnienie i doktadne wymieszanie. Nastepnie odwazano okoto 70 mg materiatu roslinnego
i dodawano 10 ml metanolu. Ekstrakcje prowadzono przez 15 min w tazni ultradzwiekowej,
a nastepnie prébki wirowano przez 5 min przy 2500 rpm. Przy promieniu roboczym wirnika

wynoszgcym 5 cm odpowiadato to wzglednemu przyspieszeniu odsrodkowemu okoto 349 x g.

Po zakonczeniu wirowania pobierano supernatant i filtrowano go przez filtr
membranowy z regenerowanej celulozy (RC) o $rednicy poréw 0,45 um. Nastepnie 100 pl
przefiltrowanego ekstraktu przenoszono do fiolki chromatograficznej i dodawano 900 ul

metanolu, uzyskujac dziesieciokrotne rozciericzenie ekstraktu.

Prébki olejéw konopnych przygotowywano wedtug tej samej procedury. Odwazano
okoto 70 mg prdébki olejowej, dodawano 10 ml metanolu i prowadzono ekstrakcje przez 15 min
w tazni ultradzwiekowej. Po ekstrakcji prébki wirowano przez 5 min przy 2500 rpm, a nastepnie
filtrowano przez filtr membranowy RC o S$rednicy porow 0,45 um. Otrzymane ekstrakty
rozcieficzano dziesieciokrotnie, mieszajgc 100 pl ekstraktu z 900 pl metanolu. Dla obu rodzajéw
matryc zastosowano taki sam nominalny stosunek masy probki do objetosci rozpuszczalnika

oraz identyczne warunki ekstrakcji, wirowania, filtracji i koricowego rozcienczenia.

Roztwory robocze i ekstrakty filtrowano bezposrednio przed analizg. Ekstrakty
przygotowywano bezposrednio przed rozpoczeciem sekwencji analitycznej, ograniczajac czas

miedzy ich przygotowaniem a nastrzykiem do niezbednego minimum.
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Nie przeprowadzono odrebnego badania stabilnosci ekstraktéw, dlatego nie
wyznaczano maksymalnego czasu ich przechowywania ani kryteriow akceptacji zmian
powierzchni pikdw lub oznaczonych stezen. Uzyskane wyniki nie pozwalajg zatem na ocene

stabilnosci ekstraktow ani okreslenie dopuszczalnego czasu ich przechowywania przed analiza.

4.6. Identyfikacja, kalibracja i obliczenia
Rejestracje danych, integracje chromatogramodw oraz obliczenia ilo$ciowe prowadzono
z zastosowaniem oprogramowania Chromeleon 7.3. Chromatogramy integrowano
z wykorzystaniem ujednoliconych parametréw w obrebie danej sekwencji analitycznej.
W przypadku niskiej intensywnosci sygnatu, podwyzszonego tta matrycy lub obecnosci pikéw

w obszarach krytycznych granice integracji weryfikowatem manualnie.

Identyfikacje analitow prowadzono na podstawie poréwnania czasow retencji pikow
w probkach z czasami retencji substancji odniesienia analizowanych w tych samych warunkach
chromatograficznych. Uwzgledniano réwniez zgodnos¢ kolejnosci elucji w mieszaninie
wzorcowej oraz brak sygnatéw interferujgcych w oknach retencji poszczegélnych analitéw.

Kryteria te wspierano analizg blankéw oraz prébek kontrolnych.

W przypadku detekcji UV-VIS/DAD dane widmowe rejestrowano z zastosowaniem
detektora Vanquish Flex DAD. Widma zbierano w zakresie 190-400 nm z czestotliwoscig
akwizycji 5 Hz. Dla pikow odpowiadajgcych poszczegdlnym kannabinoidom rejestrowano
widma 3D DAD i poréwnywano je z widmami odpowiednich roztwordw wzorcowych. Zgodnos$é
widma UV stanowita kryterium pomocnicze. Widma DAD nie stanowity samodzielnego

potwierdzenia struktury, a podobienstwo profili absorpcyjnych ograniczato ich swoistosc.

W przypadku detekcji CORONA CAD identyfikacja opierata sie przede wszystkim na
czasie retencji, zgodnosci kolejnosci elucji oraz poréwnaniu z mieszaning wzorcowga. Detektor
CAD nie dostarcza informacji widmowe] ani masowej, dlatego szczegdlne znaczenie miaty
stabilnos¢ retencji, jako$¢ rozdzielenia chromatograficznego oraz kontrola obszarow

krytycznych chromatogramu.

Oznaczanie ilosciowe prowadzono metodg kalibracji zewnetrznej. Roztwory

kalibracyjne przygotowywano w rozpuszczalniku na podstawie certyfikowanych roztworéw
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wzorcowych poszczegdlnych kannabinoidéw. Dla kazdego analitu sporzadzano krzywa
kalibracyjng, wykorzystujgc zalezno$¢ pomiedzy powierzchnig piku chromatograficznego
a stezeniem analitu w roztworze wzorcowym. Dla detekcji UV-VIS/DAD zastosowano klasyczny
liniowy model krzywej kalibracyjnej. Zastosowanie modelu liniowego dla detekcji DAD
wynikato z charakteru odpowiedzi detektora spektrofotometrycznego w ktérym
w okreslonym zakresie stezen powierzchnia piku jest proporcjonalna do stezenia analitu
w potwierdzonym zakresie liniowosci. Widma 3D DAD rejestrowane w zakresie 190-400 nm
wykorzystywano pomocniczo do oceny zgodnosci profilu widmowego pikéw z roztworami
wzorcowymi, natomiast obliczenia ilosciowe dla detekcji UV-VIS/DAD prowadzono na

podstawie powierzchni pikdw zarejestrowanych przy dtugosci fali 278 nm.

W wariancie z detekcjag CORONA CAD zaleznos$¢ powierzchni piku od stezenia analitu
opisywano za pomocg regresji kwadratowej z wazeniem 1/x lub 1/x%, dobieranym
indywidualnie dla poszczegdlnych analitéow. Wazenie 1/x zastosowano dla CBGA, CBG, CBN,
A®-THC, A°-THCA, CBC, CBCA, CBLA i A°-THCP, natomiast 1/x? dla CBGO, CBDVA, CBND, CBDV,
CBDA, CBD, THCV, CBCVA, CBNA i CBL.

Zakres roboczy ustalano indywidualnie dla kazdego analitu i zastosowanego sposobu
detekcji, o ile dany wariant detekcji wykorzystywano do oznaczen iloSciowych. Wyniki
ilosciowe obliczano wytgcznie dla sygnatdw mieszczgcych sie w ustalonym zakresie roboczym.
Wyniki ponizej granicy wykrywalnosci oznaczano jako n.d. (not detected), natomiast sygnaty
wykryte powyzej granicy wykrywalnosci, lecz ponizej granicy oznaczalnosci, jako <LOQ. Wyniki
<LOQ interpretowano jako potwierdzenie obecnosci analitu na poziomie ponizej zakresu

wiarygodnej kwantyfikacji i nie uwzgledniano ich w ilosciowe] ocenie profilu prébki.
Zawartos¢ analitu X [mg/g] w probce obliczano wedtug réwnania:

C XV X DF
X=——
m

gdzie:
C - stezenie analitu oznaczone w koricowym roztworze analitycznym po rozcieficzeniu [ug/ml],
V - objeto$é rozpuszczalnika ekstrakcyjnego [ml],

DF - wspotfczynnik rozciefczenia koncowego,
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m - masa probki [mg].

4.7. Plan walidacji

Walidacje metody zaplanowano z wytycznymi ICH Q2(R2). W przypadku wariantu
UHPLC-UV-VIS/DAD parametry walidacyjne wyznaczano na podstawie sygnatu
chromatograficznego rejestrowanego przy dtugosci fali 278 nm. Widma 3D DAD rejestrowane
w zakresie 190-400 nm wykorzystywano pomochiczo do oceny zgodnosci profilu widmowego
pikdw, bez uwzgledniania ich w obliczeniach ilo$ciowych. Zakres walidacji dobrano do
przeznaczenia procedury, ktérym byto oznaczanie ilosciowe i profilowanie kannabinoidéw
w surowcach oraz produktach otrzymanych z konopi. Ocenie poddano selektywnos¢,
przydatnos¢ systemu chromatograficznego, model kalibracyjny, zakres roboczy, granice

wykrywalnosci i oznaczalnosci, precyzje, doktadnos$¢ oraz odpornosé metody (Tabela 6).

Selektywnos¢ oceniano na podstawie analizy blanku rozpuszczalnikowego, matryc
olejowych oraz zastepczej matrycy roslinnej. Kryterium akceptacji stanowit brak sygnatow
interferujgcych w oknach retencji badanych kannabinoiddw oraz brak istotnego wptywu tta na
integracje pikow. Nalezy zaznaczyé, ze zastosowana matryca roslinna byta matrycg zastepcza,

a nie rzeczywistg matrycg konopng pozbawiong kannabinoidéw.

Przydatnosé¢ systemu chromatograficznego oceniano na podstawie pieciu kolejnych
nastrzykdw mieszaniny wzorcowej kannabinoidow o stezeniu 20 upg/ml. Oceniano
powtarzalnos¢ czaséw retencji, powtarzalnosé powierzchni pikdw, rozdzielczos¢ sgsiadujgcych
oraz zdefiniowanych par krytycznych, liczbe pdtek teoretycznych i stosunek sygnatu do szumu.
Kryteria akceptacji obejmowaty: RSD czasu retencji < 1,0%, RSD powierzchni piku < 5,0% oraz
N > 2000. Dla dobrze rozdzielonych pikdéw przyjeto kryterium rozdzielczosci Rs > 1,5, natomiast
dla par krytycznych dopuszczono nizszg wartos¢ Rs > 0,9, pod warunkiem stabilnej retencji,
prawidtowej integracji i potwierdzenia torzsamosci pikdbw na podstawie mieszaniny

wzorcowej.

Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci oszacowano metodg opartg na stosunku sygnatu
do szumu. Dla kazdego analitu, wariantu detekcji i poziomu stezenia uwzglednionego w ocenie
wykonano pie¢ nastrzykéw. Warto$¢ S/N wyznaczono oddzielnie dla kazdego chromatogramu.

Nastepnie obliczono $rednig arytmetyczng z pieciu wartosci S/N. Za kryterium oszacowania
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LOD przyjeto $rednig warto$¢ S/N > 3, natomiast dla LOQ - s$rednig warto$¢ S/N > 10.
Otrzymane wartosci traktowano jako oszacowania LOD i LOQ wyznaczone na podstawie

stosunku sygnatu do szumu.

Precyzje oceniano na podstawie trzech wynikdw uzyskanych w warunkach
powtarzalnosci oraz dwdch serii pomiarowych przedstawionych w Tabelach 109 i 110,
stanowigcych ocene precyzji posredniej. Za kryterium akceptacji przyjeto RSD < 5,0%.
Doktadnos¢ oceniano na podstawie trzech wartosci odzysku dla kazdego poziomu stezenia,

przyjmujac jako kryterium akceptacji sredni odzysk w zakresie 90-115% wartos$ci nominalne;.

Odpornos¢ procedury chromatograficznej oceniano poprzez wprowadzenie
niewielkich, celowych zmian przeptywu fazy ruchomej oraz temperatury kolumny. Przeptyw
zmieniano wzgledem wartosci nominalnej 0,50 ml/min do 0,45 i 0,55 ml/min, a temperature
kolumny z 20°C do 19 i 21°C. Kazdy z czynnikdw zmieniano niezaleznie, przy zachowaniu
pozostatych parametréw metody na poziomie nominalnym.Oceniano wptyw wprowadzonych
zmian na czas retencji, powierzchnie piku, obliczone stezenie analitu, rozdzielczos¢
chromatograficzng, asymetrie pikéw, liczbe poétek teoretycznych oraz stosunek sygnatu do
szumu. Wyniki uzyskane w zmienionych warunkach poréwnywano z wynikami otrzymanymi
w warunkach nominalnych. Dane dla detekcji UV-VIS/DAD przedstawiono w Tabelach 149-156,
natomiast dane dla detekcji CORONA CAD w Tabelach 157-164.

W ocenie uwzgledniono zachowanie przyjetych kryteridw dotyczacych liczby pdtek
teoretycznych i rozdzielczosci chromatograficznej. Dla liczby pdtek teoretycznych
obowigzywato kryterium N > 2000. Dla par sasiadujgcych przyjeto Rs > 1,5, natomiast dla
zdefiniowanych par krytycznych Rs 2 0,9. Nie okreslono odrebnych liczbowych kryteriow
akceptacji dla zmian czasu retencji, powierzchni piku ani obliczonego stezenia analitu. Wyniki
wykorzystano do oceny wptywu kontrolowanych zmian warunkéw chromatograficznych na
przebieg analizy oraz identyfikacji parametréw wymagajgcych scistej kontroli podczas

rutynowego stosowania procedury.

Wptyw ustawienia Power Function na poziomach 0,9 i 1,1 oraz temperatury
odparowania detektora CAD wynoszgcej 50 i 70°C oceniono na etapie badan rozwojowych
detektora. Wyniki przedstawiono w Tabelach 165-171. Badan tych nie uwzgledniono

w formalnej ocenie odpornosci koricowej procedury, poniewaz zastosowane temperatury
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stanowity znaczne, a nie niewielkie, odstepstwa od ustalonej temperatury odparowania
wynoszgcej 35°C. Dla tych badan nie okreslono rowniez liczby powtdrzen ani odrebnych

kryteridw akceptacji.

Tabela 7. Podsumowanie planu walidacji metody.

Parametr Sposob oceny Kryterium / zatozenie
Analiza blanku

rozpuszczalnikowego, matryc

olejowych oraz zastepczej matrycy

Brak sygnatéw interferujgcych w oknach
retencji analitdw oraz brak wptywu tfa na
integracje pikéw

Selektywnos¢

roslinnej
iku £5,0%;N > 2000
(SST) 20 pg/mL piku < 5,0%;
Rs 2 1,5;dla par krytycznych Rs 20,9, przy
Rozdzielczos$¢ Ocena par sasiadujgcych oraz  zachowaniu stabilnej retencji, prawidtowe;j
chromatograficzna zdefiniowanych par krytycznych  integracji i potwierdzonego przypisania

pikow
Model liniowy dla DAD;model kwadratowy
z wazeniem 1/x albo 1/x2 dla CAD;|RE| <
15% dla pozioméw powyzej LOQ; |RE| <
20% dla poziomu odpowiadajgcego
LOQ;kryteria powinny spetnia¢ wszystkie
poziomy w deklarowanym zakresie
roboczym, w tym poziom najnizszy

Od 6 do 8 poziomow stezen,
zaleznie od analitu i wariantu
detekcji;pieé nastrzykéw kazdego
poziomu;ocena stezen obliczonych
zwrotnie i btedéw wzglednych

Kalibracja i zakres
roboczy

i najwyzszy
. , . Pie¢ nastrzykow kazdego Srednia warto$¢ S/N > 3;warto$¢ ustalana
Granica wykrywalnosci . . . . . . .
ocenianego poziomu oraz indywidualnie dla kazdego analitu
(LOD) . ., . , . . . ..
obliczenie $redniej wartosci S/N i wariantu detekg;ji
. , . Pie¢ nastrzykow kazdego Srednia warto$¢ S/N > 10;wartos¢ ustalana
Granica oznaczalnosci ) . . . . . .
ocenianego poziomu oraz indywidualnie dla kazdego analitu
(LoQ) . ., . , . . . .
obliczenie sredniej wartosci S/N i wariantu detekgc;ji
Ocena powtarzalnosci oraz dwdch
. serii opisanych jako precyzja
Precyzja pisanych Jako precyz] RSD < 5,0%

posrednia;trzy wyniki w kazdej
ocenianej serii
Ocena odzysku na poszczegdlnych
Doktadnos¢ poziomach stezen;trzy
powtdrzenia na kazdym poziomie

Sredni odzysk w zakresie 90-115ale %
wartosci nominalnej

Wartosci LOD i LOQ oszacowano indywidualnie dla kazdego analitu i wariantu detekcji
na podstawie $redniej arytmetycznej wartosci S/N wyznaczonej z pieciu nastrzykow na kazdym
ocenianym poziomie stezenia. Za LOD przyjmowano najnizszy oceniony poziom, dla ktérego
Srednia warto$¢ S/N wynosita co najmniej 3. Za LOQ przyjmowano najnizszy oceniony poziom,

dla ktérego Srednia wartos¢ S/N wynosita co najmniej 10.
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5. Opracowanie i optymalizacja metody UHPLC
W niniejszym rozdziale opisano sposéb opracowania i optymalizacji metody UHPLC
przeznaczonej do oznaczania kannabinoidéw w surowcach oraz produktach otrzymywanych
z konopi. Prace obejmowaty dobér mieszaniny analitow, wybér matryc badawczych, okreslenie
wymagan dotyczacych rozdzielenia chromatograficznego oraz dostosowanie warunkéw

analizy do dwdch sposobdéw detekcji: UV-Vis/DAD i aerozolowej CORONA CAD.

Gtéwnym zatozeniem bylo opracowanie praktycznej procedury analitycznej
przeznaczonej do analizy prébek rzeczywistych. Uwzgledniono gtéwne kannabinoidy, ich formy
kwasowe oraz wybrane zwigzki wystepujace w mniejszych ilosciach. Dobér warunkéw analizy
stanowit kompromis miedzy jakoscig rozdzielenia chromatograficznego, czasem analizy,

stabilnoscig odpowiedzi detektordw a prostotg przygotowania probek.

5.1. Zatozenia metodyczne
Podstawowym zatozeniem metodycznym byto opracowanie procedury UHPLC
umozliwiajgcej profilowanie kannabinoiddw w ztozonych matrycach konopnych. Zakres
obejmowat surowce roslinne i produkty przetworzone w szczegdlnosci susz lub kwiatostany
konopi oraz oleje konopne. Materiat roslinny zawierat sktadniki wspotekstrahowane, takie jak
terpeny, flawonoidy, barwniki i woski, natomiast produkty olejowe charakteryzowaty sie

wysokg zawartoscig lipidow. Efektu matrycowego nie oceniano odrebnie (Tabela 7).

Drugim istotnym zatozeniem byto uzyskanie rozdzielenia chromatograficznego
wystarczajgcego do wiarygodnego przypisania oraz oznaczania pikdw. Miato to szczegdlne
znaczenie ze wzgledu na podobieAstwo strukturalne wielu kannabinoidéw, obecnos¢
izomerdw oraz zwigzkdéw o zblizonych wtasciwosciach retencyjnychW przypadku detekcji CAD
wymaganie to miato szczegdlne znaczenie, poniewaz detektor nie dostarcza informaciji
widmowej ani masowej. Wiarygodne przypisanie pikdw opierato sie zatem przede wszystkim
na stabilnosci czasu retencji, powtarzalnosci kolejnosci elucji, jakosci rozdzielenia oraz
poréwnaniu chromatograméw prébek z chromatogramami mieszanin wzorcowych. Istotne

byto réwniez monitorowanie krytycznych obszaréw chromatogramu.

Opracowana metoda nie byta przeznaczona do zastepowania technik LC-MS/MS lub

UHPLC-HRMS w zakresie jednoznacznego potwierdzania struktury analitéw. Jej celem byto
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opracowanie niemasowego podejscia do rutynowego profilowania kannabinoidow
w warunkach kontroli jakosci. Pofgczono kontrole selektywnosci chromatograficznej
i stabilnosci uktadu z prostg procedurg przygotowania probek. Zakres zastosowania

ograniczono do warunkdw i matryc ocenionych w pracy.

W wariancie UV-VIS/DAD wykorzystywano absorpcje promieniowania UV przez
kannabinoidy oraz pomocnicze porédwnanie widm UV. Detektor DAD stosowano do
wspomagania przypisania pikdw, a nie do jednoznacznego potwierdzania struktury.
Przypisanie piku opierano na zgodnosci czasu retencji, kolejnosci elucji i zarejestrowanego
profilu widmowego ze wzorcem. Podobne widma analitéw i sktadnikéw matrycy ograniczaty

swoistos¢ detekcji DAD.

Wariant z detekcja CORONA CAD wymagat odrebnej optymalizacji warunkéw analizy.
Odpowiedz detektora zalezata od ilosci analitu pozostatego po odparowaniu fazy ruchome;.
Uwzgledniono zgodnos¢ sktadu fazy ruchomej z wymaganiami detektora, stabilno$é procesu
odparowania, powtarzalnosé tworzenia aerozolu oraz nieliniowy charakter odpowiedzi CAD.
Oceniono réwniez dobdér modelu kalibracyjnego i indywidualnych zakreséw roboczych dla
poszczegdblnych analitéw. Optymalizacja obejmowata takze stabilnos¢ sygnatu i powtarzalnos¢

integracji pikow.

Podczas opracowywania metody priorytetem byto stabilne rozdzielenie szerokiego
zakresu kannabinoidéw w jednej analizie, przy zachowaniu kontroli par krytycznych.
Optymalizacja UHPLC-CAD obejmowata sktad fazy ruchomej, zawartos¢ kwasu octowego,

temperature kolumny, temperature odparowania w detektorze CAD i objetos¢ nastrzyku.

Dla par CBND/CBDV, A°-THCA/CBC i CBCA/CBLA nie uzyskano rozdzielenia do linii
podstawowej. Pary te zakwalifikowano jako regiony krytyczne i przyjeto dla nich odrebne
kryterium Rs > 0,9. Ocena obejmowata stabilnos¢ retencji, kolejnos¢ elucji, poprawnos¢

integracji oraz poréwnanie z mieszaning wzorcowa.

Zatozeniem metodycznym byto opracowanie procedury umozliwiajgcej jednoczesne
profilowanie 19 kannabinoidéw w matrycach roslinnych i olejowych z zastosowaniem detekcji
UV-Vis/DAD oraz CORONA CAD. Uwzgledniono wymagania dotyczace rozdzielenia
chromatograficznego, w tym kontrole krytycznych obszaréw chromatogramu, a takze

stabilnos¢ czaséw retencji, powierzchni pikédw i rozdzielczosci par krytycznych. Zatozeniem
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wdrozeniowym byto zapewnienie mozliwosci rutynowego stosowania procedury przy
wykorzystaniu okreslonych warunkéw ekstrakcji, przygotowania prébek i kontroli uktadu oraz
jednoznacznych zasad raportowania wynikdéw ilosciowych, wynikéw <LOQ i sygnatéw
niewykrytych. Zakres zastosowania procedury ograniczono do warunkdéw i matryc ocenionych

W niniejszej pracy.

Tabela 8. Gtdwne zatozenia metodyczne opracowania procedury UHPLC.

Zatozenie metodyczne Uzasadnienie Znaczenie praktyczne
surowce | !orodukty konopne za.W|era.Ja Ocena profilu 19 kannabinoidéw,
formy gtdwne, kwasowe, obojetne i . . .9
L nie tylko CBD i A”-THC
mniejszosciowe
Matryce réznig sie sktadem; efektu
matrycowego nie wyznaczono

Oznaczanie szerokiego
zakresu kannabinoidow

Metoda ma miec zastosowanie do
réznych typow probek

Uwzglednienie
suszu/kwiatéw i olejow

ilosSciowo
Priorytet dla rozdzielenia UV-VIS/DAD i CAD nie zapewniajg  Stabilna retencja i rozdzielczo$¢ sg
chromatograficznego potwierdzenia masowego kluczowe dla identyfikacji

Konieczno$¢ monitorowania
CBND/CBDV, A’-THCA/CBC
i CBCA/CBLA
Dobdr fazy ruchomej musi
uwzgledniaé wymagania
detektora

Procedure zaprojektowano do
Uzytecznos¢ wdrozeniowa | Doktorat ma charakter wdrozeniowy rutynowej realizacji w opisanym
zakresie

Niektore k N = bl

el (S T T iektore afn‘nablln.mdy maja zblizone
wiasciwosci retencyjne

CAD wymaga lotnych sktadnikéw fazy

Kompatybilnos¢ z CAD - ) .
patybl ? ruchomej i stabilnego odparowania

5.2. Dobdér warunkéw rozdzielania
Warunki rozdzielania opracowano dla gtdwnych i mniejszo$ciowych kannabinoidéw
obejmujacych formy kwasowe i obojetne. Priorytetem byto uzyskanie powtarzalnej retencji,

stabilnej kolejnosci elucji oraz odpowiedniej separacji zwigzkdw o zblizonej strukturze.

Dobdér warunkdw rozdzielania prowadzono z wykorzystaniem kolumny Accucore C18
o wymiarach 150 x 3,0 mm i $rednicy czastek 2,6 um. Zastosowanie fazy stacjonarnej C18
wynikato z hydrofobowego charakteru wiekszosci kannabinoidéw oraz ich korzystnej retencji
w warunkach chromatografii odwrdconych faz. Rozdzielanie prowadzono w warunkach
izokratycznych z zastosowaniem mieszaniny wody i acetonitrylu w stosunku 30:70 v/v
z dodatkiem 0,1% v/v kwasu octowego. W metodzie UHPLC-CAD warunki te zostaty dobrane
jako kompromis miedzy jakosScig rozdzielenia, czasem analizy oraz wymaganiami detektora

CAD.
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Zastosowano elucje izokratyczng, dzieki czemu sktad fazy ruchomej pozostawat staty
w catym przebiegu. Faza ruchoma zawieratfa skfadniki lotne zgodne z detekcjg CAD. Wptywu
alternatywnych sktadéw fazy ruchomej na poziom tta i odpowiedZ detektora CAD nie

przedstawiono w ramach danych walidacyjnych.

Dodatek kwasu octowego do fazy ruchomej poprawiat jakos¢ rozdzielania, sprzyjajac
uzyskaniu bardziej symetrycznych pikéw i powtarzalnej retencji. Jego zastosowanie
ograniczato wtérne oddziatywania analitéw z resztkowymi grupami silanolowymi fazy
stacjonarnej. Jednoczesnie kwas octowy byt kompatybilny z detekcjag CAD, poniewaz nie

stanowit nielotnego sktadnika fazy ruchomej.

Optymalizacja obejmowata ocene sktadu fazy ruchomej, zawartosci kwasu octowego,
temperatury kolumny, objetosci nastrzyku oraz warunkow pracy detektora. Czasy retencji
kannabinoidéw miescity sie w zakresie 2,51-25,98 min dla UV-VIS/DAD oraz 2,56-26,03 min dla

CAD. Czas martwy uktadu wynosit to = 1,6 min.

Wszystkie anality byty zatrzymywane na kolumnie, a wspdtczynniki retencji k' miescity
sie w zakresie 0,60-15,66. Najnizsze wartosci k* obserwowano dla zwigzkéw eluujacych na
poczatku chromatogramu, natomiast najwyzsze dla analitow pdzno eluujgcych, co wskazuje na

szeroki zakres retencji badanych kannabinoidéw.

Dla wiekszoéci par sasiadujacych uzyskano Rs > 1,5. Dla par CBND/CBDV, A°-THCA/CBC
i CBCA/CBLA wartosci byly nizsze i zastosowano odrebne kryterium Rs > 0,9. Regiony te

wyznaczono jako krytyczne i objeto kontrolg w kazdej sekwencji.

5.3. Dobér warunkéw detekcji UV-VIS/DAD i CAD

Dobor warunkow detekcji uwzgledniat odmienne zasady dziatania UV-VIS/DAD
i CORONA CAD. Obie techniki zastosowano komplementarnie: UV-VIS/DAD umozliwiat
detekcje zwigzkéw na podstawie ich absorpcji promieniowania, natomiast odpowiedz CAD

zalezata od ilosci analitu pozostatego po odparowaniu fazy ruchomej i utworzeniu aerozolu.

Dla kannabinoidow rejestrowano chromatogram przy 278 nm oraz widma UV
poszczegdlnych pikédw. Widma poréwnywano z profilami i czasami retencji odpowiednich

roztworéw wzorcowych jako pomocnicze kryterium identyfikacji piku.
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W pracy zastosowano detektor Vanquish Flex DAD firmy Thermo Scientific,
umozliwiajacy rejestracje widm w zakresie 190-800 nm z wykorzystaniem 1024-elementowej
matrycy fotodiodowej. Detektor pozwalat na jednoczesng rejestracje wielu kanatéw absorpcji

oraz gromadzenie danych w trybie 3D.

W wariancie UV-VIS/DAD pomiary prowadzono przy dtugosci fali 278 nm, ktérg
wykorzystano do obliczen iloSciowych i oceny parametréw walidacyjnych. Jednoczesnie dla
kazdego piku zbierano widma 3D DAD w zakresie 190-400 nm, przy czestotliwosci akwizycji 5
Hz. Zakres ten obejmowat obszar absorpcji wtasciwy dla analizowanych kannabinoidow
i umozliwiat pomocniczg ocene zgodnosci profilu widmowego analitéw z roztworami

wzorcowymi.

Analiza widm DAD roztwordw wzorcowych wykazata, ze maksima absorpcji
poszczegblnych kannabinoidéw nie sg identyczne. Dla wielu zwigzkéw silna absorpcja
wystepowata w krétkofalowym zakresie UV, natomiast w okolicy 278 nm obserwowano pasma
o réznej intensywnosci. Na tej podstawie wyrdzniono kilka charakterystycznych grup profili

widmowych, ktérych zestawienie przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 9. Klasyfikacja profili widmowych DAD analizowanych kannabinoidéw

Grupa widmowa Charakterystyka widma DAD Przyktadowe anality Znaczenie walidacyjne
Widmo wspiera identyfikacje,
ale nie wystarcza do
jednoznacznego rozrdznienia
analitow
Ocena zgodnosci profilu

Silne pasmo okoto 205-211  CBGO, CBDV, CBG,
nm, stabsze pasmo okoto  CBD, THCV, A9-THC,
275-280 nm CBL, A°-THCP

Profil
krétkofalowy

Dodatkowe pasma okoto 220-

i CBDVA, CBDA, CBGA, . .. , .
ATl i 230 nm, 265-272 nm oraz 9 widmowego i jednorodnosci
kwasowych . . A°-THCA .
miejscami >300 nm piku
Sl abso.rpqa Wyr.aznlejsze pasmaw CBN, CBCVA, CBNA, Wieksza wartos¢ diagnostyczna
w zakresie zakresie okoto 255-295 nm CBCA widma w ocenie selektvwnoci
dtuzszych fal UV i czasem >300 nm i

Widmo stosowano pomocniczo
CBC, CBLA wraz z kontrolg retencji i
rozdzielczosci

Pasma okoto 225-230 nm

Profil posredni oraz 279-281 nm

Dtugosé fali 278 nm przyjeto jako dtugosc fali analitycznej umozliwiajgcag kontrolowane
oznaczanie mieszaniny analitéw, przy jednoczesnym ograniczeniu wptywu silnej absorpcji tta
obserwowanej w krotszym zakresie UV. Widma UV/DAD roztwordw wzorcowych

przedstawiono w czesci 11.1 pracy.
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Detekcje DAD stosowano jako narzedzie pomocnicze. Identyfikacje analitow opierano
na zgodnosci czasu retencji ze wzorcem, kolejnosci elucji w mieszaninie wzorcowej oraz
zgodnosci profilu widmowego DAD. Widma UV nie stanowity samodzielnego potwierdzenia

struktury, a podobienstwo profili absorpcyjnych ograniczato ich swoistos¢.

W przypadku detekcji CORONA CAD dobdr warunkéw uwzgledniat proces nebulizacji,
odparowania fazy ruchomej i tadowania czgstek aerozolu. Detektor nie dostarcza informacji
widmowej ani masowej, dlatego identyfikacja analitéw opierata sie przede wszystkim na
rozdzieleniu chromatograficznym, powtarzalnosci czaséw retencji i kolejnosci elucji oraz
poréwnaniu z roztworami wzorcowymi. Istotnym elementem oceny byta réwniez kontrola

obszaréw chromatogramu, w ktérych wystepowaty piki o zblizonych czasach retencji.

Dla detektora CAD oceniano wptyw temperatury nebulizacji na odparowanie fazy
ruchomej, stabilnos¢ tfa i jako$¢ integracji pikéw. Badano zakres temperatur 35-70°C, a
ostatecznie zastosowano 35°C. Przyjete warunki pracy detektora obejmowaty: power function
1,00, czestotliwos¢ akwizycji 2 Hz, filter 5, szerokos$¢ piku 0,2 min oraz ci$nienie powietrza
zasilajgcego 5,0 bar. Dla danych CAD zastosowano model regresji kwadratowej, z wazeniem

1/x lub 1/x? w zalezno$ci od analitu.

Dobér warunkéw detekcji UV-VIS/DAD i CORONA CAD miat wiec charakter
komplementarny. Detekcja DAD umozliwiata rejestracje odpowiedzi zwigzkéw absorbujgcych
promieniowanie UV oraz pomocniczg ocene widmowg pikéw. Detekcja CAD umozliwiata
natomiast rejestracje odpowiedzi wielu nielotnych lub stabo lotnych analitéw niezaleznie od
obecnosci chromoforu. Potaczenie obu detektordw poszerzato zakres informacji analitycznej
uzyskiwanej w ramach jednej metody UHPLC, nie zapewniato jednak jednoznacznego

potwierdzenia tozsamosci analitéw, jakie umozliwiajg techniki spektrometrii mas.

Widma UV/DAD zarejestrowane dla roztworéw wzorcowych kannabinoidéw wykazaty
zréznicowanie profili absorpcyjnych analizowanych zwigzkéw. Czes¢ analitéw, takich jak CBD,
CBDV, CBG, THCV, A°-THC, CBL oraz A°-THCP, charakteryzowata sie dominujaca absorpcja
w krotkofalowym zakresie UV, okoto 205-211 nm oraz stabszym pasmem w okolicy 275-280
nm. W przypadku form kwasowych, takich jak CBDVA, CBDA, CBGA i A°-THCA, obserwowano
bardziej ztozony przebieg widma, z dodatkowymi pasmami w zakresie okoto 220-230 nm, 265-

272 nm oraz miejscami powyzej 300 nm. Bardziej charakterystyczne profile widmowe
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wykazywaty rowniez CBN, CBCVA, CBNA i CBCA, dla ktérych widoczne byty pasma w diuzszym

zakresie UV.

Roéznice w profilach widmowych wykorzystywano pomocniczo w ocenie selektywnosci
wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD. Widma pikdw w préobkach poréwnywano z widmami
odpowiednich roztworéw wzorcowych, a w prébkach rzeczywistych kontrolowano réwniez
sygnaty w poblizu czaséw retencji analizowanych kannabinoidéw. Identyfikacje opierano na
zgodnosci czasu retencji, kolejnosci elucji oraz profilu widmowego DAD. Widma nie stanowity
samodzielnego potwierdzenia tozsamosci analitow, lecz dodatkowe kryterium oceny piku

i kontroli potencjalnej wspoteluciji.

5.4. Finalne warunki metody
Finalne warunki metody UHPLC ustalono dla 19 kannabinoidéw. W ramach oceny
przydatnosci systemu ostatni analit, A>-THCP, eluowat po 25,98 min w wariancie UV-VIS/DAD

oraz po 26,03 min w detekcji CAD. Catkowity czas analizy wynosit 30 min.

Rozdzielanie prowadzono na kolumnie Accucore C18 o wymiarach 150 x 3,0 mm
i srednicy czastek 2,6 um. Faze ruchomg stanowita mieszanina woda/acetonitryl 30:70 v/v
z dodatkiem 0,1% v/v kwasu octowego. Zastosowano elucje izokratyczna, przeptyw fazy
ruchomej 0,5 ml/min, temperature kolumny 20°C, temperature autosamplera 25°C oraz
objetos¢ nastrzyku 5 pl. Przed rozpoczeciem analiz uktad réwnowazono przez 30 min przy

nominalnym przeptywie fazy ruchomej.

Dla detekcji CORONA CAD zastosowano detektor CAD Flex D20. Detektor pracowat
z wykorzystaniem filtrowanego i osuszonego powietrza dostarczanego z kompresora
bezolejowego. Cisnienie powietrza zasilajgcego detektor wynosito 5,0 bar. Przyjete ustawienia
obejmowaty: power function 1,00, czestotliwos¢ akwizycji 2 Hz, filtr 5, szeroko$¢ piku 0,2 min
oraz temperature nebulizacji 35°C. Warunki te byty zgodne z wymaganiami detekgji
aerozolowej i umozliwiaty uzyskanie stabilnej odpowiedzi detektora przy zastosowanej fazie
ruchomej. Petne zestawienie warunkéw metody z detekcjg CORONA CAD przedstawiono w

Tabeli 9.
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Tabela 10. Finalne warunki metody UHPLC-CORONA CAD.

Parametr Wartosé
Uktad chromatograficzny Vanquish Flex UHPLC
Kolumna Accucore C18, 150 x 3,0 mm, 2,6 um
Tryb elucji izokratyczny
Faza ruchoma woda/acetonitryl 30:70 v/v + 0,1% v/v kwasu
octowego
Przeptyw 0,5 ml/min
Temperatura kolumny 20°C
Temperatura autosamplera 25°C
Objetos¢ nastrzyku 5 ul
Czas analizy 30 min
Detektor CORONA CAD / CAD Flex D20
Gaz nebulizujacy filtrowane i osuszone powietrze
Cisnienie powietrza 5,0 bar
Temperatura nebulizacji 35°C
Power function 1,00
Data rate 2 Hz
Filter 5
Peak width 0,2 min

Dla wariantu UV-VIS/DAD zastosowano detektor Vanquish Flex DAD. Jako dtugos¢ fali
analitycznej przyjeto 278 nm. Przy tej dtugosci fali rejestrowano sygnat wykorzystywany do
obliczen ilo$ciowych oraz oceny parametréw walidacyjnych. Réwnolegle zbierano widma 3D
DAD w zakresie 190-400 nm, przy czestotliwosci akwizycji 5 Hz. Widma te wykorzystywano
pomocniczo do oceny zgodnosci profilu widmowego pikdw z roztworami wzorcowymi oraz do
kontroli jakosci chromatograméw. Detekcja DAD wspomagata identyfikacje analitéw, ale nie
stanowita samodzielnego potwierdzenia struktury zwigzku. Szczegdétowe warunki detekcji UV-

VIS/DAD zestawiono w Tabeli 10.

Tabela 11. Finalne warunki detekcji UHPLC-UV-VIS/DAD.

Parametr Wartos¢

Detektor Vanquish Flex DAD
Zakres rejestracji widm 190-400 nm
Czestotliwos¢ akwizycji 5Hz
Dtugos¢ fali analitycznej 278 nm

Rodzaj danych chromatogram przy 278 nm oraz widma 3D DAD
Zastosowanie widm 3D  [pomocnicza ocena zgodnosci widmowej pikdw ze wzorcami
Zastosowanie sygnatu 278 nm| obliczenia iloSciowe i walidacja wariantu UV-VIS/DAD
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Koncowe warunki metody przyjeto jako warunki nominalne. W Tabelach 149-164
przedstawiono wyniki badan wptywu zmian przeptywu fazy ruchomej i temperatury kolumny
na czasy retencji, powierzchnie pikdw, wyniki iloSciowe, rozdzielczos¢ chromatograficzng,
asymetrie pikow, liczbe poétek teoretycznych oraz stosunek sygnatu do szumu. Dodatkowe
wyniki badan rozwojowych, obejmujace ocene wptywu ustawienia Power Function oraz

temperatury odparowania detektora CAD, zestawiono w Tabelach 165-171.

Uzyskane wyniki pozwolity poréwna¢ odpowiedZz metody w warunkach nominalnych
i po kontrolowanych zmianach wybranych parametréw. Wyniki te stanowig charakterystyke
wrazliwosci procedury na zmiany warunkoéw analizy i nie stuzg do jednoznacznej klasyfikacji
poszczegblnych parametréw jako spetniajgcych lub niespetniajgcych kryterium odpornosci.
W analizach rutynowych stosowano nominalne warunki metody oraz kontrole przydatnosci

systemu chromatograficznego przed rozpoczeciem sekwencji analityczne;.

5.5. Regiony krytyczne chromatogramu
Regiony krytyczne chromatogramu zdefiniowano jako obszary w ktérych eluowaty
sgsiadujgce pary analitow o ograniczonej rozdzielczosci chromatograficznej. Ich wyznaczenie
umozliwito wskazanie fragmentéw chromatogramu wymagajacych szczegdlnej kontroli
podczas analizy. Miato to znaczenie ze wzgledu na szeroki zakres badanych kannabinoidow

oraz ich podobienstwo strukturalne.

Kontrola regionéw krytycznych byta szczegdlnie istotna w wariancie z detekcjg Corona
CAD. Detektor ten nie dostarcza informacji widmowej ani informacji o stosunku masy do
tadunku. Nie umozliwia zatem niezaleznego potwierdzenia tozsamosci analitu ani oceny

czystosci piku.

Do par krytycznych zaliczono CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA. W wariancie
UV-Vis/DAD uzyskane wartosci wspétczynnika rozdzielczosci (Rs) wynosity odpowiednio 1,22,
0,99 i 1,20, natomiast dla detecji Corona CAD - odpowiednio 1,19, 0,99 i 1,18 (Rys. 11).
Szczegbétowq charakterystyke regionéw krytycznych dla detekcji Corona CAD przedstawiono
w Tabeli 11, a dla detekcji UV-Vis/DAD — w Tabeli 12.Wartosci te byty nizsze od przyjetego dla
pozostatych par sgsiadujgcych kryterium Rs 2 1,5, jednak spetniaty ustalone dla par krytycznych

kryterium Rs > 0,9.

Strona 57



Tabela 12. Regiony krytyczne chromatogramu dla detekcji CORONA CAD.

Para Tl gl Uz.yskan’a\’ Przyj?te . Zaleceme.
krytyczna rozdzielczos¢ Rs  kryterium interpretacyjne
CBND/CBDV bllska_ e.qu? Z.WIE)ZkOW 119 >0,9 koth.roIa retg.nql
mniejszosciowych i integracji
A°-THCA/CBC najnizsza rozdzielczos¢ sposrod 0,99 >0,9 szczegoilna !<onjcrola
par krytycznych przypisania piku
ograniczona separacja w S
CBCA/CBLA péiniejszej czesci 1,18 >0,9 kontrola stabilnosci
retencjii tta
chromatogramu

Dla par krytycznych przyjeto odrebne kryterium rozdzielczosci ze wzgledu na cel
metody, ktérym byto profilowanie szerokiego zakresu kannabinoidéw podczas jednej analizy.
Ocena tych regionéw obejmowata rozdzielczo$¢ chromatograficzng, stabilno$é¢ czasow
retencji, zachowanie kolejnosci elucji, poprawnos¢ integracji oraz poréwnanie z mieszaning

wzorcowq analizowang w tej samej sekwencji.

Spetnienie kryterium Rs > 0,9 nie oznaczato rozdzielenia do linii podstawowej ani nie
stanowito potwierdzenia braku wzajemnego wptywu sasiadujacych sygnatéw na wynik
oznaczenia. Odrebne oznaczanie analitéw w tych regionach oceniano tacznie, uwzgledniajac

selektywnos$é, doktadnosé, precyzje, retencje oraz sposoéb integracji pikdw.

Tabela 13. Regiony krytyczne chromatogramu dla detekcji UV-VIS/DAD.

Uzyskana Przyjete Zalecenie
rozdzielczos¢ Rs  kryterium interpretacyjne
kontrola retencji

Para krytyczna Charakter problemu

bliska elucja zwigzkéw

CBND/CBDV 1,22 20,9

mniejszosciowych i integracji
A% THCA/CBC naj,ni%sza rozdzielczos¢ 0,99 >0,9 szczegéhlna !<onjcrola
sposrdd par krytycznych przypisania piku
ograniczona separacja w S,
k I I
CBCA/CBLA poiniejszej czedci 1,20 >0,9 ontrola stabilnosci

retencji i tta

chromatogramu

Szczegdblnej uwagi wymagat region A°-THCA/CBC. Dla tej pary uzyskano najnizsza
rozdzielczos¢ sposréod zdefiniowanych par krytycznych, wynoszacg (Rs = 0,99) w obu
wariantach detekgcji. Przypisanie i integracja pikdw w tym regionie wymagaty zatem szczegdlnej

kontroli.

Strona 58



W wariancie UV-VIS/DAD poréwnanie widm stanowito informacje pomocnicza podczas
przypisywania pikéw i kontroli wspoételucji. Podobienstwo profili absorpcyjnych
kannabinoidow ograniczato swoistos¢ tej oceny. Dane DAD nie zastepowaty kryterium

rozdzielczosci chromatograficzne;j.

Regiony krytyczne powinny by¢ kontrolowane w kazdej sekwencji analitycznej. Ocenie
powinny podlegad czasy retencji, rozdzielczo$¢, ksztatt pikdw, stabilnosc linii bazowej, sposéb
integracji oraz obecno$¢ sygnatdéw matrycowych mogacych zaktécaé oznaczenie.
Chromatogram proébki nalezy porownywac¢ z aktualnym chromatogramem mieszaniny

wzorcowej analizowanej w tej samej sekwencji.

Sygnaty zaktécajgce w regionach krytycznych wymagajg oceny przed zatwierdzeniem
wyniku. Gdy matryca uniemozliwia wiarygodne przypisanie albo integracje piku, sygnatu nie

interpretuje sie iloSciowo, a ograniczenie dokumentuje sie wraz z wynikiem.
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6. Walidacja i ocena przydatnosci metody
Walidacje przeprowadzono w celu oceny przydatnosci opracowanej wspodlnej
procedury rozdzielania UHPLC, stosowanej z dwoma wariantami detekcji, do zamierzonego
zastosowania analitycznego. Zakres walidacji obejmowat selektywnos¢, przydatnosé systemu
chromatograficznego, rozdzielczos¢ chromatograficzng, model kalibracyjny i zakres roboczy,
doktadnosé¢, precyzje, granice wykrywalnos$ci, granice oznaczalnosci oraz wpltyw

kontrolowanych zmian warunkdéw analitycznych.

W ramach badania odpornosci oceniano wptyw zmian przeptywu fazy ruchomej oraz
temperatury kolumny na czasy retencji, powierzchnie pikdw, wyniki iloSciowe i parametry
chromatograficzne. Szczegétowe wyniki przedstawiono w Tabelach 149-164. Dodatkowe dane
dotyczace wptywu ustawienia funkcji Power Function oraz temperatury odparowania

detektora CAD, uzyskane na etapie opracowywania metody, zestawiono w Tabelach 165-171.

Wyniki przedstawione w Tabelach 149-171 wykorzystano do charakterystyki
wrazliwosci procedury na kontrolowane zmiany warunkdéw analitycznych, bez jednoznacznej
klasyfikacji wszystkich badanych parametréw jako spetniajgcych albo niespetniajgcych kryteria

odpornosci.

Szczegblng uwage zwrdcono na specyfike detekcji CORONA CAD. Detektor CAD nie
dostarcza informacji widmowej ani informacji o stosunku masy do tadunku. Identyfikacje
analitéw opierano zatem na zgodnosci czaséw retencji i kolejnosci elucji z mieszaning
wzorcowy. Wiarygodnos¢ oznaczen zalezata réwniez od jakoSci rozdzielenia
chromatograficznego, powtarzalnos$ci odpowiedzi detektora, stabilnosci czasdw retencji oraz
kontroli krytycznych regionédw chromatogramu. Ze wzgledu na nieliniowg charakterystyke
odpowiedzi detektora CAD dla poszczegdélnych analitow stosowano modele regresji

kwadratowej z wazeniem 1/x lub 1/x?, dobieranym indywidualnie.

W wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD parametry walidacyjne oceniono na podstawie
powierzchni pikdw rejestrowanych przy dtugosci fali 278 nm. Sygnat ten wykorzystywano do
wyznaczania liniowych krzywych kalibracyjnych i obliczenia wynikéw ilosciowych. Widma 3D
DAD rejestrowane w zakresie 190-400 nm wykorzystywano pomocniczo do oceny zgodnosci

profilu widmowego pikdw z profilami uzyskanymi dla roztwordw wzorcowych.
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Walidacje przeprowadzono w zakresie odpowiadajgcym zamierzonemu zastosowaniu
procedury, obejmujgcemu rozdzielenie 19 kannabinoiddw oraz ilosciowe oznaczenie
wybranych analitéw w badanych prébkach roslinnych i olejowych. Parametry posiadajace
okreslone kryteria akceptacji oceniono przez bezposrednie poréwnanie wynikow
z wartosciami przyjetymi jako kryteria. W przypadku parametréw bez ustalonych kryteriow
liczbowych wyniki wykorzystywano do opisowej oceny dziatania procedury. Stosunek sygnatu
do szumu rejestrowany podczas oceny przydatnosci systemu chromatograficznego traktowano
jako parametr pomocniczy opisujgcy jakos¢ sygnatu, a nie jako kryterium akceptacji lub

odrzucenia sekwencji analityczne;.

6.1. Selektywnos¢ i interferencje

Selektywnos¢ metody oceniano poprzez sprawdzenie obecnosci sygnatow
pochodzacych od rozpuszczalnika, nos$nikow olejowych oraz sktadnikow matrycy roslinnej
w oknach retencji badanych kannabinoidéw. Do oceny zastosowano blank rozpuszczalnikowy,
olej MCT, olej z nasion konopi oraz zastepczg matryce roslinng. Jako matryce roslinng
wykorzystano sproszkowane liscie czarnej herbaty. Materiat ten nie stanowit rzeczywistej
matrycy konopnej pozbawionej kannabinoidéw, lecz petnit funkcje zastepczej kontroli

roslinnej.

Kryterium akceptacji stanowit brak pikéw interferujgcych z analitami w ich oknach
retencji, okreslonych na podstawie analizy substancji odniesienia. Dodatkowo oceniano, czy
tto chromatograficzne nie wptywa istotnie na integracje pikdéw. Analize prowadzono przez
poréwnanie chromatograméw blanku rozpuszczalnikowego, prébek kontrolnych, matryc
olejowych, matrycy roslinnej oraz mieszaniny wzorcowej zawierajgcej 19 kannabinoiddw.
Zestawienie zastosowanych materiatéw kontrolnych oraz wynikdw oceny selektywnosci

przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 14. Ocena selektywnosci metody na podstawie analizy blanku, matryc olejowych i matrycy roslinnej

zastepczej.
Materiat kontrolny Detektor Okna retencji Wynik
Blank rozpuszczalnikowy DAD/CAD 19 analitow brak interferencji
Olej MCT DAD/CAD 19 analitow brak interferencji
Olej z nasion konopi DAD/CAD 19 analitow brak interferencji
Czarna herbata DAD/CAD 19 analitow brak interferencji
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W wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD dane widmowe wykorzystano jako element
wspomagajacy ocene selektywnosci. Dla kazdego analitu poréwnywano widmo UV
zarejestrowane w punkcie maksimum piku z widmem odpowiedniego roztworu wzorcowego.
Zgodnos¢ profilu widmowego traktowano jako dodatkowy element potwierdzajgcy
poprawno$é przypisania piku, natomiast podstawe identyfikacji stanowity czas retencji,

kolejnos¢ elucji oraz brak sygnatéw interferujgcych w odpowiednim oknie retencji.

W przypadku pikéw zlokalizowanych w obszarach o ograniczonej rozdzielczosci
chromatograficznej poréwnywano profile widmowe rejestrowane na zboczu narastajgcym
w maksimum oraz na zboczu opadajgcym piku. Stwierdzenie rdéznic pomiedzy profilami
traktowano jako przestanke do weryfikacji poprawnosci przypisania i integracji sygnatu. Na

podstawie samych widm DAD nie przypisywano przyczyny niezgodnosci.

W wariancie z detekcjg CAD podstawowe znaczenie miaty brak wspételucji oraz
stabilnos¢ czasu retencji, poniewaz detektor ten nie dostarcza informacji widmowej

umozliwiajgcej dodatkowe potwierdzenie tozsamosci piku.

W analizowanych blankach i materiatach kontrolnych nie stwierdzono obecnosci
sygnatéw interferujgcych z sygnatami analitéw w odpowiadajgcych im oknach retencji. Ocena
obejmowata blank rozpuszczalnikowy, nosniki olejowe oraz zastepczga matryce roslinna.
Uzyskany wynik potwierdza brak obserwowanych interferencji w zastosowanych materiatach
kontrolnych, nie stanowi jednak podstawy do wnioskowania o selektywnosci procedury

wzgledem wszystkich mozliwych matryc konopnyc

6.2. Przydatno$¢ systemu chromatograficznego
Przydatnos¢ systemu chromatograficznego oceniono na podstawie pieciu kolejnych
nastrzykdw mieszaniny wzorcowej kannabinoidéw o stezeniu 20 upg/ml. Badanie
przeprowadzono oddzielnie dla wariantu z detekcjg UV-Vis/DAD oraz wariantu z detekcjg

Corona CAD.

W wariancie UV-Vis/DAD oceniano powierzchnie pikow zarejestrowanych przy dtugosci
fali 278 nm. W wariancie Corona CAD oceniano powierzchnie pikdw, wyrazone w pAxmin, tj.

jako catke z sygnatu detektora w czasie.
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Ocena obejmowata powtarzalnosc¢ czaséw retencji i powierzchni pikdw, rozdzielczosé
chromatograficzng oraz liczbe pétek teoretycznych. Dodatkowo rejestrowano stosunek
sygnatu do szumu. Parametr ten miat charakter pomocniczy i nie stanowit formalnego

kryterium akceptacji (Tabela 14).

Badanie przydatnosci systemu chromatograficznego stanowito kontrole sprawnosci
uktadu wykonywang przed rozpoczeciem sekwencji analitycznej. Kontrola ta byta szczegélnie
istotna ze wzgledu na obecnos¢ par analitéw o ograniczonej rozdzielczosci. W przypadku
wariantu Corona CAD dodatkowym ograniczeniem byt brak informacji widmowej

umozliwiajgcej pomocniczg ocene tozsamosci rejestrowanych sygnatéw.

Tabela 15. Kryteria akceptacji przydatnosci systemu chromatograficznego.

Parametr Kryterium
Powtarzalnos$¢ czasu retencji RSD £1,0%
Powtarzalno$é powierzchni piku RSD < 5,0%
Liczba potek teoretycznych N > 2000
Rozdzielczos¢ pikdw dobrze rozdzielonych Rs>1,5
Rozdzielczos¢ par krytycznych Rs> 0,9

Dla par CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA przyjeto odrebne, wtasciwe dla
opracowanej procedury kryterium rozdzielczo$ci, wynoszgce Rs = 0,9. Wartos¢ ta zostata
przyjeta ze wzgledu na ograniczong rozdzielczos¢ tych par w zastosowanych warunkach
chromatograficznych i nie byta utozsamiana z uzyskaniem rozdzielenia do linii bazowej.
W regionach krytycznych kontrolowano réwniez powtarzalnos¢ retencji, kolejnos¢ elucji oraz

sposob integracji pikow.

Spetnienie kryterium Rs > 0,9 nie oznaczato osiggniecia rozdzielczosci Rs = 1,5 przyjetej
dla pozostatych par. W wariancie UV-VIS/DAD widma DAD stosowano pomocniczo podczas
identyfikacji sygnatéw. Porédwnanie widm nie zastepowato kryterium rozdzielczosci

chromatograficzne;j.

Wyniki badania przydatnosci systemu chromatograficznego dla wariantu UV-Vis/DAD

przedstawiono w Tabeli 15. Dla wszystkich analitéw spetniono kryteria dotyczace
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powtarzalnosci czaséw retencji, powtarzalnosci powierzchni pikéw oraz liczby pétek
teoretycznych. Dla par analitow niezakwalifikowanych jako krytyczne uzyskane wartosci

rozdzielczosci spetniaty przyjete kryterium Rs > 1,5.

Dla par krytycznych uzyskano wartos$ci rozdzielczosci Rs wynoszgce 1,22 dla
CBND/CBDV, 0,99 dla A°-THCA/CBC oraz 1,20 dla CBCA/CBLA. Wszystkie uzyskane wartoéci

spetniaty przyjete dla tych par kryterium rozdzielczosci Rs > 0,9.

Tabela 16. Wyniki oceny przydatnosci systemu chromatograficznego dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

RSDtR  Srednia powierzchnia piku  RSD powierzchni piku

Analit Sredni tR [min] Rs N S/N
[%] [mAUxmin] [%]

CBGO 2,51 0,00 0,7285 0,31 3,99 9177 30,44
CBDVA 2,99 0,00 6,8167 0,16 2,19 7462 232,56
CBND 3,28 0,00 2,1828 0,28 1,22 11649 85,40
CBDV 3,43 0,00 0,8016 1,11 7,41 11871 29,56
CBDA 4,49 0,00 5,2500 0,18 2,13 12124 153,36
CBGA 4,85 0,00 5,6927 0,16 2,55 12398 151,70
CBG 5,28 0,00 0,6607 0,31 2,04 16138 17,78
CBD 5,62 0,00 0,6758 0,33 3,32 19384 19,86
THCV 6,17 0,07 0,9774 0,24 14,99 21055 33,74
CBN 9,21 0,06 15,2691 0,23 1,76 24203 375,70
CBCVA 9,70 0,06 4,2892 1,49 3,50 14396 74,30
CBNA 11,26 0,08 19,4974 0,35 2,20 13516 345,34
A°-THC 12,03 0,05 0,9831 1,49 8,68 24994 21,86
CBL 14,91 0,06 0,8659 0,26 3,29 26931 72,20
A°-THCA 16,22 0,06 7,0622 0,26 0,99 22132 505,20
CBC 16,65 0,07 7,5110 0,35 6,40 24668 537,76
CBCA 19,77 0,05 3,5568 0,32 1,20 20268 392,86
CBLA 20,45 0,10 4,6857 0,32 9,46 22350 507,60
A°-THCP 25,98 0,06 0,8987 0,53 n.a. 27306 73,96

tR - czas retencji; RSD - wzgledne odchylenie standardowe; Rs - rozdzielczosé¢ chromatograficzna; N - liczba pétek
teoretycznych; S/N - stosunek sygnatu do szumu; n.a. - nie dotyczy.

Wartosci RSD czasu retencji miescity sie w zakresie 0,00-0,10%, natomiast wartosci RSD
powierzchni pikéw wynosity 0,16-1,49%. Dla wszystkich analitéw spetniono kryteria RSD czasu
retencji £ 1,0%, RSD powierzchni piku £ 5,0% oraz N > 2000. Liczba pdtek teoretycznych
miescita sie w zakresie 7462-27306. Rozdzielczo$¢ par krytycznych wynosita 1,22 dla
CBND/CBDV, 0,99 dla A°-THCA/CBC oraz 1,20 dla CBCA/CBLA, spetniajgc przyjete kryterium
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R<sub>s</sub> > 0,9. Stosunek sygnatu do szumu wynosit od 17,78 do 537,76 i miat charakter

parametru pomocniczego.

Tabela 16 przedstawia wyniki oceny przydatnosci systemu chromatograficznego dla
wariantu Corona CAD. Wartos$ci RSD czasu retencji miescity sie w zakresie 0,00-0,14%,
natomiast wartosci RSD powierzchni pikdow wynosity 1,60-4,36%. Dla wszystkich analitow
spetniono przyjete kryteria: RSD czasu retencji < 1,0%, RSD powierzchni piku < 5,0% oraz N =
2000. Liczba pétek teoretycznych miescita sie w zakresie 6106—33734. Dla par krytycznych
uzyskano wartosci rozdzielczosci Rs wynoszgce 1,19 dla CBND/CBDV, 1,00 dla A°-THCA/CBC
oraz 1,18 dla CBCA/CBLA, spetniajgce przyjete dla tych par kryterium Rs >0,9. Stosunek sygnatu

do szumu wynosit 11,5-97,8 i traktowano go jako parametr pomocniczy.

Tabela 17. Wyniki oceny przydatnosci systemu chromatograficznego dla detekcji CORONA CAD.

Srednia RSD
Analit SrednitR [min] RSDtR [%] powierzchnia piku  powierzchni Rs N S/N
[pAxmin] piku [%]

CBGO 2,56 0,00 0,85 1,60 3,63 7984 97,8
CBDVA 3,05 0,14 1,19 2,23 1,95 6106 90,8
CBND 3,33 0,00 0,91 3,09 1,19 10369 82,6
CBDV 3,48 0,00 0,40 1,78 7,08 12930 39,3
CBDA 4,55 0,08 1,07 2,96 1,86 10043 74,0
CBGA 4,90 0,00 1,33 4,19 2,29 9928 82,1
CBG 5,34 0,09 1,45 2,95 1,85 13114 94,1
CBD 5,67 0,06 0,95 3,44 3,21 17454 66,9
THCV 6,22 0,06 0,73 4,09 14,36 21477 53,8
CBN 9,26 0,04 1,40 2,39 1,69 21091 58,1
CBCVA 9,75 0,04 1,32 3,75 4,22 13506 41,6
CBNA 11,32 0,06 2,38 2,94 2,14 12402 65,0
A°-THC 12,08 0,06 1,29 2,20 9,18 25334 45,2
CBL 14,96 0,03 0,68 2,29 3,41 33734 26,9
A°-THCA 16,28 0,04 1,14 3,17 1,00 21155 35,2
CBC 16,71 0,10 1,12 3,06 6,37 26308 35,3
CBCA 19,83 0,08 1,36 3,72 1,18 19277 20,2
CBLA 20,50 0,09 0,77 4,36 9,23 21614 11,5
A°-THCP 26,03 0,09 1,68 4,18 n.a. 26161 19,7

tR - czas retencji; SD - odchylenie standardowe; RSD - wzgledne odchylenie standardowe; Rs - rozdzielczos¢
chromatograficzna, warto$¢ w wierszu odnosi sie do pary tworzonej z kolejnym pikiem; N - liczba pétek teoretycznych; S/N -

stosunek sygnatu do szumu; n.a. - nie dotyczy.
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Stosunek sygnatu do szumu rejestrowano jako parametr pomocniczy opisujacy jakosc
sygnatu poszczegdlnych analitéw. Nie wykorzystywano go jako kryterium dopuszczenia ani

odrzucenia sekwencji analitycznej.

Na podstawie przyjetych kryteriow system chromatograficzny uznano za przydatny do
realizacji analiz w obu wariantach detekcji. W obu przypadkach uzyskano powtarzalne czasy
retencji i powierzchnie pikdw oraz wymagang sprawnos¢ chromatograficzng. Regiony
obejmujace pary CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA zakwalifikowano jako krytyczne

i wymagajgce kontroli w kazdej sekwencji analitycznej.

6.3. Kalibracja, model odpowiedzi i zakres roboczy

Zalezno$¢ miedzy stezeniem analitu a odpowiedzia detektora, wyrazong jako
powierzchnia piku chromatograficznego, oceniono oddzielnie dla wariantu z detekcjg UHPLC-
UV-Vis/DAD oraz UHPLC-Corona CAD. Zastosowane modele regresji, wspdtczynniki
determinacji, zakresy robocze oraz pozostate parametry kalibracyjne przedstawiono

w Tabelach 17i 18.

Tabela 18. Modele kalibracyjne i zakresy robocze dla wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD.

Zakres roboczy

Analit Sygnat Model [ug/ml] Rownanie krzywej R?
CBGO 278 nm liniowy 1-250 y = 0,0309x 0,9989
CBDVA 278 nm liniowy 1-250 y =0,2139x 0,9994
CBND 278 nm liniowy 1-250 y =0,0772x 0,9984
CBDV 278 nm liniowy 1-250 y = 0,0303x 0,9983
CBDA 278 nm liniowy 1-250 y =0,1755x 0,9989
CBGA 278 nm liniowy 1-250 y =0,1914x 0,9991
CBG 278 nm liniowy 1-250 y = 0,0243x 0,9998
CBD 278 nm liniowy 1-250 y = 0,0268x 0,9992
THCV 278 nm liniowy 1-250 y = 0,0353x 0,9995
CBN 278 nm liniowy 1-250 y =0,5261x 0,9994
CBCVA 278 nm liniowy 1-250 y=0,1411x 0,9998
CBNA 278 nm liniowy 2,4-250 y =0,337x 0,9993
A°-THC 278 nm liniowy 2-250 y = 0,0291x 0,9993
CBL 278 nm liniowy 2-250 y = 0,0303x 0,9998
A°-THCA 278 nm liniowy 6-250 y = 0,2463x 0,9986
CBC 278 nm liniowy 1,8-250 y =0,2531x 0,9994
CBCA 278 nm liniowy 1-250 y =0,1384x 0,9999
CBLA 278 nm liniowy 1,5-250 y =0,1627x 0,9983
A°-THCP 278 nm liniowy 5-250 y = 0,0323x 0,9993
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Tabela 19. Modele kalibracyjne i zakresy robocze dla wariantu UHPLC-CORONA CAD.

Zakres roboczy

Analit Sygnat Model [g/ml] Rownanie krzywej R?
CBGO |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000034x2+0,0373x+-0,0387 0,9989
CBDVA |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000066x2+0,0403x+0,0732 0,9974
CBND |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000057x%+0,0394x+0 0,9976
CBDV |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000013x2+0,0249x+-0,0584 0,9987
CBDA |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000069x%+0,041x+0,0533 0,9976
CBGA |sygnat CAD kwadratowy 1/x 5-200 y = -0,000071x?+0,0448x+0,1053 0,9987
CBG |sygnat CAD kwadratowy 1/x 5-250 y = -0,000068x2+0,0485x+0,0942 0,9984
CBD |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,000061x2+0,0426x+-0,042 0,9971
THCV |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 5-250 y = -0,00004x%+0,0347x+-0,0656 0,9978
CBN |[sygnat CAD kwadratowy 1/x 5-200 y = -0,000083x%+0,0504x+0,0619 0,9985
CBCVA |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 10-200 y = -0,000039x2+0,0457x+-0,0081 0,9987
CBNA |sygnat CAD kwadratowy 1/x? 7,5-250 y = -0,000059x%+0,0443x+0,0193 0,998
A°-THC | sygnat CAD kwadratowy 1/x 10-250 y = -0,000065x2+0,0564x+0,0287 0,9996
CBL |sygnat CAD kwadratowy 1/x> 6-250 y = -0,000018x2+0,0353x+-0,1217 0,9973
A°-THCA | sygnat CAD  kwadratowy 1/x 10-250 y = -0,000044x%+0,05x+0,0308 0,9992
CBC |sygnat CAD kwadratowy 1/x 6-250 y = -0,000039x2+0,0455x+-0,0375 0,9987
CBCA |[sygnat CAD kwadratowy 1/x 5-250 y = -0,000028x%+0,0459x+0,0344 0,9991
CBLA |sygnat CAD kwadratowy 1/x 10-250 y = 0,000004x%+0,0244x+0,0776 0,9983
A°-THCP | sygnat CAD kwadratowy 1/x 10-250 y = -0,000037x2+0,0518x+0,2581 0,9984

Dla kazdego poziomu kalibracyjnego wykonano pie¢ powtérzen (n = 5). Uzyskane

wyniki

wykorzystano do wyznaczenia parametrow modeli

regresiji,

determinacji R?, stezen obliczonych zwrotnie oraz btedéw wzglednych.

wspotczynnikow

W wariancie UHPLC-UV-Vis/DAD sygnat wszystkich analitow rejestrowano przy dtugosci

fali 278 nm. Dla wszystkich 19 kannabinoidéw zastosowano model regresji liniowej. Gérna
granica zakresu roboczego wynosita 250 pg/ml dla wszystkich analitéw. Zakres 1-250 pg/ml
zastosowano dla CBGO, CBDVA, CBND, CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV, CBN, CBCVA
i CBCA. Dolne granice pozostatych zakreséw wynosity 1,5 ug/ml dla CBLA, 1,8 ug/ml dla CBC, 2
ug/ml dla A°-THC i CBL, 2,4 pg/ml dla CBNA, 5 pg/ml dla A°-THCP oraz 6 pg/ml dla A°-THCA.
Wartos$ci R? miescity sie w zakresie 0,9983-0,9999.

W wariancie UHPLC-Corona CAD zastosowano model regresji kwadratowej z wazeniem
1/x lub 1/x?>, dobieranym indywidualnie dla poszczegbélnych analitdw. Wazenie 1/x
zastosowano dla CBGA, CBG, CBN, A°-THC, A°-THCA, CBC, CBCA, CBLA i A°-THCP, natomiast
1/x? dla CBGO, CBDVA, CBND, CBDV, CBDA, CBD, THCV, CBNA i CBL. Zakres 5-250 pg/ml
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zastosowano dla CBGO, CBDVA, CBND, CBDV, CBDA, CBG, CBD, THCV i CBCA, natomiast dla
CBGA, CBCVA i CBN przyjeto zakres 5-200 pg/mL. Pozostate zakresy wynosity 6-250 pg/ml dla
CBL )

i CBC, 7,5-250 pg/ml dla CBNA oraz 10-250 pg/ml dla CBCVA, A°-THC, A°-THCA, CBLA i A°-
THCP. Wartosci R? miescity sie w zakresie 0,9971-0,9996.

W pordwnaniu z wariantem UHPLC-UV-Vis/DAD zastosowanie detekcji Corona CAD
wymagato zastosowania wyzszych dolnych granic zakreséw roboczych. Dla wszystkich 19
analitow dolna granica zakresu roboczego byta nizsza w wariancie UV-Vis/DAD niz w wariancie

Corona CAD.

Wspdtczynnik determinacji R? traktowano jako parametr pomocniczy opisujgcy stopien
dopasowania modelu kalibracyjnego i nie stosowano go jako samodzielnego kryterium
akceptacji. Zgodnos¢ modeli oceniano na podstawie stezen obliczonych zwrotnie oraz
odpowiadajgcych im btedéw wzglednych (RE). Poziom kalibracyjny powyzej granicy
oznaczalnosci uznawano za zgodny, jezeli bezwzgledna wartos¢ RE nie przekraczata 15%,
natomiast dla najnizszego poziomu kalibracyjnego, odpowiadajgcego LOQ danego analitu,
stosowano kryterium |RE| £ 20%. Model uznawano za akceptowalny, jezeli wymagania te byty
spetnione dla wszystkich poziomdw kalibracyjnych w deklarowanym zakresie roboczym, w tym

dla poziomu najnizszego i najwyzszego.

6.4. Doktadnosc i precyzja
Precyzje oceniano na podstawie trzech wynikéw uzyskanych dla kazdego analitu.
Kryterium akceptacji ustalono na poziomie RSD < 5,0%. Zestawienie wynikdw oceny precyzji

i doktadnosci metody, wraz z przyjetymi kryteriami akceptacji, przedstawiono w Tabeli 19.

W badaniu powtarzalnosci, ktérego wyniki przedstawiono w Tabeli 108, dla wiekszosci
analitow zastosowano stezenie 5 pg/ml, natomiast dla A9-THC i CBC - 10 pug/ml. Uzyskane
wartosci RSD spetnity przyjete kryterium akceptacji dla wszystkich ocenianych analitow.

Najwyzszg wartos$é¢ RSD odnotowano dla CBGA.

W Tabelach 109 i 110 przedstawiono wyniki dwéch dodatkowych serii oznaczen,

przeprowadzonych oddzielnie dla wariantow detekcji CORONA CAD i UV-VIS/DAD, okreslonych
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jako badanie precyzji posredniej. W obu wariantach wszystkie uzyskane wartosci RSD byty
nizsze od przyjetego limitu 5,0%. Najwyzszg wartos¢ dla detekcji CORONA CAD uzyskano dla
CBGA, natomiast dla UV-VIS/DAD - dla CBCVA.

Tabela 20. Zestawienie wynikéw precyzji i doktadnosci metody na podstawie dostepnych danych.

Parametr Zakres/poziom Wynik Kryterium Ocena/komentarz
L, n =3; poziom RSD 0,13-4,63%; .
< o)
Pl zalezny od analitu  19/19 wynikdéw < 5,0% RSD <5,0% spefnione
Ser;akgA?ec:ple":na n =3; poziom RSD 0,30-4,80%; RSD < 5,0% spetnione
J ,p y ) zalezny od analitu  19/19 wynikow < 5,0% =R P
posrednia
Seria UV-VIS/DAD L o
opisana jako precyzja n =3; poziom RSD 0,20-4,41%; RSD < 5,0% spetnione

zalezny od analitu  19/19 wynikdéw < 5,0%

posrednia
3 022:"‘;;6”2'2 :a 90,17-113,45%;
Doktadnos$¢/odzysk | P N 264 z 264 wynikow 90-115% Spetnione
Srednie wartosci W brzvietvm zakresie
odzysku Przyiety

n — liczba wynikéw wykorzystanych do obliczenia RSD lub $redniego odzysku.

Uzyskane wyniki wskazujg na dobrg precyzje opracowanej procedury. Wszystkie
oceniane warianty oznaczen spetnity przyjete wymaganie dotyczgce zmiennosci wynikéw, co
Swiadczy o niewielkim rozproszeniu uzyskiwanych wartosci w badanych warunkach. Zblizony
poziom zmiennosci obserwowany dla obu sposobdéw detekcji wskazuje ponadto, ze

zastosowany wariant detekcji nie wptywat istotnie na precyzje oznaczen.

Doktadnos¢ oceniano na podstawie sredniego odzysku obliczonego z trzech wynikow
uzyskanych na kazdym poziomie stezenia. W Tabelach 111-148 przedstawiono 264 S$rednie
wartosci odzysku, z ktdrych wszystkie miescity sie w przyjetym zakresie akceptacji 90-115%.
Oznacza to, ze kryterium doktadnosci zostato spetnione dla wszystkich ocenianych kombinacji

analitu i poziomu stezenia.

Uzyskane wyniki wskazujg na prawidtowg dokfadno$é opracowanej procedury oraz
brak istotnego obcigzenia wynikdw w ocenianych warunkach. Spetnienie kryterium przez
wszystkie analizowane wartosci odzysku, obejmujgce rézne anality i poziomy stezen,

potwierdza odpowiednig doktadnos¢ metody.

taczna ocena precyzji i doktadnosci potwierdzita, ze opracowana procedura zapewnia
odpowiednig powtarzalnos¢ i doktadnos$é oznaczen. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku

jednoczesnego oznaczania wielu kannabinoiddw, rdznigcych sie  wifasciwosciami
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fizykochemicznymi oraz odpowiedzig detektoréw. Uzyskane wyniki potwierdzajg zatem

przydatnosé¢ procedury do ilosciowej oceny badanych kannabinoidéw.

6.5. Oszacowanie LOD i LOQ na podstawie S/N

Granice wykrywalnosci i granice oznaczalnos$ci oszacowano dla 19 kannabinoiddéw,

oddzielnie dla wariantu z detekcjga UV-Vis/DAD oraz wariantu z detekcjg Corona CAD. Dla

kazdego ocenianego poziomu stezenia wykonano pieé nastrzykéw. Stosunek sygnatu do szumu

(S/N) wyznaczono dla kazdego chromatogramu, a nastepnie obliczono $rednig arytmetycznag

z pieciu wynikow. Jako kryterium wyznaczenia LOD przyjeto srednig wartos¢ S/N = 3, natomiast

dla LOQ - $rednig warto$¢ S/N = 10. Uzyskane wartosci LOD i LOQ nalezy zatem traktowac jako

granice oszacowane na podstawie kryterium stosunku sygnatu do szumu.

Dla detekcji Corona CAD wartosci LOD miescity sie w zakresie 1-5 pg/ml, natomiast

wartosci LOQ w zakresie 5-10 pg/ml. Szczegétowe wartosci dla poszczegdlnych analitéw wraz

z czasami retencji przedstawiono w Tabeli 20.

Tabela 21. Zestawienie LOD i LOQ dla detekcji CORONA CAD.

Analit [r:itn] LOD [ug/ml] LOQ [pg/ml]
CBGO 2,55 1,00 5
CBDVA 3,06 1,00 5
CBND 3,33 1,00 5
CBDV 3,48 1,00 5
CBDA 4,60 1,00 5
CBGA 4,96 1,00 5
CBG 5,39 1,00 5
CBD 5,72 1,00 5
THCV 6,29 1,00 5
CBN 9,40 1,00 5
CBCVA 10,01 5,00 10
CBNA 11,73 1,00 7,5
A°-THC 12,27 5,00 10
CBL 15,26 1,00 6
A°-THCA 16,66 5,00 10
CBC 17,00 5,00 6
CBCA 20,46 1,00
CBLA 21,05 5,00 10
A°-THCP 26,66 1,00 10
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W przypadku detekcji UV-Vis/DAD wartosci LOD miescity sie w zakresie 1-5 pg/ml,

a wartosci LOQ w zakresie 1-6 pg/ml. Szczegétowe wyniki przedstawiono w Tabeli 21.

Tabela 22. Zestawienie LOD i LOQ dla detekcji UV-VIS/DAD.

Rt

Analit [min] LOD [ug/ml] LOQ [pg/ml]
CBGO 2,55 1,00 1,00
CBDVA 3,06 1,00 1,00
CBND 3,33 1,00 1,00
CBDV 3,48 1,00 1,00
CBDA 4,60 1,00 1,00
CBGA 4,96 1,00 1,00
CBG 5,39 1,00 1,00
CBD 5,72 1,00 1,00
THCV 6,29 1,00 1,00
CBN 9,40 1,00 1,00
CBCVA 10,01 1,00 1,00
CBNA 11,73 1,00 2,40
A°-THC 12,27 1,00 2,00
CBL 15,26 1,00 2,00
A°-THCA 16,66 5,00 6,00
CBC 17,00 1,00 1,80
CBCA 20,46 1,00 1,00
CBLA 21,05 1,00 1,50
A°-THCP 26,66 1,00 5,00

Poréwnanie uzyskanych wynikdw wskazuje na korzystniejsze parametry czutosci
detekcji UV-Vis/DAD w odniesieniu do wiekszos$ci badanych kannabinoiddw. Réznica pomiedzy
zastosowanymi wariantami detekcji jest szczegdlnie widoczna dla wartosci LOQ, ktére dla UV-
Vis/DAD byty nizsze niz dla Corona CAD dla wiekszosci analitéw. Wskazuje to na mozliwos¢
prowadzenia oznaczen ilo$ciowych na nizszych poziomach stezen przy zastosowaniu detekcji
UV-Vis/DAD. Jednoczes$nie Corona CAD umozliwiata wykrywanie i oznaczanie catego
ocenianego zestawu kannabinoidéw, cho¢ dla czesci z nich wymagata zastosowania wyzszych

poziomow stezen.

Obserwowane rdznice w wartosciach LOD i LOQ pomiedzy poszczegdlnymi analitami
wskazujg, ze uzyskiwana czutos¢ byta zalezna od rodzaju oznaczanego zwigzku oraz
zastosowanego sposobu detekcji. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku jednoczesnego
oznaczania wielu kannabinoidéw, ktére mogg rozni¢ sie wiasciwosciami fizykochemicznymi

oraz intensywnoscig odpowiedzi detektora.
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Wartosci LOD i LOQ interpretowano tacznie z zakresem kalibracyjnym wtasciwym dla
danego analitu i wariantu detekcji. llosciowq interpretacje wyniku prowadzono wytgcznie
wtedy, gdy stezenie analitu byto réwne lub wyzsze od LOQ oraz miescito sie w odpowiednim
zakresie roboczym. Sygnaty znajdujgce sie pomiedzy LOD a LOQ raportowano jako <LOQ i nie

interpretowano ich ilosciowo, natomiast sygnaty ponizej LOD oznaczano jako n.d.

Wartosci LOD i LOQ odnoszg sie do analizowanych roztworéw oraz warunkéow
zastosowanych w badaniu. W przypadku detekcji Corona CAD do obliczen ilosciowych
stosowano model kwadratowy z wazeniem 1/x lub 1/x?, zgodnie z charakterystyka kalibracyjng

poszczegdlnych analitéw przedstawiong w Tabelach 18 i 88.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze opracowana procedura umozliwia wykrywanie oraz
iloSciowe oznaczanie wszystkich 19 analizowanych kannabinoidéw. Zastosowanie dwdch
wariantéw detekcji pozwolito na uzyskanie komplementarnych mozliwosci analitycznych, przy
czym UV-Vis/DAD zapewniat na ogdt nizsze poziomy oznaczalnosci. Corona CAD, mimo
wyzszych wartosci LOQ dla czesci analitéw, umozliwiat oznaczanie catego badanego zestawu

zwigzkow.

Z punktu widzenia zastosowania opracowanej procedury istotne jest réwniez przyjecie
jednoznacznych zasad interpretacji wynikdw w poblizu granic oznaczalnosci. Ograniczenie
raportowania ilosciowego do wynikéw nie nizszych niz LOQ i jednocze$nie mieszczgcych sie w
zakresie roboczym pozwala na rozrdznienie pomiedzy samg obecnoscig analitu a mozliwoscig
jego wiarygodnego oznaczenia iloSciowego. Takie podejscie zwieksza jednoznacznosé

interpretacji wynikéw uzyskiwanych dla prébek o niskiej zawartosci kannabinoiddéw.

Podsumowujgc, ocena LOD i LOQ wykazata, ze opracowana metoda charakteryzuje sie
zréznicowang, zalezng od analitu czutoscig obu zastosowanych wariantéw detekcji. UV-
Vis/DAD zapewniat korzystniejsze granice oznaczalnosci dla wiekszosci analizowanych
zwigzkéw, natomiast Corona CAD stanowit uzupetniajgcy wariant detekcji umozliwiajacy
ilosciowg ocene catego badanego zestawu kannabinoidéw. W potgczeniu z odpowiednio
zdefiniowanymi zakresami roboczymi i zasadami raportowania wynikéw uzyskane parametry
LOD i LOQ potwierdzajg przydatnos¢ opracowanej procedury do iloSciowej charakterystyki

profilu kannabinoidowego badanych prébek.
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6.6. Odpornos$¢ metody

Badanie odpornosci metody przeprowadzono poprzez celowe zmiany przeptywu fazy

ruchomej o 0,05 ml/min oraz temperatury kolumny o #1°C wzgledem warunkow

nominalnych. Przeptyw zmieniano z 0,50 ml/min do 0,45 i 0,55 ml/min, natomiast temperature

kolumny z 20°C do 19 i 21°C. Po kazdej zmianie badanego parametru uktad kondycjonowano

przed wykonaniem pomiaréow.

Ocenie poddano czas retencji, powierzchnie piku, wynik ilosciowy oraz rozdzielczos¢

par krytycznych: CBND/CBDV, A°-THCA/CBC i CBCA/CBLA. Wyniki uzyskane w warunkach

zmienionych poréwnywano z odpowiednim przebiegiem odniesienia wykonanym w ramach tej

samej serii pomiarowe]. Rozdzielczo$¢ oceniano wzgledem przyjetego kryterium Rs > 0,9 dla

par krytycznych. Przyjeto, ze warto$¢ Rs przypisana w raporcie do pierwszego analitu odnosi

sie do rozdzielenia tego analitu od kolejnego piku. Sposéb przypisania warto$ci Rs wymaga

potwierdzenia w ustawieniach raportu Chromeleon (Tabela 22a).

Tabela 23a. Wyniki badania odpornosci metody UHPLC dla wariantow detekcji DAD i CAD.

Wariant Badany czynnik Warunek CBND/CBDV, Rs A°-THCA/CBC,Rs CBCA/CBLA, Rs
DAD Przeptyw 0,50 ml/min, odniesienie 1,30 0,85 1,24
DAD Przeptyw 0,45 ml/min 1,35 0,96 1,23
DAD Przeptyw 0,55 ml/min 1,28 0,86 1,21
DAD Temperatura kolumny 20°C, odniesienie 1,30 n.a. 0,94
DAD Temperatura kolumny 19°C 1,29 n.a. 1,00
DAD Temperatura kolumny 21°C 1,29 n.a. 0,92
CAD Przeptyw 0,50 ml/min, odniesienie* 1,25 0,86 1,27
CAD Przeptyw 0,45 ml/min 1,34 1,04 1,28
CAD Przeptyw 0,55 ml/min 1,17 0,83 1,32
CAD Temperatura kolumny 20°C, odniesienie* 1,23 n.a. 1,00
CAD Temperatura kolumny 19°C 1,23 n.a. 0,93
CAD Temperatura kolumny 21°C 1,20 0,76 n.a.

n.a. — wartos¢ niedostepna

Zmiany czasu retencji, wyniku ilosciowego i powierzchni piku wyrazano jako rdznice

procentowg wzgledem odpowiedniego przebiegu odniesienia. W Tabeli 22 zestawiono

zaréwno wartosci rozdzielczosci par krytycznych, jak i najwieksze bezwzgledne zmiany czasu

retencji, wyniku iloSciowego oraz powierzchni piku obserwowane w mieszaninie 19 analitéw.
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Tabela 22b. Najwieksze bezwzgledne zmiany czasu retencji, wynikow ilosciowych i powierzchni pikow w

badaniu odpornosci metody UHPLC.

Wariant Zmieniony warunek Maks. |AtR| Maks. | A wyniku Maks. |A powierzchni
[%] ilosciowego| [%] piku| [%]
DAD Przeptyw 0,45 ml/min 10,29 20,76 20,77
DAD Przeptyw 0,55 ml/min 9,41 19,30 19,71
DAD Temperatura kolumny 19°C 1,21 12,11 12,10
DAD Temperatura kolumny 21°C 0,99 23,43 23,42
CAD Przeptyw 0,45 ml/min 10,40 41,27 27,18
CAD Przeptyw 0,55 ml/min 9,41 37,36 30,38
CAD Temperatura kolumny 19°C 1,14 26,36 18,85
CAD Temperatura kolumny 21°C 1,05 24,11 13,44

Wartosci przedstawiaja najwieksza bezwzgledna zmiane zaobserwowang w pmieszaninie 19 analitéw wzgledem
odpowiedniego warunku odniesienia.

Zmiana przeptywu fazy ruchomej powodowata maksymalne zmiany czasu retencji
wynoszace 9,41-10,40%. W przypadku detekcji DAD maksymalne zmiany wynikéw ilosciowych
wynosity 19,30-20,76%, natomiast dla detekcji CAD byty wyraznie wieksze i wynosity 37,36-
41,27%. Zmiany powierzchni pikow byty zblizone do zmian wynikéw ilosciowych i osiggaty
odpowiednio 19,71-20,77% dla DAD oraz 27,18-30,38% dla CAD. Zmiana temperatury kolumny
powodowata znacznie mniejsze zmiany czasu retencji. Maksymalne wartosci wynosity 0,99-
1,21% dla DAD oraz 1,05-1,14% dla CAD. Jednoczesnie wptyw temperatury na wyniki ilosciowe
byt wiekszy niz na czas retencji. W wariancie DAD maksymalna zmiana wyniku iloSciowego
wynosita 12,11% przy 19°C oraz 23,43% przy 21°C, natomiast w wariancie CAD odpowiednio
26,36% i 24,11%. Zmiany powierzchni pikdw wynosity 12,10-23,42% dla DAD oraz 13,44-
18,85% dla CAD.

Wyniki dotyczace rozdzielczosci przedstawione w Tabeli 22a wskazujg, ze para
CBND/CBDV byta rozdzielana z wartosciami Rs w zakresie 1,17-1,35, a zatem powyzej
przyjetego kryterium Rs > 0,9 we wszystkich warunkach, dla ktérych wartos$¢ byta dostepna.
Podobnie dla pary CBCA/CBLA uzyskano wartosci Rs spetniajgce przyjete kryterium, mieszczace
sie w zakresie 0,92-1,32. Najwieksza zmienno$¢ wykazano dla pary A°>-THCA/CBC. W wariancie
DAD warto$¢ Rs wynosita 0,85 w warunku odniesienia, 0,96 przy przeptywie 0,45 ml/min oraz
0,86 przy przeptywie 0,55 ml/min. W wariancie CAD wartosci te wynosity odpowiednio 0,86,

1,04 i 0,83. Oznacza to, ze przy zmianie przeptywu rozdzielenie tej pary nie zawsze spetniato
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przyjete kryterium Rs 2 0,9. W serii temperaturowej cze$¢ wartosci Rs dla A°-THCA/CBC byta

niedostepna, natomiast dla wariantu CAD przy temperaturze 21°C uzyskano Rs = 0,76.

Na podstawie przeprowadzonego badania mozina stwierdzi¢, ze przeptyw fazy
ruchomej byt parametrem silniej wptywajacym na czas retencji niz temperatura kolumny,
natomiast temperatura wykazywata relatywnie niewielki wptyw na ten parametr. Jednoczesnie
obie zmiany warunkéw chromatograficznych wptywaty na wyniki ilosciowe, przy czym
najwieksze zmiany obserwowano dla detekcji CAD. Pod wzgledem rozdzielenia para
CBND/CBDV wykazywata wysokg odporno$¢ na badane zmiany warunkéw, natomiast
CBCA/CBLA pozostawata powyzej przyjetego kryterium we wszystkich dostepnych pomiarach.
Najbardziej krytyczna byta para A®-THCA/CBC, dla ktérej w czesci badanych warunkéw
uzyskano Rs < 0,9. Wskazuje to, ze wtasnie ta para wymaga szczegdlnej kontroli warunkéw

chromatograficznych, zwtaszcza w przypadku detekcji CAD.

Na podstawie uzyskanych wynikéw odpornos¢ metody w zakresie parametrow
chromatograficznych mozna oceni¢ jako zalezng od rodzaju badanego czynnika i sposobu
detekcji. Zmiana temperatury w zakresie +1°C powodowata niewielkie zmiany czasu retencji,
natomiast zmiana przeptywu o #0,05 ml/min prowadzita do wyrazniejszych zmian tego
parametru. Najwieksze réznice wynikéw ilosciowych obserwowano dla CAD, co wskazuje na

wiekszg wrazliwos¢ tego wariantu detekcji na niewielkie zmiany warunkéw pracy uktadu.

6.7. Podsumowanie walidacji

Ocena walidacyjna dotyczyta opracowanej metody UHPLC w dwdch wariantach
detekcji: UV-VIS/DAD i Corona CAD, obejmujgcych oznaczanie 19 kannabinoidéw. Oceniono
selektywnos$é, przydatnosé systemu chromatograficznego, kalibracje, zakresy robocze, granice
wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ), precyzje oraz doktadnosé. Przeprowadzono
rowniez badanie odpornosci poprzez kontrolowane zmiany przeptywu fazy ruchomej

i temperatury kolumny. Podsumowanie wynikéw przedstawiono w Tabeli 23.
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Tabela 24. Podsumowanie wynikdw oceny walidacyjnej metody.

Parametr Wynik Kryterium Ocena
brak interferencji .
Selektywnos¢ w badanych blankach brak pikéw w oknach retencji spefnione dl? bladanych
. . materiatéw
i materiatach kontrolnych
RSD tR <0,01-0,06%; RSD tR £ 1,0%;
SST UV-VIS/DAD RSD powierzchni <0,16-1,49%; RSD pola < 5,0%; kryteria spetnione
N > 2000 N > 2000
RSD tR <0,01%; RSD tR £ 1,0%;
SST CORONA CAD RSD powierzchni 1,79-4,36%; RSD pola < 5,0%; kryteria spetnione
N > 2000 N > 2000
. . model liniowy przy 278 nm;  ocena w zakresie roboczym parametry zgodne
Kalibracja UV-VIS/DAD R2 0,9983-0,9999 wiagciwym dla analitu 2 Tabelg 17
model kwadratowy; wazenie
Kalibracja CORONA 1/x dla 9 analitéw i ocena w zakresie roboczym parametry zgodne
CAD 1/x% dla 10 analitéw; wiasciwym dla analitu z Tabelg 18
R%20,9971-0,9996
powtarzalnos¢ 0,13-4,63%; wszystkie
Precyzja seria CAD 0,30-4,80%; RSD < 5,0% przedstawione wartosci
seria DAD 0,20-4,41% spetnity kryterium
90,17-113,45%;
Doktadnos¢ 264/264 $rednich w zakresie 90- 90-115% kryteria spetnione
115%
LOD i LOQ, Corona LOD 1-5 pg/ml; S/N >3 dla LOD; granice oszacowane
CAD LOQ 5-10 pg/ml S/N > 10 dla LOQ na podstawie S/N
LOD i LOQ, UV- LOD 1-5 pg/ml; S/N >3 dla LOD; granice oszacowane
VIS/DAD LOQ 1-6 pg/ml S/N > 10 dla LOQ na podstawie S/N

Wyniki potwierdzity spetnienie przyjetych kryteriow selektywnosci, przydatnosci
systemu chromatograficznego, precyzji i doktadnosci. Dla obu wariantéw detekcji uzyskano
wysoka zgodnos¢ odpowiedzi z przyjetymi modelami kalibracyjnymi, a zakresy robocze
ustalono indywidualnie dla poszczegdlnych analitéw. Granice LOD i LOQ wyznaczono
doswiadczalnie na podstawie stosunku sygnatu do szumu, wykonujgc pie¢ nastrzykéw na

kazdym ocenianym poziomie stezenia.

Badanie odpornosci obejmowato kontrolowane zmiany przeptywu fazy ruchomej oraz
temperatury kolumny. Zmiana przeptywu wywierata wiekszy wptyw na czas retencji niz zmiana
temperatury, natomiast wiekszg zmiennos¢ wynikow ilosciowych obserwowano dla detekcji
Corona CAD. Pary CBND/CBDV oraz CBCA/CBLA spetniaty przyjete kryterium rozdzielczosci Rs
>0,9. Najbardziej problematyczna byta para A°-THCA/CBC, dla ktérej w czesci badanych
warunkow uzyskano Rs ponizej 0,9. Brak liczby powtérzen, SD/RSD oraz liczbowych kryteriéw
akceptacji dla zmian parametrow odpowiedzi ogranicza mozliwos¢ petnej formalnej oceny

odpornosci.
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Wyniki ilosciowe raportowano wytacznie w potwierdzonym zakresie roboczym i dla
stezen nie nizszych od LOQ. Sygnaty ponizej LOQ oznaczano jako <LOQ, natomiast

niespetniajace kryterium LOD jako n.d.

Podsumowujgc, opracowana metoda UHPLC wykazata przydatnos¢ do oznaczania 19
kannabinoidéw w badanych warunkach i matrycach. Najwazniejszym ograniczeniem pozostaje
niepetna formalna ocena odpornosci oraz niewystarczajace rozdzielenie pary A’-THCA/CBC

w czesci zmienionych warunkéw chromatograficznych.
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7. Zastosowanie metody do probek rzeczywistych
Opracowang metode UHPLC-CAD zastosowano do analizy rzeczywistych prébek
produktow konopnych w celu oceny jej praktycznej przydatnosci do oznaczania
kannabinoidéw w matrycach o zrdéinicowanym skfadzie chemicznym i witasciwosciach
fizykochemicznych. Do badan wybrano prébki reprezentujgce dwie grupy materiatdw:

produkty olejowe oraz susz/materiat roslinny.

Wyniki oznaczen przeliczono na zawartos¢ poszczegdélnych kannabinoidéw w prébce
i wyrazono w mg/g probki. W obliczeniach uwzgledniono nominalng mase prébki wynoszgcg
70 mg, ekstrakcje w 10 mL metanolu oraz koncowe rozcieiczenie ekstraktu 1:10. Przyjety
sposéb przeliczenia umozliwit bezposrednie poréwnanie wynikéw uzyskanych dla préobek

olejowych i materiatu roslinnego.

7.1. Charakterystyka préobek
Do analizy wykorzystano osiem prébek rzeczywistych w tym cztery produkty olejowe
(01-04) oraz cztery probki suszu/materiatu roslinnego (F1-F4). Probki dobrano tak, aby
uwzgledni¢ produkty réznigce sie deklarowang zawartoscig CBD i A?-THC oraz rodzajem

matrycy.

Produkty olejowe obejmowaty oleje CBD o deklarowanej zawartosci CBD od 3,6% do
30%. Dla probek O1 i O3 deklarowana zawarto$¢ CBD wynosita okoto 30%, dla 04 - 10%,
natomiast dla 02 - 3,6%. Deklarowana zawarto$é¢ A°-THC w tych produktach wynosita <0,1%,

<0,2% lub 0,0%, zaleznie od produktu.

Grupe suszu/materiatu roslinnego stanowity trzy produkty komercyjne oraz jedna
prébka pochodzaca z uprawy rolniczej. Dla probek F1-F3 dostepne byty informacje etykietowe
dotyczgce zawartosci CBD lub sumy CBD. Prébka F1 byta oznaczona jako produkt o sumie CBD
wynoszacej 18,94%, F2 zawierata deklarowane 27,89% CBD, a F3 - 8,5% CBD. W przypadku F4
nie byly dostepne informacje dotyczgce odmiany, partii ani deklarowanej zawartosci CBD

i A°-THC.

Wszystkie prébki przygotowano wedtug jednolitej procedury obejmujgcej ekstrakcje,

wirowanie, filtracje oraz kofAcowe rozcienczenie ekstraktu. Ten sam sposéb przygotowania
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zastosowano zarowno do probek olejowych, jak i materiatu roslinnego. Charakterystyke

badanych prébek przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 25. Charakterystyka probek rzeczywistych.

Deklarowane

Kod prébki Typ matrycy Opis probki Deklarowane CBD A%-THC
01 olej PURE CBD OIL 30%, 3000 mg CBD <0,1%
02 olej CBD FORTE OIL 3,6%, 1000 mg CBD <0,2%

. POLISH PREMIUM 30% CBD 0 o

03 olej HEMP OIL 30%, 2760 mg CBD 0,0%
04 olej Satiwell CBD 10% 10%, 1000 mg CBD <0,1%

: CBD AMNESIA HAZE . .
F1 susz/kwiat PREMIUM HEMP ELOWER suma CBD 18,94% 0,1%
F2 o e kLS 27,89% CBD 0,1%

flower
F3 e e e e 8,5% CBD <0,1%
Bud hemp flower

. Cannabis sativa, zrédto - .

F4 susz/kwiat Brak deklaracji >0,01%

uprawa rolnicza

7.2. Wyniki dla produktéw olejowych dla detektora CAD

W prébkach olejowych ilosciowo oznaczono wytgcznie CBD. Pozostatych analizowanych

kannabinoidéw nie wykryto powyzej granicy wykrywalnosci (LOD). Dla kazdej z czterech

prébek uzyskano dwa wyniki oznaczenia CBD, przedstawione w Tabeli 25.

Najwyzszg zawartos¢ CBD stwierdzono w prébce O1 w ktérej uzyskano 374,89 i 374,93

mg/g. W prébce O3 oznaczono odpowiednio 327,74 i 331,24 mg/g. Dla prébki 04 uzyskano

wartosci 97,73 i 92,37 mg/g, natomiast najnizszg zawartos¢ CBD stwierdzono w probce 02 -

52,74 i 54,41 mg/g. Oznaczone zawartosci CBD byty zgodne z deklarowanym poziomem

produktu, przy czym w probkach O1 i O3 uzyskane wartosci byty nizsze od wartosci

wynikajagcych bezposrednio z deklaracji producenta. Na podstawie przeprowadzonych

oznaczen nie ustalono przyczyny braku sygnatéw pozostatych kannabinoidéw powyzej LOD.

Tabela 26. Zawartos¢ CBD w prébkach olejowych.

: CBD [mg/g] CBD [mg/g] Pozostate
Prébka , . . . s
powtdrzenie a powtdrzenie b kannabinoidy
01 374,89 374,93 n.d.
02 52,74 54,41 n.d.
03 327,74 331,24 n.d.
04 97,73 92,37 n.d.

n.d.- brak wykrycia sygnatu powyzej granicy wykrywalnosci.
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7.3. Wyniki dla suszu i materiatu roslinnego dla detektora UV-VIS/DAD
W czterech prébkach suszu/materiatu roslinnego ilosciowo oznaczono CBD i CBDA.
Uzyskane proporcje obu kannabinoidéw réznity sie pomiedzy prébkami, jednak na podstawie

przeprowadzonych oznaczen nie ustalono przyczyn tych réznic ani stopnia dekarboksylacji.

Najwyzszg zawarto$¢ CBD oznaczono w prébce F2 - 180,97 i 158,43 mg/g. W probkach
F4, F1i F3 uzyskano odpowiednio 119,11 119,11 mg/g, 63,41 63,76 mg/g oraz 55,03 i 49,07
mg/g. Najwyiszg zawartos¢ CBDA stwierdzono w probce F3 - 142,01 i 159,63 mg/g.
W prébkach F1, F2 i F4 oznaczono odpowiednio 96,46 i 95,99 mg/g, 71,23 i 71,77 mg/g oraz
55,46 i 50,97 mg/g. W badanych prébkach wykryto réwniez wybrane kannabinoidy
mniejszosciowe w stezeniach ponizej LOQ. W prdbkach F1 i F3 wykryto CBGA i CBG, w F2 -
CBND, CBN, CBC i CBG, natomiast w F4 - A% -THC i CBC. Pozostatych analizowanych
kannabinoidéw nie wykryto powyzej LOD w zastosowanych warunkach analitycznych.
llosciowe wyniki CBD i CBDA oraz wyniki oznaczone jako <LOQ przedstawiono w Tabeli 26.
Wyniki <LOQ wskazujg na obecnos¢ sygnatu spetniajgcego kryteria identyfikacji, ale
znajdujgcego sie ponizej zakresu wiarygodnej kwantyfikacji. Nie stanowig zatem podstawy do

iloSciowej oceny zawartosci danego kannabinoidu.

Tabela 27. Gtéwne kannabinoidy oznaczone ilosciowo w prébkach suszu i materiatu roslinnego.

Probka CBD [mg/g] - CBD [mg/g] - CBDA [mg/g] - CBDA [mg/g] - Kannabinoidy
powtdrzenie a powtdrzenie b powtdrzenie a powtdrzenie b <LoQ
F1 63,41 63,76 96,46 95,99 CBGA, CBG
F2 180,97 158,43 71,23 71,77 CBND'CC;GN' CBC,
F3 55,03 49,07 142,01 159,63 CBGA, CBG
F4 119,11 119,11 55,46 50,97 A9-THC, CBC
7.4.Kontrola chromatograméw i regionéw krytycznych w prébkach

rzeczywistych
Podczas analizy prébek rzeczywistych szczegdlng uwage zwracano na regiony
chromatogramu obejmujace pary CBND/CBDV, A° -THCA/CBC oraz CBCA/CBLA. Ocena
obejmowata ksztatt i potozenie pikdéw, przebieg linii podstawowe] oraz prawidtowos$é
wyznaczenia granic integracji. Sprawdzano réwniez, czy sgsiadujgce sygnaty lub zaktdcenia linii

podstawowej mogty wptywaé na wyznaczong powierzchnie piku. Nie oceniano natomiast
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odrebnie ilosciowego wptywu sktadnikdw matrycy, réznic stezen analitow ani poszczegdlnych

etapdéw przygotowania prébek na rozdzielczosé analizowanych par.

W wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD kontrole regiondéw krytycznych uzupetniano
0 porownanie widm rejestrowanych w maksimum oraz na obu zboczach piku z widmem
odpowiedniego roztworu wzorcowego. Stwierdzenie réznic w profilu widmowym skutkowato
ponowng oceng przypisania piku i granic integracji. Samo pordéwnanie widm nie byto
traktowane jako jednoznaczne potwierdzenie tozsamosci analitu ani jako podstawa do

okreslenia przyczyny stwierdzonych réznic.

W wariancie UHPLC-Corona CAD, ze wzgledu na brak informacji widmowej, ocene
opierano na zgodnosci czasu retencji, kolejnosci elucji, ksztatcie pikéw oraz poréwnaniu
chromatogramu prébki z chromatogramem mieszaniny wzorcowej. W przypadku
niejednoznacznego rozdzielenia, niestabilnej linii podstawowej lub trudnosci z wyznaczeniem
granicintegracji chromatogram poddawano ponownej ocenie, a w uzasadnionych przypadkach

powtarzano przygotowanie prébki lub analize.

Wynik uznawano za prawidtowy, jezeli przypisanie pikéw w analizowanych regionach
byto jednoznaczne w zakresie mozliwosci zastosowanego wariantu detekcji, a przebieg
chromatogramu umozliwiat prawidtowg integracje. Ocena ta stanowita kontrole jakosci
chromatogramu i sposobu integracji w prébkach rzeczywistych i nie byta réwnoznaczna

z odrebng oceng efektu matrycowego.
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8. Ocena wdrozeniowa procedury
8.1. Zakres zastosowania w badanych warunkach
Procedure zastosowano do profilowania kannabinoiddw w badanych produktach
olejowych oraz suszu lub materiale roslinnym. Zakres metody obejmowat 19 kannabinoidéw,

w tym zwigzki obojetne, formy kwasowe i wybrane kannabinoidy mniejszosciowe.

W produktach olejowych procedura umozliwita ilosciowe oznaczanie CBD w zakresie
objetym badaniem. W materiale roslinnym umozliwita ilosciowe oznaczanie gtéwnych
sktadnikéw profilu, przede wszystkim CBD i CBDA, oraz sygnalizacje obecnosci wybranych

kannabinoidéw mniejszosciowych ponizej LOQ.

Zakres zastosowania nalezy odnosi¢ wyfacznie do matryc i warunkéw opisanych
w pracy. Dla nowych typdw probek, takich jak kosmetyki, produkty spozywcze, ekstrakty

zywiczne lub preparaty wieloskfadnikowe, konieczna jest dodatkowa weryfikacja matrycowa.

8.2. Warunki rutynowej pracy
Rutynowe stosowanie metody powinno obejmowac przygotowanie swiezych faz
ruchomych, wtasciwe réwnowazenie uktadu, kontrole temperatury kolumny i autosamplera
oraz utrzymywanie nominalnego przeptywu fazy ruchomej. Przed rozpoczeciem sekwencji

analitycznej uktad nalezy réwnowazyé przez 30 min w nominalnych warunkach pracy.

Kazda sekwencja powinna obejmowaé co najmniej blank rozpuszczalnikowy,
mieszanine wzorcowg, probki kontrolne lub matrycowe oraz proébki badane. Przed
rozpoczeciem analizy probek nalezy przeprowadzi¢ ocene przydatnosci systemu
chromatograficznego, obejmujgcg powtarzalnosé czasu retencji i powierzchni pikdw, liczbe

potek teoretycznych oraz rozdzielczosé par krytycznych.

Podczas obrébki danych nalezy stosowac¢ ujednolicone parametry integracji.
W regionach krytycznych oraz w przypadku niskiego stosunku sygnatu do szumu granice
integracji powinny by¢ dodatkowo weryfikowane manualnie. Wyniki ilosciowe nalezy
raportowac wytacznie dla sygnatéw mieszczacych sie w potwierdzonym zakresie roboczym

metody i spetniajgcych kryterium LOQ.
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8.3. Krytyczne punkty procedury
Do punktéw krytycznych procedury zaliczono regiony chromatogramu obejmujace pary
CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA. Kontrola tych regionéw obejmowata prawidtowe
przypisanie pikdw, ocene ich rozdzielenia i granic integracji oraz poréwnanie chromatogramu

probki z chromatogramem mieszaniny wzorcowej.

Przed rozpoczeciem serii analiz nalezy potwierdzi¢ prawidtowe dziatanie uktadu na
podstawie wynikdw testu przydatnosci systemu. Spetnienie ogdlnych kryteriéw dotyczgcych
powtarzalnosci czasu retencji, powierzchni pikdw i sprawnosci kolumny nie powinno
zastepowaé bezposredniej oceny chromatogramu w regionach krytycznych. W kazdej serii
nalezy przeprowadzi¢ wizualng kontrole rozdzielenia par CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz
CBCA/CBLA, a takze oceni¢ stabilnos¢ linii podstawowej, ksztatt pikéw i mozliwosé

prawidtowego wyznaczenia ich granic integracji.

Warunki pracy uktadu obejmujg ustalong temperature kolumny, przeptyw i sktad fazy
ruchomej oraz objetos¢ nastrzyku. Prawidtowe dziatanie uktadu i stan kolumny kontroluje sie
na podstawie wynikdw testu przydatnosci systemu (SST), z uwzglednieniem parametréw

okreslonych dla metody oraz rozdzielczosci w regionach krytycznych.

W przypadku wystgpienia zmiany czasu retencji, deformacji piku, zwiekszenia
naktadania sie sygnatéw lub niestabilnosci integracji wyniku nie nalezy automatycznie
akceptowaé. Nalezy ustali¢ mozliwg przyczyne nieprawidtowosci, weryfikujgc przygotowanie
fazy ruchomej, temperature kolumny, szczelno$¢ ukfadu, stan kolumny, poprawnosé

przygotowania prébki oraz ustawienia integraciji.

W rutynowej pracy nalezy stosowad ujednolicone parametry integracji. Reczng korekte
granic piku dopuszcza sie wytgcznie w przypadkach uzasadnionych przebiegiem
chromatogramu i kazdorazowo nalezy jg dokumentowaé. Ma to szczegdlne znaczenie
w regionach CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA, w ktdrych sposéb wyznaczenia

granic integracji moze bezposrednio wptywaé na wynik ilo$ciowy sgsiadujgcych analitéw.

Regiony krytyczne stanowig zatem element biezgcej oceny przydatnosci systemu
i jakosci uzyskiwanych chromatogramoéw. Kontrola obejmuje ocene rozdzielenia sygnatéw,
stabilnosci linii podstawowej, ksztattu pikdw, obecnosci potencjalnych interferencji oraz

mozliwosci prawidtowej integracji.
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8.4. Proponowany schemat wdrozenia w laboratorium
Wdrozenie procedury do rutynowej pracy powinno obejmowac przygotowanie
instrukcji SOP, weryfikacje sprawnosci aparatury, przygotowanie roztwordow wzorcowych,
potwierdzenie zakreséw roboczych, zdefiniowanie kryteridw testu przydatnosci systemu (SST)

oraz ustalenie zasad integracji i raportowania wynikéw.

Rutynowa sekwencja analityczna powinna obejmowac kolejno przygotowanie fazy
ruchomej, réwnowazenie uktadu, analize blanku rozpuszczalnikowego, analize mieszaniny
wzorcowej i ocene SST, a nastepnie analize probek kontrolnych i badanych. Po zakonczeniu
analiz nalezy przeprowadzi¢ kontrole regionéw krytycznych oraz przeglad uzyskanych wynikéw

i raportu analitycznego.

W przypadku niespetnienia kryteriéw SST sekwencja nie powinna by¢ wykorzystywana
do raportowania wynikéow ilosciowych. Przed rozpoczeciem kolejnej serii nalezy ustali¢
przyczyne nieprawidtowosci, w szczegdlnosci zweryfikowac stan kolumny, szczelno$é uktadu,
przygotowanie i sktad fazy ruchomej, stabilnos¢ odpowiedzi detektoréw oraz poprawnosc
przygotowania roztworéw wzorcowych. Po usunieciu przyczyny nalezy ponownie potwierdzic¢

przydatnos¢ systemu przed przystgpieniem do analizy prébek.

8.5. Planowane wdrozenie procedury w Instytucie Wiékien Naturalnych i Roslin
Zielarskich

Jednym z planowanych rezultatéw realizacji doktoratu wdrozeniowego jest

wykorzystanie opracowanej procedury UHPLC w dziatalnosci analitycznej Instytutu Widkien

Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu. Planowane wdrozenie bedzie prowadzone we

wspotpracy pomiedzy Instytutem a firmg Polygen sp. z o0.0. i bedzie dotyczyto zastosowania

procedury do analizy surowcéw oraz produktdw otrzymanych z konopi.

Przedmiotem planowanego wdrozenia jest procedura rozdzielania
chromatograficznego 19 kannabinoidéw wykorzystujgca jeden uktad chromatograficzny oraz
dwa warianty detekcji: UV-VIS/DAD i CORONA CAD. Dobdr wariantu detekcji bedzie
uzalezniony od rodzaju badanej prébki, celu analizy oraz dostepnej konfiguracji aparaturowe;j.
W praktycznym zastosowaniu przewiduje sie wykorzystanie detekcji UV-VIS/DAD w tandemie
z detekcjg CORONA CAD przede wszystkim do oznaczania CBD, CBDA, THC i THCA w produktach

olejowych i w materiale roslinnym.
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Wdrozenie procedury bedzie wymagato jej transferu do laboratorium Instytutu oraz
potwierdzenia mozliwosci uzyskania poréwnywalnych wynikdw w lokalnych warunkach
aparaturowych i organizacyjnych. Dziatania te powinny obejmowaé sprawdzenie konfiguracji
uktadu UHPLC, przygotowanie roztworéw wzorcowych i materiatéw kontrolnych,
potwierdzenie czasdw retencji, ocene rozdzielczosci par krytycznych oraz wykonanie testu
przydatnosci systemu. Konieczne bedzie réwniez ustalenie zasad integracji, obliczania i

raportowania wynikéw oraz przygotowanie odpowiedniej dokumentacji laboratoryjne;j.
Zakres wdrozenia bedzie odpowiadac zakresowi potwierdzonemu w niniejszej pracy.

Potwierdzeniem zainteresowania praktycznym wykorzystaniem rezultatéw pracy jest
list intencyjny dotyczacy wspotpracy w zakresie planowanego wdrozenia procedury. Dokument

ten przedstawiono w Zataczniku 2.
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9. Dyskusja wynikéw
9.1. Znaczenie przygotowania prébki i matrycy
Przygotowanie prébek stanowito istotny element procedury analitycznej, wptywajacy
na powtarzalnos¢ i interpretacje uzyskiwanych wynikéw. Zastosowano ekstrakcje metanolem
wspomagang ultradzwiekami, a nastepnie wirowanie, filtracje i kofcowe rozciericzenie
ekstraktu. Ujednolicony schemat przygotowania zastosowano zaréwno do probek olejowych,

jak i materiatu roslinnego, co umozliwito bezposrednie poréwnanie uzyskanych wynikéw.

Badane matryce rdznity sie sktadem chemicznym. Produkty olejowe zawieraty sktadniki
lipidowe, natomiast materiat roslinny modgt zawieraé¢ zwigzki wspétekstrahowane w tym
barwniki, woski, terpeny i inne metabolity roslinne. Wptywu tych sktadnikéw na odpowiedz
analityczng nie oceniano odrebnie, dlatego uzyskane wyniki nie stanowig petnej

charakterystyki efektu matrycowego dla badanych produktéw.

Przedstawione dane dokumentujg zastosowany sposdb przygotowania prébek i jego
wykorzystanie w analizie rzeczywistych materiatéw konopnych. Nie obejmujg natomiast petnej
oceny efektu matrycowego, wydajnosci ekstrakcji ani stabilnosci ekstraktéw, zaréwno dla

badanych probek, jak i innych typdw produktéow konopnych.

9.2. Przydatnos¢ UHPLC-UV-VIS/DAD
Wariant UHPLC-UV-VIS/DAD umozliwiat rejestracje sygnatu analitycznego przy dtugosci
fali 278 nm oraz zbieranie widm 3D DAD w zakresie 190-400 nm. Sygnat przy 278 nm
wykorzystywano do obliczen ilosciowych i oceny parametréw walidacyjnych, natomiast widma

UV stosowano pomocniczo w kontroli jakosci chromatogramow i przypisaniu pikow.

Wybdr dtugosci fali 278 nm stanowit kompromis wynikajacy z réznic w wtasciwosciach
absorpcyjnych poszczegdlnych kannabinoidéw. Ich maksima absorpcji nie byty identyczne,
dlatego przyjeta dtugosé fali umozliwiata jednoczesng analize szerokiego zakresu zwigzkéw,

przy ograniczeniu wptywu tta obserwowanego w krotszym zakresie UV.

Widma rejestrowane dla pikdw poréwnywano z widmami odpowiednich roztworéw
wzorcowych. Pordwnanie obejmowato przebieg absorpcji i profil widmowy piku, a jego
interpretacje prowadzono fgcznie z czasem retencji, kolejnoscig elucji oraz rozdzielczoscia
chromatograficzng. Widma DAD nie byly traktowane jako samodzielne potwierdzenie

struktury ani jednoznacznej tozsamosci analitu.
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Warto$¢ diagnostyczna widm byfa zréznicowana pomiedzy poszczegdlnymi
kannabinoidami. Wiekszg zdolnos¢é rozrdézniajgcg wykazywaty zwigzki posiadajgce dodatkowe
pasma absorpcji w $rednim i dtuzszym zakresie UV, m.in. CBN, CBCVA, CBNA, CBCA oraz
wybrane formy kwasowe. Mniejszg swoisto$¢ obserwowano dla zwigzkdéw, ktérych widma byty
zdominowane przez silne pasmo w zakresie okoto 205-211 nm. W tych przypadkach
podobienstwo profili widmowych ograniczato mozliwos¢ réznicowania zwigzkéw o zblizonej
budowie, dlatego przypisanie piku wymagato uwzglednienia réwniez danych

chromatograficznych.

9.3. Przydatnos¢ UHPLC-CAD
Wariant UHPLC-CORONA CAD umozliwiat detekcje analitdéw z wykorzystaniem detekgji
aerozolowej. Zastosowano lotng faze ruchoma zgodng z wymaganiami detektora oraz warunki

pracy CAD zapewniajgce stabilng odpowiedz analityczng.

Dane uzyskane z detektora CAD analizowano z zastosowaniem kwadratowego modelu
.e . . 2 . 7 . . . . . .
regresji z wazeniem 1/x lub 1/x%, w zaleznosci od analitu, zgodnie z danymi przedstawionymi

w Tabelach 18 i 88. Dolne granice zakreséw roboczych wynosity 5-10 pg/ml.

9.4. Znaczenie walidacji
Zakres badan walidacyjnych obejmowat ocene selektywnosci, przydatnosci systemu
chromatograficznego, modeli kalibracyjnych, zakreséw roboczych, precyzji, doktadnosci,
granicy wykrywalnosci i granicy oznaczalnosci. Oceniano réwniez wptyw kontrolowanych
zmian przeptywu fazy ruchomej i temperatury kolumny na parametry chromatograficzne oraz

wyniki ilosciowe.

Kryteria przydatnosci systemu chromatograficznego spetniono dla obu wariantéw
detekcji. Wszystkie wartosci RSD uzyskane w badaniu powtarzalnosci oraz w dwodch
dodatkowych seriach, stanowigcych ocene precyzji posredniej, byty nizsze od przyjetego limitu
5,0%. W ocenie doktadnosci wszystkie 264 srednie wartosci odzysku spetnity kryterium
90-115%, a uzyskane wartosci miescity sie w zakresie 90,17-113,45%. Wyniki te potwierdzity

odpowiednig precyzje i doktadnos$é opracowanej procedury w badanym zakresie.
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Tabele 149-171 przedstawiajg wyniki oceny wptywu zmian przeptywu fazy ruchomej,
temperatury kolumny, parametru Power Function oraz temperatury nebulizacji. Zmiana
przeptywu powodowata maksymalne bezwzgledne zmiany czasu retencji wynoszace
9,41-10,40%. Maksymalne zmiany wynikéw ilosciowych wynosity 20,76% dla wariantu DAD
i41,27% dla wariantu CAD. Zmiana temperatury kolumny powodowata mniejsze zmiany czasu
retencji, nieprzekraczajace 1,21%, natomiast maksymalne zmiany wynikéw ilosciowych

wynosity odpowiednio 23,43% dla DAD i 26,36% dla CAD.

W czeéci badanych warunkéw wartoéci Rs dla pary A°-THCA/CBC byty nizsze od
przyjetego kryterium Rs 2 0,9; odnotowano miedzy innymi wartosci 0,86, 0,83 i 0,76. Dla czesci

par krytycznych wartosci Rs oznaczono jako n.a., co uniemozliwito ich petng ocene.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zmiany przeptywu fazy ruchomej i temperatury kolumny
moga wptywac zaréwno na parametry retenc;ji, jak i na wyniki ilosciowe, przy czym wptyw ten
byt wiekszy dla wariantu CAD. Jednoczes$nie obserwowane zmiany wartosci Rs dla wybranych
par analitdbw wskazuja na znaczenie stabilnosci warunkéw chromatograficznych dla

zachowania wymaganej jakosci rozdzielenia.

Wyniki dotyczgce parametru Power Function oraz temperatury nebulizacji nalezy
traktowac jako dane rozwojowe. Czynniki te nie zostaty uwzglednione w podstawowym planie
badania odpornosci, a zastosowany warunek odniesienia ,Std.**” nie zostat jednoznacznie
zdefiniowany. Z tego wzgledu wynikéw tych nie wtgczono do formalnej oceny odpornosci

finalnej procedury.

9.5. Ograniczenia pracy i dalszy rozwdj metody
Najwazniejsze ograniczenia pracy wynikajg z liczby i rodzaju badanych matryc,
zastosowania zastepczej matrycy roslinnej w ocenie selektywnosci oraz obecnosci regionow

krytycznych chromatogramu obejmujgcych pary CBND/CBDV, A°-THCA/CBC i CBCA/CBLA.

Whioski dotyczgce przydatnosci procedury odnoszg sie do badanych typéw prébek,
zastosowanego sposobu przygotowania prébek, opisanych warunkéw chromatograficznych

oraz potwierdzonych zakreséw roboczych.
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Dalszy rozwdj procedury powinien obejmowac badania kolejnych typow matryc

i roznych partii prébek, ocene selektywnosci w reprezentatywnych matrycach, ilosSciowg ocene

efektu matrycowego oraz badanie stabilnosci roztworéw wzorcowych i ekstraktéw. Dalszej

optymalizacji wymagajg réwniez warunki rozdzielenia par krytycznych.

10. Wnioski

Opracowano procedure rozdzielania chromatograficznego UHPLC, ktérg zastosowano
w  dwodch  wariantach  analitycznych:  z  detekcjg ~ UV-VIS/DAD  oraz
z detekcjg CORONA CAD. Charakterystyki analityczne zalezne od sposobu detekcji
i wyznaczania wyniku oceniano oddzielnie dla kazdego wariantu.

Finalne warunki chromatograficzne obejmowaty kolumne Accucore C18 o wymiarach
150 x 3,0 mm i $rednicy czgstek 2,6 um, faze A ztozong z wody zawierajgcej 0,1% (v/v)
kwasu octowego oraz faze B stanowigcg acetonitryl. Elucje izokratyczng prowadzono
przy stosunku faz A wynoszagcym 30:70 (v/v), przeptywie 0,5 ml/min, temperaturze
kolumny 20°C i catkowitym czasie analizy 30 min.

W wariancie UV-VIS/DAD sygnat rejestrowany przy dtugosci fali 278 nm
wykorzystywano do oznaczen iloSciowych i oceny parametréw walidacyjnych. Widma
3D DAD rejestrowane w zakresie 190-400 nm wykorzystywano pomocniczo do
poréwnania profili widmowych pikéw z roztworami wzorcowymi oraz do kontroli
jakosci chromatogramow.

Dla wariantu CORONA CAD zastosowano modele regresji kwadratowej z wazeniem
dobieranym indywidualnie dla poszczegdlnych analitéw. Wazenie 1/x zastosowano dla
9 analitéw, natomiast wazenie 1/x? dla 10 analitéw. Dla CBCVA potwierdzono model
z wazeniem 1/x2.

Ocena przydatnosci systemu chromatograficznego potwierdzita, ze oba warianty
metody, z detekcjg DAD i CAD, spetniajg przyjete kryteria dotyczgce powtarzalnosci
czasOw retencji, powtarzalnosci powierzchni pikow oraz liczby potek teoretycznych.
Wyniki potwierdzajg przydatnosé obu wariantdw do analiz w ocenianym zakresie.
Wszystkie wartosci RSD uzyskane w badaniu powtarzalnosci oraz w dwdch
dodatkowych seriach opisanych jako badanie precyzji posredniej byly nizsze od

przyjetego limitu 5,0%. W ocenie doktadnosci wszystkie 264 srednie wartosci odzysku
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spetnity kryterium 90-115% i miescity sie w zakresie 90,17-113,45%. Wartos$ci LOD i LOQ
oszacowano dos$wiadczalnie na podstawie sSredniego stosunku sygnatu do szumu
wyznaczonego z pieciu nastrzykdw na kazdym ocenianym poziomie stezenia.

Pary CBND/CBDV, A° -THCA/CBC i CBCA/CBLA stanowity regiony krytyczne
chromatogramu i wymagajg biezgcej kontroli podczas rutynowego stosowania
procedury. W badaniu odpornosci dla czesci warunkdw uzyskano wartosci Rs ponizej
przyjetego kryterium Rs > 0,9, w tym 0,86, 0,83 i 0,76 dla pary A°>-THCA/CBC. Dla czesci
par krytycznych wartosci Rs byty niedostepne.

Badanie odpornosci wykazato, ze kontrolowane zmiany przeptywu fazy ruchome;j,
temperatury kolumny, parametru Power Function oraz temperatury nebulizacji
wptywaty na parametry chromatograficzne w rdznym stopniu, zaleznie od
zastosowanego wariantu detekcji i ocenianego analitu.

Procedure zastosowano do analizy czterech produktéw olejowych oraz czterech prébek
suszu lub materiatu roslinnego. Whnioski dotyczg wytgcznie badanych proébek,
zastosowanego sposobu przygotowania prébek, potwierdzonych zakreséw roboczych,
wartosci LOQ oraz opisanych warunkéw chromatograficznych.

Zastosowanie detekcji DAD pozwolito dodatkowo wykorzystac informacje widmowe do
wspomagania identyfikacji analitdw poprzez pordwnanie profili widmowych
zarejestrowanych dla prébek i roztworéw wzorcowych. W przypadku detekcji CORONA
CAD identyfikacje opierano na zgodnosci czaséw retencji i kolejnosci elucji z mieszaning
WZOrcowa.

Planowane wdrozenie metody w Instytucie Wtdkien Naturalnych i RosIn Zielarskich w
Poznaniu, realizowane we wspodtpracy z firmg Polygen sp. z o0.0., bedzie wymagato
przeprowadzenia transferu procedury, potwierdzenia jej przydatnosci w warunkach
laboratorium docelowego oraz spetnienia obowigzujgcych wymagan jakosciowych.
Tym samym uzyskane wyniki majg nie tylko znaczenie naukowe, lecz takze wyrazny

potencjat aplikacyjny i wdrozeniowy.
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11. Zataczniki
11.1. Procedury przygotowania probek
Przygotowanie prébek obejmowato ekstrakcje kannabinoidéw z materiatu roslinnego
oraz produktéw olejowych z zastosowaniem metanolu. Dla obu typdw matryc zastosowano
ujednolicony schemat obejmujacy ekstrakcje ultradZzwiekowga, wirowanie, filtracje oraz
koncowe rozcieiczenie ekstraktu. Rdznica pomiedzy procedurami dotyczyta wstepnej

homogenizacji materiatu roslinnego.

Procedury przedstawione w zatgczniku odnoszg sie do prébek objetych zakresem pracy.
Ich zastosowanie do innych matryc wymaga odrebnej oceny przygotowania proébek,

selektywnosci, odzysku oraz wptywu sktadnikdw matrycy na wynik oznaczenia.

Materiaty i wyposazenie wykorzystywane podczas przygotowania probek

Do przygotowania probek stosowano:

e metanol o czystosci chromatograficznej,

e kalibrowang wage analityczng,

e naczynia przeznaczone do ekstrakcji prébek,

e taznie ultradZzwiekowa,

e wirowke,

e filtry membranowe RC o $rednicy porow 0,45 um,
e fiolki chromatograficzne,

e kalibrowane pipety automatyczne,

e szkto miarowe odpowiedniej klasy.
Do ekstrakcji kazdej prébki stosowano 10 ml metanolu. Masa prébki wynosita okoto 70 mg.

Przygotowanie prébek materiatu roslinnego

Probki suszu lub kwiatostandw konopi przed pobraniem porcji analitycznej
rozdrabniano i doktadnie mieszano w celu ujednorodnienia materiatu. Przygotowanie prébek
obejmowato ekstrakcje metanolem z wykorzystaniem tazni ultradZzwiekowej, nastepnie
wirowanie, filtracje oraz koncowe rozcienczenie ekstraktu. Szczegétowy przebieg procedury

wraz z zastosowanymi parametrami przedstawiono w Tabeli 27.
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Procedura obejmowata nastepujgce etapy:

A. Probke materiatu roslinnego rozdrobniono i doktadnie wymieszano.

B. Do naczynia ekstrakcyjnego odwazono 70 mg prébki.

C. Dodano 10 mL metanolu.

D. Probke umieszczono w tazni ultradZzwiekowej na 15 min.

E. Po zakonczeniu ekstrakcji probke wirowano przez 5 min przy 2500 rpm.

F. Zastosowane warunki wirowania odpowiadaty okoto 700 x g przy srednicy wirnika

wynoszgcej 10 cm.
G. Klarowng czesc¢ ekstraktu pobrano znad osadu.
H. Ekstrakt przefiltrowano przez filtr membranowy RC o srednicy poréw 0,45 um.
I. Do fiolki chromatograficznej przeniesiono 100 pL przefiltrowanego ekstraktu.
J. Dodano 900 pL metanolu.

K. Otrzymany roztwdr, odpowiadajgcy konncowemu rozciericzeniu 1:10, poddano analizie

UHPLC.
Tabela 28. Procedura przygotowania probek materiatu roslinnego.
Etap Czynnosc¢ Parametr
Homogenizacja rozdrobnienie i wymieszanie probki przed pobraniem porcji analitycznej
Odwazanie odwazenie materiatu roslinnego 70 mg
Ekstrakcja dodanie metanolu 10 ml
Ekstrakcja ultradzwiekowa | umieszczenie prébki w tazni ultradzwiekowe;j 15 min
Wirowanie oddzielenie sktadnikdw nierozpuszczalnych 5 min, 2500 rpm, okoto 700 x g
Filtracja filtracja klarownej czesci ekstraktu filtr RC, 0,45 pum
Rozcienczenie 100 pl ekstraktu i 900 pl metanolu 1:10
Analiza przeniesienie roztworu do fiolki analiza UHPLC

Przygotowanie prébek produktéow olejowych

Préobki produktéw olejowych przygotowywano wedtug zasadniczo takiego samego
schematu ekstrakcji jak probki materiatu roslinnego. Ze wzgledu na charakter matrycy nie
stosowano etapu rozdrabniania. Przed pobraniem porcji analitycznej préobke doktadnie

mieszano w celu jej ujednorodnienia i ograniczenia wptywu ewentualnej niejednorodnosci
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produktu. Szczegdétowy przebieg procedury wraz z zastosowanymi parametrami

przedstawiono w Tabeli 28.

Procedura obejmowata nastepujgce etapy:

A. Prébke produktu olejowego doktadnie wymieszano.

B. Do naczynia ekstrakcyjnego odwazono 70 mg prébki.

C. Dodano 10 mL metanolu.

D. Prébke poddano ekstrakcji w tazni ultradzwiekowej przez 15 min.

E. Po zakonczeniu ekstrakcji probke wirowano przez 5 min przy 2500 rpm.

F. Klarownga cze$é fazy metanolowej pobrano znad pozostatych sktadnikéw prébki.
G. Ekstrakt przefiltrowano przez filtr membranowy RC o srednicy poréw 0,45 pum.
H. Do fiolki chromatograficznej przeniesiono 100 pL przefiltrowanego ekstraktu.

I. Dodano 900 pL metanolu.

J.  Otrzymany roztwor, odpowiadajgcy koicowemu rozciericzeniu 1:10, poddano analizie

UHPLC.
Tabela 29. Procedura przygotowania prébek produktow olejowych.
Etap Czynnosc¢ Parametr
Wymieszanie probki ujednorodnienie produktu olejowego przed pobraniem porcji analitycznej
Odwazanie odwazenie probki olejowej 70 mg
Ekstrakcja dodanie metanolu 10 ml
Ekstrakcja ultradzwiekowa | umieszczenie prébki w tazni ultradzwiekowej 15 min

Wirowanie rozdzielenie faz i sktadnikéw matrycy 5 min, 2500 rpm, okoto 700 x g

Filtracja filtracja fazy metanolowej filtr RC, 0,45 pum

Rozcienczenie 100 pl ekstraktu i 900 pL metanolu 1:10
Analiza przeniesienie roztworu do fiolki analiza UHPLC

Przygotowanie materiatow kontrolnych
W badaniu selektywnos$ci stosowano blank rozpuszczalnikowy, olej MCT, olej z nasion
konopi oraz sproszkowane liscie czarnej herbaty jako zastepczg matryce roslinng. Materiaty

kontrolne przygotowywano z zastosowaniem procedur odpowiadajgcych poszczegdlnym
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typom badanych probek. Szczegétowy sposdb przygotowania oraz zastosowanie

poszczegdlnych materiatéw kontrolnych przedstawiono w Tabeli 29.

Blank rozpuszczalnikowy stanowit metanol bez dodatku prébki i stuzyt do kontroli
obecnosci zanieczyszczen pochodzacych z rozpuszczalnika oraz uktadu chromatograficznego.
Olej MCT oraz olej z nasion konopi przygotowywano zgodnie z procedurg stosowang dla
produktdw olejowych, natomiast sproszkowane liscie czarnej herbaty przygotowywano

wedtug procedury stosowanej dla materiatu roslinnego.

Tabela 30. Sposéb przygotowania materiatéw kontrolnych.

Materiat kontrolny Sposadb przygotowania Zastosowanie
Blank rozpuszczalnikowy metanol bez dodatku prébki kontrola zanieczyszczen rozpuszczalnika i uktadu
Olej MCT procedura dla prébek olejowych kontrola matrycy olejowe;j
Olej z nasion konopi procedura dla prébek olejowych kontrola matrycy olejowe;j
Czarna herbata procedura dla materiatu roslinnego zastepcza kontrola matrycy roslinnej

Czarna herbata nie stanowita rzeczywistej matrycy konopnej pozbawionej
kannabinoidow. Wykorzystano jg wyfgcznie jako zastepczg matryce roslinng do oceny

obecnosci sygnatéw w oknach retencji odpowiadajgcych analizowanym zwigzkom.

Postepowanie z ekstraktami

Przefiltrowane i rozciericzone ekstrakty przenoszono do fiolek chromatograficznych
i poddawano analizie UHPLC. Roztwory przygotowywano bezposrednio przed analizg, a czas
ich przechowywania ograniczano do okresu niezbednego do wykonania sekwencji analityczne;.

Stabilnosci ekstraktéow nie oceniano w odrebnym badaniu.

W przypadku uzyskania odpowiedzi analitycznej przekraczajgcej zakres zastosowanej
krzywej kalibracyjnej ekstrakt dodatkowo rozcienczano metanolem. Zastosowany
wspotczynnik dodatkowego rozcieficzenia uwzgledniano podczas obliczania zawartosci analitu

w prébce.

Krytyczne etapy przygotowania prébek

Do krytycznych etapdw przygotowania prébek zaliczono:
e reprezentatywne pobranie i homogenizacje materiatu roslinnego,

o dokfadno$é odwazenia prébki analitycznej,
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¢ zachowanie statego stosunku masy prébki do objetosci metanolu,
e utrzymanie czasu ekstrakcji ultradzwiekowej wynoszgcego 15 min,
e utrzymanie okreslonych warunkéw wirowania,

e pobranie klarownej czesci ekstraktu,

e stosowanie filtrow RC o $rednicy poréw 0,45 um,

o dokftadnos¢ koncowego rozcienczenia 1:10,

e ograniczenie czasu przechowywania przygotowanych ekstraktow do okresu

niezbednego do wykonania analizy,

e ochrone proébek i przygotowanych roztworéw przed warunkami mogacymi sprzyjac

przemianom analizowanych zwigzkow.

Podsumowanie

Procedura przygotowania probek obejmowata ekstrakcje metanolem wspomagang
ultradzwiekami, wirowanie, filtracje oraz koficowe rozcienczenie ekstraktu. Dla materiatu
roslinnego i produktdw olejowych zastosowano jednakowa mase prébki, objetos¢ metanolu
oraz czas ekstrakcji. Rdznica w przygotowaniu obu typdw prdébek polegata na zastosowaniu
etapu homogenizacji przez rozdrobnienie i wymieszanie w przypadku materiatu roslinnego,
podczas gdy probki produktow olejowych jedynie doktadnie mieszano przed pobraniem porcji

analityczne;j.

11.2. Widma UV-VIS roztworéw wzorcowych kannabinoidow
W zataczniku przedstawiono widma UV/DAD zarejestrowane dla roztwordéw
wzorcowych analizowanych kannabinoidéw. Widma uzyskiwano z danych UV-VIS w punkcie
odpowiadajgcym maksimum piku chromatograficznego, w zakresie dtugosci fali 190-400 nm.
Dane te wykorzystano jako materiat pomocniczy do oceny profilu absorpcyjnego

poszczegdblnych analitéw.

Profile widmowe poréwnywano z widmami odpowiednich substancji odniesienia.

Informacje uzyskane z detektora DAD wykorzystywano jako dodatkowe kryterium oceny
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zgodnosci piku w prébkach rzeczywistych oraz pomocniczo w ocenie selektywnosci metody.
Widma UV/DAD nie byty traktowane jako samodzielne potwierdzenie tozsamosci ani struktury
analitow. ldentyfikacje kannabinoidéw opierano przede wszystkim na zgodnosci czasu retencji
i kolejnosci elucji z mieszaning wzorcowg oraz ocenie obecnosci sygnatéw interferujgcych
w odpowiednich oknach retencji. Dane widmowe DAD stuzyty dodatkowo do oceny zgodnosci

profilu absorpcyjnego piku ze wzorcem.

Zarejestrowane widma réznity sie profilem absorpcyjnym poszczegdlnych
kannabinoidow, co wykorzystywano pomocniczo podczas oceny selektywnosci wariantu

UHPLC-UV-VIS/DAD i poréwnywania pikow w préobkach z odpowiednimi wzorcami.
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Rysunek 11. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBDV zarejestrowane
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Rysunek 12. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBDA zarejestrowane
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Rysunek 14. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBG zarejestrowane
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Rysunek 13. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBGA zarejestrowane
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Rysunek 15. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBD zarejestrowane
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Rysunek 16. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego THCV zarejestrowane
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Rysunek 18. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBCVA zarejestrowane
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Rysunek 17. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBN zarejestrowane

Rysunek 19. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBNA zarejestrowane
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Apex THC 100% at 12,26 min
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Rysunek 20. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego A°-THC zarejestrowane
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Rysunek 22. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego A°-THCA zarejestrowane
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Rysunek 21. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBL zarejestrowane
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Rysunek 23. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBC zarejestrowane
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Apex CBLA 100% at 21,03 min
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Rysunek 25. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego CBLA zarejestrowane
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Rysunek 26. Widmo UV/DAD roztworu wzorcowego A°-THCP zarejestrowane w zakresie 190-400 nm.
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11.3. Chromatogramy wykorzystane do oceny selektywnosci i walidacji

Selektywnos$¢: Chromatogramy dla detektora UV-VIS/DAD
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Rysunek 27. Chromatogram blanku rozpuszczalnikowego metanolu zarejestrowany detektorem
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Rysunek 28. Chromatogram oleju MCT rozpuszczonego w metanolu zarejestrowany detektorem

UV-VIS/DAD przy 278 nm.
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Rysunek 29. Chromatogram oleju konopnego rozpuszczonego w metanolu zarejestrowany detektorem

UV-VIS/DAD przy 278 nm.
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Rysunek 30. Chromatogram ekstraktu czarnej herbaty, zastosowanej jako zastepcza matryca roslinna,

zarejestrowany detektorem UV-VIS/DAD przy 278 nm.
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Selektywnos¢: Chromatogramy dla detektora CAD
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Rysunek 31. Chromatogram blanku rozpuszczalnikowego metanolu zarejestrowany detektorem CAD.
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Rysunek 32. Chromatogram oleju MCT rozpuszczonego w metanolu zarejestrowany detektorem CAD.
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Rysunek 33. Chromatogram oleju konopnego rozpuszczonego w metanolu zarejestrowany detektorem

CAD.
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Rysunek 34. Chromatogram ekstraktu czarnej herbaty, zastosowanej jako zastepcza matryca roslinna,

zarejestrowany detektorem CAD.
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Chromatogramy Przydatnosci systemu chromatograficznego:
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Rysunek 29. Natozone chromatogramy pieciu kolejnych nastrzykéw mieszaniny wzorcowej 19
kannabinoidéw o stezeniu 20 pg/ml, wykorzystanych do oceny przydatnosci systemu UHPLC-UV-VIS/DAD przy
dtugosci fali 278 nm.
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Rysunek 30. Natozone chromatogramy pieciu kolejnych nastrzykéw mieszaniny wzorcowej 19

kannabinoidéw o stezeniu 20 pg/ml, wykorzystanych do oceny przydatnos$ci systemu UHPLC-CAD.
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11.4. Arkusze przydatnosci systemu dla detekcji UV-VIS-DAD
W niniejszym zatgczniku przedstawiono szczegdtowe arkusze oceny przydatnosci
systemu chromatograficznego dla wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD. Ocene przeprowadzono na
podstawie pieciu kolejnych nastrzykéw mieszaniny wzorcowej 19 kannabinoiddw o stezeniu

20 pg/ml. Sygnat analityczny rejestrowano przy dtugosci fali 278 nm.

Arkusze zawierajg wyniki poszczegdlnych nastrzykdw oraz obliczenia statystyczne

wykonane dla kazdego analitu. Uwzgledniono:

e czas retencji,

e powierzchnie piku,

e srednig arytmetyczna,

e odchylenie standardowe,

e wzgledne odchylenie standardowe,
e rozdzielczo$¢ chromatograficzng,

o liczbe potek teoretycznych,

e stosunek sygnatu do szumu.

Powtarzalnos¢ czaséw retencji i powierzchni pikdw oceniano na podstawie wartosci

RSD. Przyjeto nastepujace kryteria akceptacji:
RSD:, < 1,0%
RSDy.. < 5,0%
N = 2000
Dla pikdw dobrze rozdzielonych przyjeto kryterium:

Ry >1,5

Dla zdefiniowanych par krytycznych CBND/CBDV, A® -THCA/CBC oraz CBCA/CBLA

zastosowano zmodyfikowane kryterium:

Rs =09
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Zmodyfikowane kryterium dla par krytycznych stosowano pod warunkiem zachowania
stabilnych czaséw retencji, powtarzalnej kolejnosci elucji, prawidtowej integracji pikdw oraz

zgodnosci przypisania analitdéw z mieszaning wzorcowa.

Wartosci stosunku sygnatu do szumu przedstawiono jako parametr pomocniczy
charakteryzujgcy jakos$¢ sygnatu analitycznego. Parametru S/N nie stosowano jako
samodzielnego kryterium akceptacji lub odrzucenia sekwencji w ramach oceny przydatnosci

systemu.

Przedstawione arkusze stanowig dokumentacje zrodtowg dla wynikéw zbiorczych
przedstawionych w rozdziale 6.2. Powtarzalnosci powierzchni pikdw uzyskanej na podstawie
kolejnych nastrzykow tego samego roztworu nie nalezy utozsamiac z precyzjg catej procedury
analitycznej. Wyniki oceny przydatnosci systemu charakteryzuja krétkoterminowa

powtarzalno$é nastrzyku oraz odpowiedz systemu chromatograficznego.

Tabela 31. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBGO.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 2,51 0,7316 3,99 9159 30,6
11 all 2,51 0,7273 3,99 9174 30,2
12 all 2,51 0,7258 3,99 9199 30,1
13 all 2,51 0,7300 3,98 9176 30,4
14 all 2,51 0,7280 3,98 9179 30,9

Srednia 2,51 0,7285 3,99 9177 30,4
SD 0,00 0,00 0,01 14,33 0,32

RSD [%] 0,00 0,31 0,14 0,16 1,05

Tabela 32. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBDVA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]
10 all 2,99 6,8274 2,19 7483 233,8
11 all 2,99 6,8066 2,19 7475 238,3
12 all 2,99 6,8047 2,19 7472 240,1
13 all 2,99 6,8259 2,18 7439 2244
14 all 2,99 6,8190 2,18 7439 226,2

Srednia 2,99 6,8167 2,19 7461 232,6
SD 0,00 0,01 0,01 21,02 7,04

RSD [%] 0,00 0,16 0,25 0,28 3,03
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Tabela 33. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBND.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswWgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 3,28 2,1728 1,22 11639 85,6
11 all 3,28 2,1854 1,22 11632 87,5
12 all 3,28 2,1828 1,22 11658 88,2
13 all 3,28 2,1890 1,22 11658 82,6
14 all 3,28 2,1841 1,22 11656 83,1

Srednia 3,28 2,1828 1,22 11648 85,4
SD 0,00 0,01 0,00 12,24 2,52

RSD [%] 0,00 0,28 0,00 0,11 2,95

Tabela 34. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBDV.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswWgEP[-] NwgEP[-] S/N[-]
10 all 3,43 0,8173 7,41 11867 29,6
11 all 3,43 0,7960 7,41 11865 30,3
12 all 3,43 0,7974 7,41 11881 30,5
13 all 3,43 0,8000 7,40 11873 28,6
14 all 3,43 0,7974 7,40 11870 28,8

Srednia 3,43 0,8016 7,41 11871 29,6
SD 0,00 0,01 0,01 6,26 0,86

RSD [%] 0,00 1,11 0,07 0,05 2,90

Tabela 35. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBDA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]
10 all 4,492 5,2603 2,13 12182 154,5
11 all 4,492 5,2419 2,13 12147 157,2
12 all 4,492 5,2387 2,13 12125 158,1
13 all 4,492 5,2584 2,13 12075 147,9
14 all 4,492 5,2506 2,13 12090 149,1

Srednia 4,492 5,2500 2,13 12124 153,4
SD 0,00 0,01 0,00 43,16 4,65

RSD [%] 0,00 0,18 0,00 0,36 3,03
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Tabela 36. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBGA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswWgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 4,85 5,7036 2,55 12407 152,2
11 all 4,85 5,6840 2,55 12422 155,4
12 all 4,85 5,6820 2,55 12414 156,7
13 all 4,85 5,6989 2,55 12372 146,5
14 all 4,85 5,6950 2,55 12373 147,7

Srednia 4,85 5,6927 2,55 12398 151,7
SD 0,00 0,01 0,00 23,52 4,53

RSD [%] 0,00 0,16 0,00 0,19 2,98

Tabela 37. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBG.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswWgEP[-] NwgEP[-] S/N[-]
10 all 5,28 0,6630 2,04 16122 17,9
11 all 5,28 0,6586 2,04 16088 18,2
12 all 5,28 0,6588 2,04 16167 18,3
13 all 5,28 0,6626 2,04 16128 17,2
14 all 5,28 0,6603 2,04 16184 17,3

Srednia 5,28 0,6607 2,04 16138 17,8
SD 0,00 0,00 0,00 38,12 0,51

RSD [%] 0,00 0,31 0,00 0,24 2,85

Tabela 38. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBD.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 5,62 0,6789 3,27 19248 19,9
11 all 5,62 0,6759 3,32 19318 20,4
12 all 5,62 0,6726 3,33 19479 20,5
13 all 5,62 0,6764 3,33 19428 19,2
14 all 5,62 0,6754 3,33 19446 19,3

Srednia 5,62 0,6758 3,32 19383 19,9
SD 0,00 0,00 0,03 97,03 0,60

RSD [%] 0,00 0,33 0,79 0,50 3,03
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Tabela 39. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu THCV.

Nastrzyk Analit tz [min] Powierzchnia piku RswgEP[-] NwgEP[-] S/N[-]
[mAU-min]
10 all 6,16 0,9808 15,00 20957 33,5
11 all 6,17 0,9785 14,95 20981 33,9
12 all 6,17 0,9745 15,00 21116 34,4
13 all 6,17 0,9770 15,00 21108 334
14 all 6,17 0,9763 15,01 21115 33,5
Srednia 6,17 0,9774 14,99 21055 33,7
SD 0,00 0,00 0,02 79,39 0,42
RSD [%] 0,07 0,24 0,16 0,38 1,23
Tabela 40. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBN.
Nastrzyk Analit tr [min] Powierzchnif:\ RIS RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
[mAU-min]
10 all 9,20 15,2937 1,77 24244 374,2
11 all 9,20 15,2372 1,76 24215 381,9
12 all 9,21 15,2292 1,76 24152 386,0
13 all 9,21 15,3075 1,75 24181 365,8
14 all 9,21 15,2780 1,75 24221 370,6
Srednia 9,21 15,2691 1,76 24202 375,7
SD 0,00 0,03 0,01 36,17 8,23
RSD [%] 0,05 0,23 0,48 0,15 2,19
Tabela 41. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBCVA.
Nastrzyk Analit ta[min] owierzchniapiku o bl NwgEP[] S/N[]
[MAU-min]
10 all 9,69 4,2565 4,42 14541 74,0
11 all 9,69 4,2347 4,43 14476 75,3
12 all 9,70 4,2376 4,43 14490 76,3
13 all 9,70 4,3601 2,09 14238 72,5
14 all 9,70 4,3572 2,15 14237 73,4
Srednia 9,70 4,2892 3,50 14396 74,3
SD 0,00 0,06 1,26 147,06 1,51
RSD [%] 0,05 1,49 36,06 1,02 2,03
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Tabela 42. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBNA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RsWgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]
10 all 11,25 19,5180 2,23 13615 377,0
11 all 11,26 19,4482 2,20 13571 394,5
12 all 11,27 19,4081 2,20 13546 387,7
13 all 11,27 19,5762 2,19 13427 282,1
14 all 11,27 19,5367 2,19 13422 285,4
Srednia 11,27 19,4974 2,20 13516 345,3
SD 0,01 0,07 0,02 87,30 56,58
RSD [%] 0,07 0,35 0,75 0,65 16,38

Tabela 43. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu A®-THC.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 12,02 0,9835 8,67 25049 23,8
11 all 12,02 0,9742 8,70 25106 24,9
12 all 12,03 0,9636 8,67 25235 24,4
13 all 12,03 0,9988 8,66 24825 18,0
14 all 12,03 0,9954 8,68 24757 18,2

Srednia 12,02 0,9831 8,68 24994 21,9
SD 0,00 0,01 0,02 198,98 3,46

RSD [%] 0,04 1,49 0,17 0,80 15,81

Tabela 44. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBL.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]

[mAU-min]
10 all 14,90 0,8694 3,29 26873 75,9
11 all 14,91 0,8640 3,29 27014 74,0
12 all 14,91 0,8640 3,30 26829 72,7
13 all 14,92 0,8662 3,27 26868 66,0
14 all 14,92 0,8659 3,30 27072 72,4
Srednia 14,91 0,8659 3,29 26931 72,2
SD 0,01 0,00 0,01 105,48 3,73
RSD [%] 0,05 0,26 0,37 0,39 5,17
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Tabela 45. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu a°-THCA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/NI[-]
10 all 16,21 7,0863 0,99 22255 531,5
11 all 16,22 7,0450 0,99 22181 518,0
12 all 16,23 7,0439 0,99 22162 509,5
13 all 16,23 7,0618 0,99 21990 462,3
14 all 16,23 7,0739 0,99 22072 504,7

Srednia 16,22 7,0621 0,99 22132 505,2
SD 0,01 0,02 0,00 102,71 26,05

RSD [%] 0,06 0,26 0,00 0,46 5,16

Tabela 46. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBC.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]
10 all 16,63 7,5187 6,43 24802 564,8
11 all 16,64 7,5075 6,41 24683 550,9
12 all 16,65 7,4745 6,40 24691 542,4
13 all 16,65 7,5477 6,38 24600 492,7
14 all 16,66 7,5068 6,38 24564 538,0

Srednia 16,65 7,5110 6,40 24668 537,8
SD 0,01 0,03 0,02 92,40 27,18

RSD [%] 0,06 0,35 0,33 0,37 5,05

Tabela 47. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBCA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] RswgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]

[MAU-min]
10 all 19,76 3,5597 1,20 20486 211,1
11 all 19,77 3,5420 1,20 20317 338,7
12 all 19,78 3,5477 1,20 20247 416,4
13 all 19,78 3,5661 1,21 20155 512,1
14 all 19,78 3,5683 1,21 20133 486,0
Srednia 19,77 3,5567 1,20 20267 392,9
SD 0,01 0,01 0,01 142,62 121,88
RSD [%] 0,05 0,32 0,45 0,70 31,02
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Tabela 48. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu CBLA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] RsWgEP[-] NwgEP[-] S/N]I-]
10 all 20,48 4,7080 9,48 22374 273,1
11 all 20,43 4,6677 9,49 22412 437,3
12 all 20,43 4,6769 9,47 22370 537,9
13 all 20,44 4,6910 9,43 22292 662,0
14 all 20,45 4,6850 9,45 22303 627,7
Srednia 20,43 4,6857 9,46 22350 507,6
SD 0,01 0,02 0,02 50,97 157,41
RSD [%] 0,06 0,32 0,25 0,23 31,01

Tabela 49. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego UV-VIS/DAD dla analitu A%-THCP.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [mAU-min] Rs wg EP [-] N wgEP [-] S/N [-]
10 all 25,96 0,9016 n.a. 27496 46,8
11 all 25,98 0,8921 n.a. 27440 74,9
12 all 25,98 0,9007 n.a. 27359 89,2
13 all 25,99 0,9037 n.a. 26961 83,4
14 all 26,00 0,8956 n.a. 27274 75,5

Srednia 25,98 0,8987 n.a. 27306 74,0
SD 0,02 0,00 n.a. 210,31 16,30

RSD [%] 0,06 0,53 n.a. 0,77 22,03

11.5. Arkusze przydatnosci systemu dla detekcji CAD

Tabela 50. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBGO.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wgEP [-] S/N [-]
28 all 2,56 0,86 3,65 8096 90,4
29 all 2,56 0,86 3,64 7905 96,7
30 all 2,56 0,84 3,58 7748 79,7
31 all 2,56 0,84 3,62 7725 81,9
32 all 2,56 0,86 3,65 8448 140,4

Srednia 2,56 0,85 3,63 7984, 97,8
SD 0,00 0,01 0,03 298 24,75

RSD [%] 0,00 1,60 0,81 3,74 25,31
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Tabela 51. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBDVA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wgEP [-] S/N[-]
28 all 3,04 1,16 1,98 5974 94,6
29 all 3,05 1,21 1,93 6071 100,7
30 all 3,05 1,19 1,93 6154 84,2
31 all 3,04 1,22 2,01 6221 78,1
32 all 3,05 1,16 1,90 6112 96,2

Srednia 3,05 1,19 1,95 6106 90,8
SD 0,00 0,03 0,04 92,48 9,31

RSD [%] 0,14 2,23 2,26 1,51 10,25

Tabela 52. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBND.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 3,33 0,89 1,20 10426 87,2
29 all 3,33 0,94 1,19 10516 91,8
30 all 3,33 0,92 1,20 10353 77,2
31 all 3,33 0,92 1,20 10742 71,2
32 all 3,33 0,87 1,16 9811 85,5

Srednia 3,33 0,91 1,19 10369 82,6
SD 0,00 0,03 0,02 344,82 8,27

RSD [%] 0,00 3,09 1,46 3,33 10,01

Tabela 53. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBDV.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 3,48 0,41 7,11 13471 42,8
29 all 3,48 0,40 7,02 12556 44,0
30 all 3,48 0,39 7,17 13391 36,4
31 all 3,48 0,41 7,04 12842 32,8
32 all 3,48 0,40 7,07 12392 40,7

Srednia 3,48 0,40 7,08 12930 39,3
SD 0,00 0,01 0,06 485,35 4,66

RSD [%] 0,00 1,78 0,84 3,75 11,85
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Tabela 54. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBDA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 4,54 1,10 1,90 10081 77,4
29 all 4,55 1,02 1,82 9910 77,8
30 all 4,55 1,09 1,86 10183 81,0
31 all 4,55 1,08 1,86 9813 57,3
32 all 4,55 1,07 1,87 10229 76,3

Srednia 4,55 1,07 1,86 10043 74,0
SD 0,00 0,03 0,03 177,64 9,48
RSD [%] 0,08 2,96 1,54 1,77 12,81
Tabela 55. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBGA.
Nastrzyk Analit tr [min] Powierzchrfia L Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
[pA-min]
28 all 4,90 1,39 2,29 9909 86,0
29 all 4,90 1,26 2,21 9427 82,9
30 all 4,90 1,34 2,32 9970 89,8
31 all 4,90 1,39 2,34 10321 68,2
32 all 4,90 1,30 2,30 10014 83,4
Srednia 4,90 1,33 2,29 9928 82,1
SD 0,00 0,06 0,05 322,09 8,22
RSD [%] 0,00 4,19 2,17 3,24 10,01
Tabela 56. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBG.
Nastrzyk Analit tr [min] Powierzchrfia Rl Rs wg EP [-] N wgEP [-] S/N [-]
[pA-min]
28 all 5,33 1,48 1,90 13660 97,2
29 all 5,33 1,50 1,83 12523 109,7
30 all 5,34 1,41 1,82 13343 98,4
31 all 5,34 1,45 1,89 13216 73,3
32 all 5,34 1,40 1,81 12831 91,9
Srednia 5,34 1,45 1,85 13114 94,1
SD 0,00 0,04 0,04 444,50 13,31
RSD [%] 0,09 2,95 2,26 3,39 14,15
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Tabela 57. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBD.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 5,67 0,92 3,21 17866 67,6
29 all 5,67 1,00 3,17 16701 77,3
30 all 5,67 0,92 3,20 17150 71,6
31 all 5,68 0,94 3,24 18117 50,9
32 all 5,67 0,95 3,24 17437 67,1

Srednia 5,67 0,95 3,21 17454 66,9
SD 0,00 0,03 0,03 563,26 9,83

RSD [%] 0,06 3,44 0,92 3,23 14,70

Tabela 58. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu THCV.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 6,21 0,74 14,52 21630 59,7
29 all 6,22 0,75 14,15 20720 60,7
30 all 6,22 0,73 14,36 21131 51,6
31 all 6,22 0,68 14,46 22150 22,7
32 all 6,22 0,76 14,32 21756 74,5

Srednia 6,22 0,73 14,36 21477 53,8
SD 0,00 0,03 0,14 558,33 19,25

RSD [%] 0,06 4,09 0,99 2,60 35,76

Tabela 59. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBN.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 9,25 1,39 1,71 21712 31,9
29 all 9,26 1,36 1,68 20545 73,5
30 all 9,26 1,45 1,69 21321 66,7
31 all 9,26 1,42 1,66 21155 29,8
32 all 9,26 1,41 1,70 20725 88,6

Srednia 9,26 1,40 1,69 21091 58,1
SD 0,00 0,03 0,02 467,63 26,12

RSD [%] 0,04 2,39 1,14 2,22 44,95
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Tabela 60. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBCVA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 9,75 1,26 4,21 13632 21,7
29 all 9,76 1,31 4,25 13430 54,7
30 all 9,76 1,40 4,20 13325 47,1
31 all 9,75 1,31 4,24 13340 20,5
32 all 9,76 1,33 4,22 13807 63,8

Srednia 9,75 1,32 4,22 13506 41,6
SD 0,00 0,05 0,02 207,71 19,60

RSD [%] 0,04 3,75 0,49 1,54 47,15

Tabela 61. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBNA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wgEP [-] S/N[-]
28 all 11,31 2,40 2,12 12293 34,0
29 all 11,33 2,47 2,14 12636 83,2
30 all 11,32 2,36 2,20 12410 102,3
31 all 11,33 2,28 2,12 12415 73,5
32 all 11,32 2,38 2,14 12258 32,2

Srednia 11,32 2,38 2,14 12402 65,0
SD 0,01 0,07 0,03 147,99 30,95

RSD [%] 0,06 2,94 1,53 1,19 47,59

Tabela 62. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu A%-THC.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 12,07 1,32 9,27 24489 24,3
29 all 12,08 1,31 8,89 24500 59,1
30 all 12,08 1,29 9,51 27415 66,7
31 all 12,08 1,25 9,25 25657 52,8
32 all 12,08 1,31 9,00 24611 23,0

Srednia 12,08 1,29 9,18 25334 45,2
SD 0,01 0,03 0,24 1261,67 20,27

RSD [%] 0,06 2,20 2,66 4,98 44,86
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Tabela 63. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBL.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 14,96 0,68 3,46 35532 30,6
29 all 14,96 0,70 3,36 31068 29,1
30 all 14,97 0,66 3,42 35803 37,3
31 all 14,96 0,67 3,42 34232 26,1
32 all 14,97 0,67 3,41 32037 11,2

Srednia 14,96 0,68 3,41 33734 26,9
SD 0,00 0,02 0,04 2106,47 9,67

RSD [%] 0,03 2,29 1,05 6,24 35,99

Tabela 64. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu A%-THCA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 16,28 1,14 0,96 21314 40,0
29 all 16,28 1,17 0,97 20727 16,7
30 all 16,27 1,14 1,01 21234 39,4
31 all 16,28 1,16 1,02 20600 38,0
32 all 16,28 1,08 1,02 21901 42,1

Srednia 16,28 1,14 1,00 21155 35,2
SD 0,01 0,04 0,03 519,43 10,47

RSD [%] 0,04 3,17 2,89 2,46 29,71

Tabela 65. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBC.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 16,68 1,16 6,43 26336 41,0
29 all 16,70 1,10 6,51 26809 16,4
30 all 16,70 1,11 6,42 25857 39,5
31 all 16,72 1,16 6,16 27771 38,8
32 all 16,73 1,08 6,34 24770 40,9

Srednia 16,71 1,12 6,37 26308 35,3
SD 0,02 0,03 0,13 1113,66 10,62

RSD [%] 0,10 3,06 2,09 4,23 30,06
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Tabela 66. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBCA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 19,81 1,38 1,22 19790 13,7
29 all 19,83 1,28 1,15 20267 13,7
30 all 19,83 1,36 1,19 19869 14,8
31 all 19,85 1,42 1,06 16443 27,3
32 all 19,84 1,39 1,26 20017 31,5

Srednia 19,83 1,36 1,18 19277 20,2
SD 0,02 0,05 0,08 1594,75 8,54

RSD [%] 0,08 3,72 6,49 8,27 42,28

Tabela 67. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu CBLA.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 20,49 0,76 9,35 21469 7,4
29 all 20,48 0,78 9,25 21594 7,7
30 all 20,49 0,79 9,30 22551 8,3
31 all 20,50 0,81 8,95 18358 15,4
32 all 20,53 0,72 9,31 24102 18,5

Srednia 20,50 0,77 9,23 21614 11,5
SD 0,02 0,03 0,16 2103,04 5,14

RSD [%] 0,09 4,36 1,75 9,73 44,85

Tabela 68. Arkusz przydatnosci systemu chromatograficznego CORONA CAD dla analitu A°-THCP.

Powierzchnia piku

Nastrzyk Analit tr [min] [pA-min] Rs wg EP [-] N wg EP [-] S/N [-]
28 all 26,02 1,58 n.a. 27719 14,5
29 all 26,03 1,71 n.a. 25800 25,4
30 all 26,03 1,78 n.a. 25825 16,0
31 all 26,08 1,66 n.a. 26182 26,5
32 all 26,02 1,67 n.a. 25279 16,0

Srednia 26,03 1,68 n.a. 26161 19,7
SD 0,02 0,07 n.a. 928,57 5,77

RSD [%] 0,09 4,18 n.a. 3,55 29,32
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11.6. Krzywe kalibracyjne UV-VIS/DAD i Corona CAD

Detekcja UV-VIS/DAD
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Rysunek 31. Krzywa kalibracyjna CBGO dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; zaleznos¢ pola
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Rysunek 35. Krzywa kalibracyjna CBDVA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; zaleznos¢ pola
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Rysunek 32. Krzywa kalibracyjna CBND dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; zalezno$¢ pola
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Rysunek 34. Krzywa kalibracyjna CBDV dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; zalezno$¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 35. Krzywa kalibracyjna CBDA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; Rysunek 36. Krzywa kalibracyjna CBG dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zaleznos¢ pola powierzchni piku od stgzenia analitu opisana modelem liniowym. zaleznoéé pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 36. Krzywa kalibracyjna CBGA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; Rysunek 38. Krzywa kalibracyjna CBD dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym. zaleznos¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Aed

zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.

Area

zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 37. Krzywa kalibracyjna THCV dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
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Rysunek 41. Krzywa kalibracyjna CBN dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
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Rysunek 40. Krzywa kalibracyjna CBCVA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 42. Krzywa kalibracyjna CBNA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zaleznos¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 39. Krzywa kalibracyjna CBC dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zaleznosc¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.

Rysunek 38.Krzywa kalibracyjna A’-THC dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 45. Krzywa kalibracyjna CBL dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.

Rysunek 46. Krzywa kalibracyjna A°-THCA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 40. Krzywa kalibracyjna CBCA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;

zaleznos¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 41. Krzywa kalibracyjna A°-THCP dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm;
zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Rysunek 42. Krzywa kalibracyjna CBLA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm; zaleznos$¢ pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem liniowym.
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Detekcja CAD
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Rysunek 43. Krzywa kalibracyjna CBGO dla detekcji CAD; zalezno$¢ pola Rysunek 45. Krzywa kalibracyjna CBND dla detekcji CAD; zalezno$¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem
wazeniem 1/x2. 1/x2.
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Rysunek 44. Krzywa kalibracyjna CBDVA dla detekcji CAD; zaleznos¢ Rysunek 46. Krzywa kalibracyjna CBDV dla detekcji CAD; zalezno$¢ pola
pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana kwadratowym z wazeniem powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem
1/x2. 1/x2.
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Rysunek 47. Krzywa kalibracyjna CBDA dla detekcji CAD; zaleznos$¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z
wazeniem 1/x2.

CBGA
pAmin
y =-7,124E-05 " x* + 4 477E-02 " x + 1,093E-01

External cAD 1 Y

6,00

5,004

4,004

Area

3,004

2,004

1,004

125 130 175
Amount .

6 %5 50 75 100

Rysunek 49. Krzywa kalibracyjna CBGA dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z
wazeniem 1/x.
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Rysunek 48. Krzywa kalibracyjna CBG dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola

100 125

powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x.
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Rysunek 50. Krzywa kalibracyjna CBD dla detekcji CAD; zaleznosc¢ pola powierzchni piku
od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x2.
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Rysunek 51. Krzywa kalibracyjna THCV dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola . . . Y . .
Y . hni 'ky d stezeni vl lit . c: | i( drat P Rysunek 52. Krzywa kalibracyjna CBCVA dla detekcji CAD; zalezno$¢ pola powierzchni
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P P & B P 5 v piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x2.
wazeniem 1/x2.
4 8.00~ CBN External caD 1 Y 800~ CBNA External CAD_1
PAMIN pA*min
y =-8,319E-05  x* + 5,035E-02 * x + 6,186E-02 y =-5,66E-05 *x* + 4 433E-02 * x + 1,929E-02
7.004 7.00
6.00 6.004
5,004 5.004
ga,nnf gmo-
3.004 3.004
2.004 2,004
1.009 1,00
0,00 | ug/ml 000 ug/mi
Cg 25 50 75 100 125 150 175 200 235 250 275 300 o % = s 00 5 e 7 200 P 220 5 0
N Amount d Amount
Rysunek 53. Krzywa kalibracyjna CBN dla detekcji CAD; zaleznos$¢ pola Rysunek 54. Krzywa kalibracyjna CBNA dla detekcji CAD; zalezno$¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem
wazeniem 1/x. 1/x2.
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Rysunek 55. Krzywa kalibracyjna A"9-THC dla detekcji CAD; zaleznos¢

pola powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z

wazeniem 1/x.

powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x.

4

Rysunek 56. Krzywa kalibracyjna CBC dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola

r Al
000 CBL External CAD_1 11,004 THEA External CAD_1
pAmin pAmin
y=-1,821E-05 * x* + 3 526E-02 * x - 1.217E-01 10,000 |¥ =4 2BTE-05 "¢ + 4,975E-02 " x + 4.096E-02
8,00
700] 8,75]
6,00-] 7,50]
5,00 6254
P @
g 2
< S
2.00] 5,00
3.00-] 3,759
2,00 2,50]
1,00 1.25]
o0l ‘ . ‘ ‘ ugim 0.00] ugm
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
. Amount 4 Amount

Rysunek 57. Krzywa kalibracyjna CBL dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z
wazeniem 1/x2.

Rysunek 58. Krzywa kalibracyjna A*9-THCA dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x.
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Rysunek 59. Krzywa kalibracyjna CBCA dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z
wazeniem 1/x.

Rysunek 60. Krzywa kalibracyjna A*9-THCP dla detekcji CAD; zaleznos$¢ pola
powierzchni piku od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x.
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Rysunek 61. Krzywa kalibracyjna CBLA dla detekcji CAD; zaleznos¢ pola powierzchni piku
od stezenia analitu opisana modelem kwadratowym z wazeniem 1/x.
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11.7. Wyniki obliczen statystycznych parametrow walidacyjnych metod
UHPLC-UV-VIS/DAD i UHPLC-CORONA CAD

Zatgcznik zawiera zestawienia wynikow oraz obliczenia statystyczne wykorzystane do

oceny parametréw walidacyjnych procedury UHPLC w wariantach UV-VIS/DAD i CORONA CAD.

Dla odpowiednich serii wyznaczono $rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe (SD) oraz

wzgledne odchylenie standardowe (RSD).

W czesci dotyczacej kalibracji przedstawiono nominalne poziomy stezen, powierzchnie
pikdw, stezenia obliczone zwrotnie, btedy wzgledne, réwnania krzywych kalibracyjnych,
wspétczynniki determinacji R oraz zakresy robocze. Dla wariantu UV-VIS/DAD zastosowano
modele liniowe, natomiast dla wariantu CORONA CAD modele kwadratowe z wazeniem 1/x

albo 1/x2, dobieranym indywidualnie dla poszczegdlnych analitéw.

W tabelach dotyczacych precyzji przedstawiono wyniki pojedynczych oznaczen oraz
obliczone wartosci srednie, SD i RSD. Doktadnos$¢ oceniono na podstawie wartosci odzysku
uzyskanych z trzech oznaczen na kazdym poziomie stezenia, a takze sredniego odzysku oraz
parametrow opisujacych rozproszenie wynikow. Przyjete kryterium akceptacji Sredniego

odzysku wynosito 90-115%.

Wartosci LOD i LOQ oszacowano doswiadczalnie na podstawie stosunku sygnatu do
szumu. Dla kazdego ocenianego poziomu przedstawiono wartosci S/N uzyskane z pieciu
nastrzykow oraz ich $rednig arytmetyczng. Dla LOD przyjeto srednig warto$¢ S/N > 3, natomiast

dla LOQ $rednig wartos¢ S/N > 10.

Tabele 149-171 zawierajg wyniki liczbowe dotyczace wpltywu zmian przeptywu fazy
ruchomej, temperatury kolumny, parametru Power Function oraz temperatury opisanej jako
temperatura nebulizacji. Przedstawiono w nich czasy retencji, wyniki ilosciowe, powierzchnie
pikdw, rozdzielczos¢ chromatograficzng, asymetrie pikow, liczbe poétek teoretycznych
i wartosci S/N. Dla zmienionych warunkéw obliczono rdéwniez rdinice bezwzgledne

i procentowe wzgledem odpowiednich przebiegdw odniesienia.

Dane zawarte w tabelach odpornosci umozliwiajg opisowg ocene kierunku i wielkosci
obserwowanych zmian, jednak nie stanowig petnej dokumentacji formalnej oceny tego
parametru. W tabelach nie uwzgledniono liczby powtdrzen, liczby niezaleznych przygotowan,

wartosci SD i RSD ani liczbowych kryteridw akceptacji zmian retencji, powierzchni pikow
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i wynikéw ilosciowych. Dla czesci par krytycznych wartosci Rs sg niedostepne lub nizsze od

przyjetego kryterium Rs 2 0,9.

11.8. Wyniki obliczen statystycznych parametrow walidacyjnych

Do opracowania wynikéw walidacyjnych wykorzystano podstawowe parametry
statystyki opisowej. Obliczenia wykonywano oddzielnie dla poszczegdlnych analitéw oraz
ocenianych wariantéw detekcji. W zaleznosci od analizowanego parametru wyznaczano
Srednig arytmetyczng, odchylenie standardowe, wzgledne odchylenie standardowe oraz

odzysk.
Srednig arytmetyczna obliczono wedtug réwnania:

n
_ i=1Xi
X==—
n

gdzie:
X - $rednia arytmetyczna wynikéw,
X; - wartos¢ pojedynczego wyniku pomiaru,

i - numer kolejnego wyniku,

n - liczba wynikéw uwzglednionych w obliczeniu.

Srednia arytmetyczna stanowita warto$¢ reprezentujaca serie powtdrzonych
pomiaréw. Wykorzystywano jg miedzy innymi do obliczania srednich czaséw retencji,

powierzchni pikdw, oznaczonych stezen oraz wartosci odzysku.

Odchylenie standardowe dla préby obliczono wedtug réwnania:

’ n =
SD = Ei:l(‘xl x)z’_
n-1

gdzie:

X - $rednia arytmetyczna wynikow,
X; - wartos¢ pojedynczego wyniku pomiaru,

i - numer kolejnego wyniku,
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n - liczba wynikéw uwzglednionych w obliczeniu,

n-1 - liczba stopni swobody.

Odchylenie standardowe okreslato rozproszenie pojedynczych wynikéw wokét
wartosci sredniej. Wartos¢ tego parametru wyrazano w tej samej jednostce co analizowane

wyniki.
Wzgledne odchylenie standardowe obliczono wedtug réwnania:
RSD[%] = Sx—D x 100;

gdzie:

RSD - wzgledne odchylenie standardowe wyrazone w procentach,
SD - odchylenie standardowe wynikow,

X - $rednia arytmetyczna wynikéw.

Wartos¢ RSD wykorzystywano do oceny wzglednej zmiennosci wynikdw. Parametr ten
stosowano m.in. w ocenie powtarzalnosci czaséw retencji, powierzchni pikéw, precyzji metody

oraz przydatnosci systemu chromatograficznego.
Odzysk analitu obliczono wedtug réwnania:

Coznaczone

0dzysk[%] = %X 100

nominalne
gdzie:
Coznaczone - Stezenie analitu wyznaczone na podstawie zastosowanego modelu kalibracyjnego,

Chominalne - NOMinalne stezenie analitu w analizowanym roztworze.

Wartos¢ odzysku wykorzystano do pordéwnania oznaczonego stezenia analitu
z wartoscig nominalng. Odzysk 100% oznaczat zgodno$¢ obu wartosci. Odzyski ponizej albo
powyzej 100% odpowiadaty odpowiednio ujemnemu albo dodatniemu odchyleniu od wartosci

nominalne;j.
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11.9.1 Obliczenia dla kalibracji UV-VIS/DAD
Kalibracje  wariantu  UHPLC-UV-VIS/DAD przeprowadzono metodg wzorca
zewnetrznego. Sygnat analityczny stanowita powierzchnia piku chromatograficznego
zarejestrowanego przy dtugosci fali 278 nm i wyrazona w mAU-min. W zaleznosci od analitu do
modelu kalibracyjnego wtgczano siedem albo osiem pozioméw stezen. Dla kazdego poziomu

wykonano pie¢ nastrzykdow.

Podstawowy zestaw osmiu poziomdw, obejmujacy stezenia 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200
i 250 pg/ml, zastosowano dla CBGO, CBND, CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV i CBN. Dla
pozostatych analitow zastosowano indywidualne zestawy poziomdw odpowiadajgce zakresom

roboczym przedstawionym w Tabelach 68-87.

Tabela 69. Poziomy kalibracyjne zastosowane w wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD.

Analit Poziomy stezen wiaczone do modelu [ug/ml]
CBGO, CBND, CBDV, CBDA,
1; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 250
CBGA, CBG, CBD, THCV, CBN
CBDVA 1;5; 11; 25; 50; 100; 200; 250
CBCVA 1; 10; 20; 50; 100; 200; 250
CBNA 2,4;7,5; 15,5; 32,5; 55; 100; 200; 250
A°-THC 2;5; 10; 50; 100; 200; 250
CBL 2;6;10; 17; 50; 100; 200; 250
A°-THCA 6; 10; 20; 55; 100; 200; 250
CBC 1,8; 6; 10; 17; 50; 100; 200; 250
CBCA 1;5;10; 17; 50; 100; 200; 250
CBLA 1,5; 5; 10; 16; 45; 100; 200; 250
A°-THCP 5; 10; 20; 50; 100; 200; 250

Poziomy 6 pg/ml dla CBL i CBC oraz 7,5 ug/ml dla CBNA wprowadzono dodatkowo w celu
doktadniejszej oceny odpowiedzi w dolnej czesci zakresu kalibracyjnego. Dokumentacja
Zzrodtowa nie zawiera odrebnego uzasadnienia przygotowania pozostatych poziomow
niestandardowych. Z tego wzgledu nie przypisano im szczegétowego celu bez odwotania do

protokotu albo arkusza przygotowania roztwordw.
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Dla kazdego analitu i poziomu stezenia obliczono srednig powierzchnie piku, odchylenie
standardowe oraz wzgledne odchylenie standardowe. Obliczenia wykonywano zgodnie

z réwnaniami przedstawionymi w punkcie 11.6.1.

Model kalibracyjny

Zaleznos$¢ pomiedzy powierzchnig piku a stezeniem analitu opisywano liniowym modelem
kalibracyjnym:
y=ax+ 4

gdzie:

y - powierzchnia piku chromatograficznego zarejestrowanego przy dtugosci fali 278 nm,
wyrazona w mAU-min,

X - stezenie analitu w roztworze kalibracyjnym, wyrazone w ug/mL,

a - wspotczynnik kierunkowy prostej kalibracyjnej, okreslajgcy zmiane odpowiedzi detektora
przypadajaca na jednostkowg zmiane stezenia,

b - wyraz wolny réwnania kalibracyjnego.

W wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD zastosowano liniowy model kalibracyjny bez wyrazu

wolnego:
y =ax

Model bez wyrazu wolnego przyjeto ze wzgledu na charakter odpowiedzi analityczne;j.
W analizach blanku rozpuszczalnikowego nie obserwowano mierzalnych pikdw w oknach
retencji poszczegdlnych analitéw, dlatego w przypadku braku analitu oczekiwana powierzchnia
piku wynosita zero. Sygnat analityczny stanowita powierzchnia piku wyznaczana wzgledem
skorygowanej linii podstawowe;j. Z tego wzgledu wprowadzenie niezerowego wyrazu wolnego

nie znajdowato uzasadnienia w charakterze pomiaru.

Zatozenie proporcjonalnosci odpowiedzi detektora DAD do stezenia analitu byto
spetnione w deklarowanych zakresach roboczych. Przydatnosé¢ modelu liniowego bez wyrazu
wolnego oceniano na podstawie stezen obliczonych zwrotnie oraz odpowiadajgcych im

btedéw wzglednych. Kryteria akceptacji spetniaty poziomy wigczone do zakresu roboczego
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w tym poziomy najnizsze i najwyzsze. Wspoétczynnik determinacji R? traktowano jako parametr

pomocniczy, a nie jako samodzielne kryterium wyboru modelu.

Zastosowanie modelu bez wyrazu wolnego ograniczato réwniez wptyw niewielkich,
przypadkowych zmian linii podstawowej na wartos¢ statego sktadnika réwnania. Decyzje
o zastosowaniu modelu przechodzacego przez poczatek uktadu wspétrzednych podejmowano
na podstawie zgodnosci modelu z charakterem sygnatu analitycznego oraz wynikami stezen

obliczonych zwrotnie, a nie wytacznie na podstawie wartosci R2.

Zakres roboczy ustalano indywidualnie dla kazdego analitu. Obejmowat on poziomy
stezen znajdujace sie na poziomie LOQ lub powyzej LOQ, uwzglednione w odpowiednim

modelu kalibracyjnym i spetniajgce przyjete kryteria btedu wzglednego.

Tabela 70. Parametry liniowych modeli kalibracyjnych dla wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD przy dtugosci

fali 278 nm.
. Liczba ’ . . .
. Zakres roboczy Liczba . Wspotczynnik  Réwnanie 2
Analit [ug/mL] ST powtor_zen na a S R
poziom

CBGO 1-250 8 5 0,0309 y =0,0309x 0,9989
CBDVA 1-250 8 5 0,2139 y =0,2139x 0,9994
CBND 1-250 8 5 0,0772 y=0,0772x 0,9984
CBDV 1-250 8 5 0,0303 y = 0,0303x 0,9983
CBDA 1-250 8 5 0,1755 y =0,1755x 0,9989
CBGA 1-250 8 5 0,1914 y =0,1914x 0,9991
CBG 1-250 8 5 0,0243 y =0,0243x 0,9998
CBD 1-250 8 5 0,0268 y =0,0268x 0,9992
THCV 1-250 8 5 0,0353 y =0,0353x 0,9995
CBN 1-250 8 5 0,5261 y =0,5261x 0,9994
CBCVA 1-250 7 5 0,1411 y=0,1411x 0,9998
CBNA 2,4-250 8 5 0,337 y =0,3370x 0,9993
A°-THC 2-250 7 5 0,0291 y =0,0291x 0,9993
CBL 2-250 8 5 0,0303 y = 0,0303x 0,9998
A°-THCA 6-250 7 5 0,2463 y =0,2463x 0,9986
CBC 1,8-250 8 5 0,2531 y =0,2531x 0,9994
CBCA 1-250 8 5 0,1384 y =0,1384x 0,9999
CBLA 1,5-250 8 5 0,1627 y =0,1627x 0,9983
A°-THCP 5-250 7 5 0,0323 y =0,0323x 0,9993

Jezeli dla poszczegdlnych pozioméw wyznaczano stezenie zwrotne, obliczono je przez

przeksztatcenie réwnania liniowego:
y—b

obliczone=——
a

gdzie:
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Cobliczone - Stezenie analitu obliczone na podstawie rownania kalibracyjnego, wyrazone
w pg/ml,

y - zmierzona powierzchnia piku,

a - wspotczynnik kierunkowy prostej kalibracyjne;j,

b - wyraz wolny réwnania.

Btqd wzgledny zostat obliczony wedtug réwnania:

Btad wzgledny obliczono w celu oceny doktadnosci oznaczen oraz identyfikacji
systematycznego zawyzania lub zanizania wynikéw wzgledem wartosci referencyjne;.
Parametr wyznaczono oddzielnie dla kazdego poziomu stezenia, co umozliwito réwniez ocene

poprawnosci zastosowanego modelu kalibracyjnego w catym badanym zakresie.

Cobliczone - Cnominalne
x100

Btad wzgledny[%] =

Cnominalne
gdzie:

Cobliczone - Stezenie wyznaczone na podstawie modelu kalibracyjnego,

Cnominalne - Nominalne stezenie roztworu kalibracyjnego.

Dodatnia warto$¢ btedu wzglednego wskazywata na zawyzenie wyniku wzgledem

stezenia nominalnego, natomiast warto$¢ ujemna na jego zanizenie.

Tabela 71. Wyniki kalibracji CBGO dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie Liczba Srednia powierzchnia SD RSD Stezenie Btad
nominalne [pug/ml] powtérzen piku [mAU:min] [mAU-min] [%] obliczone [pug/ml] wzgledny [%]

1 5 0,0308 0,000 0,92 1,00 -0,4620

5 5 0,1558 0,000 0,27 5,03 0,6684

10 5 0,2963 0,001 0,26 9,57 -4,2614
20 5 0,5665 0,002 0,36 18,30 -8,4779
50 5 1,5368 0,001 0,06 49,66 -0,6872
100 5 3,0998 0,003 0,08 100,16 0,1591
200 5 5,9973 0,007 0,11 193,78 -3,1112
250 5 7,8962 0,044 0,56 255,14 2,0540

Strona 137



Tabela 72. Wyniki kalibracji CBDVA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Ste'zenle Btad wzgledny
[ng/ml] powtorzen [mAU:min] [mAU-min] [%] chliczons [%]
[pg/ml]
1 5 0,2240 0,00 0,89 1,05 4,7200
5 5 1,1421 0,00 0,23 5,34 6,7932
12 5 2,5708 0,01 0,29 12,02 9,2698
25 5 5,2361 0,01 0,11 24,48 -2,0762
50 5 10,8168 0,01 0,08 50,57 1,1453
100 5 21,1732 0,02 0,07 98,99 -1,0064
200 5 43,8117 0,07 0,17 204,84 2,4186
250 5 52,7052 0,13 0,26 246,42 -1,4327
Tabela 73. Wyniki kalibracji CBND dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
_— . . “ g - — _— Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie
[ug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] obliczone [pug/ml] wzg[!;;iny
(1)
1 5 0,0837 0,0008 0,97 1,08 8,35
5 0,4230 0,0012 0,28 5,48 9,57
10 5 0,8481 0,0008 0,09 10,98 9,85
20 5 1,6825 0,0145 0,86 21,79 8,95
50 5 4,1323 0,0057 0,14 53,52 7,04
100 5 7,9789 0,0117 0,15 103,34 3,34
200 5 15,8670 0,0129 0,08 205,50 2,75
250 5 18,7912 0,0201 0,11 243,37 -2,65
Tabela 74. Wyniki kalibracji CBDV dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
o . . A . - o Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie
[nug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] obliczone [pug/ml] wzg[!;;iny
()
1 5 0,0327 0,0003 0,86 1,08 7,83
5 0,1622 0,0002 0,12 5,35 6,94
10 5 0,3310 0,0012 0,37 10,91 9,13
20 5 0,6634 0,0009 0,14 21,87 9,37
50 5 1,5346 0,0019 0,12 50,59 1,19
100 5 3,0465 0,0019 0,06 100,44 0,44
200 5 6,2981 0,0074 0,12 207,64 3,82
250 5 7,3825 0,0095 0,13 243,40 -2,64
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Tabela 75. Wyniki kalibracji CBDA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone Blad
. . . wzgledny
[nug/ml] powtérzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [ng/ml] (%]
1 5 0,1915 0,0006 0,33 1,09 9,14
5 0,9140 0,0014 0,16 5,21 4,17
10 5 1,9163 0,0071 0,37 10,92 9,20
20 5 3,5038 0,0078 0,22 19,97 -0,17
50 5 9,5430 0,0116 0,12 54,38 8,76
100 5 18,1774 0,0659 0,36 103,58 3,58
200 5 35,6891 0,0660 0,19 203,37 1,69
250 5 42,9852 0,0844 0,20 244,95 -2,02
Tabela 76. Wyniki kalibracji CBGA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
o . . I . - Lo Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone
[ug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [ng/ml] wz;.?ye;iny
()
1 5 0,2063 0,0038 1,84 1,08 7,78
5 0,9867 0,0053 0,54 5,15 3,10
10 5 2,0851 0,0122 0,58 10,89 8,93
20 5 4,1150 0,0088 0,21 21,50 7,49
50 5 9,7420 0,0336 0,35 50,89 1,79
100 5 18,7592 0,0230 0,12 98,00 -2,00
200 5 39,3505 0,1089 0,28 205,57 2,79
250 5 47,0892 0,0781 0,17 246,00 -1,60
Tabela 77. Wyniki kalibracji CBG dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
. . . “ g - — Lo Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone
o . . wzgledny
[ug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [ng/ml] (%]
1 5 0,0263 0,0003 1,02 1,08 7,98
5 0,1268 0,0007 0,58 5,21 4,14
10 5 0,2608 0,0031 1,17 10,71 7,11
20 5 0,4847 0,0017 0,35 19,91 -0,46
50 5 1,2885 0,0012 0,10 52,92 5,85
100 5 2,4896 0,0024 0,09 102,26 2,26
200 5 4,8429 0,0046 0,09 198,91 -0,54
250 5 6,0711 0,0046 0,08 249,36 -0,26
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Tabela 78. Wyniki kalibracji CBD dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

. Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone w2 qun
[ng/ml] powtérzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [nug/ml] g[;] v
(1)
1 5 0,0290 0,0001 0,31 1,08 8,15
5 0,1434 0,0005 0,38 5,36 7,19
10 5 0,2897 0,0011 0,39 10,83 8,27
20 5 0,5635 0,0027 0,49 21,06 5,29
50 5 1,2209 0,3650 0,40 45,63 -8,75
100 5 2,4194 0,5778 0,48 90,41 -9,59
200 5 5,4836 0,0239 0,44 204,92 2,46
250 5 6,5709 0,0151 0,23 245,55 -1,78
Tabela 79. Wyniki kalibracji THCV dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
. Btad
Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone w2 qun
[ug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [ng/ml] ?;] 4
()
1 5 0,0377 0,0004 1,04 1,07 6,74
5 0,1819 0,0014 0,77 5,15 3,03
10 5 0,3853 0,0004 0,11 10,91 9,15
20 5 0,7308 0,0021 0,29 20,70 3,51
50 5 1,8549 0,0019 0,10 52,54 5,09
100 5 3,5466 0,0020 0,06 100,46 0,46
200 5 7,1848 0,0027 0,04 203,52 1,76
250 5 8,6982 0,0066 0,08 246,39 -1,44
Tabela 80. Wyniki kalibracji CBN dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
Stezenie : Srednia Stezenie
L Btad led
nominalne ov:/cti')brjeﬁ powierzchnia SD [mAU-min] RSD [%] obliczone . VE’;? e
[ug/ml] P piku [mAU:min] [pg/ml] 0
1 5 0,5472 0,0015 0,28 1,04 4,01
5 5 2,8147 0,0046 0,16 5,35 7,00
10 5 5,7245 0,0507 0,89 10,88 8,81
20 5 11,2301 0,0051 0,05 21,35 6,73
50 5 27,1600 0,0124 0,05 51,62 3,25
100 5 53,5701 0,0454 0,08 101,82 1,82
200 5 107,0384 0,0961 0,09 203,45 1,73
250 5 129,4421 0,0489 0,04 246,03 -1,59
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Tabela 81. Wyniki kalibracji CBCVA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie . Sltednia . Stezenie
nominalne L|cz’ba " powm.rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wzgledny
powtdrzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
1 5 0,1481 0,0017 1,11 1,05 4,91
10 5 1,4088 0,0141 1,00 9,98 -0,18
20 5 2,5915 0,0032 0,13 18,36 -8,19
50 5 7,2220 0,0062 0,09 51,17 2,34
100 5 14,3116 0,0219 0,15 101,40 1,40
200 5 28,0145 0,0137 0,05 198,48 -0,76
250 5 35,3633 0,0784 0,22 250,55 0,22
Tabela 82. Wyniki kalibracji CBNA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
Stezenie . Snjednia . Stezenie
nominalne L|cz’ba ’ powm_rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Btad wzgledny
powtdrzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
2,4 5 0,8052 0,0086 1,07 2,39 -0,43
7,5 5 2,4911 0,0085 0,34 7,39 -1,43
15,5 5 5,2758 0,0270 0,51 15,66 1,01
32,5 5 11,0451 0,0632 0,57 32,78 0,86
55 5 18,5984 0,0186 0,10 55,19 0,35
100 5 35,0160 0,1400 0,40 103,91 3,91
200 5 68,4396 0,0738 0,11 203,10 1,55
250 5 82,8493 0,0503 0,06 245,87 -1,65
Tabela 83. Wyniki kalibracji A%-THC dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
Stezenie . Sr:ednia . Stezenie
no:'linalne L|cz’ba " pome_rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obficzone Btad wzgledny
powtodrzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
2 5 0,0602 0,0016 2,71 2,07 3,38
5 5 0,1537 0,0030 1,94 5,28 5,58
10 5 0,3157 0,0024 0,75 10,84 8,39
50 5 1,5589 0,0027 0,18 53,53 7,06
100 5 2,9909 0,0082 0,27 102,70 2,70
200 5 5,8948 0,0111 0,19 202,41 1,21
250 5 7,1715 0,0111 0,16 246,25 -1,50
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Tabela 84. Wyniki kalibracji CBL dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

5L Liczba ojvzz‘:zr::l:nia S 0 Bfad wzgledn
nominalne . P . SD [mAU-min] RSD [%] obliczone 3 oge v
[ug/ml] powtdrzen piku [ug/ml] [%]
[mAU:min]
2 5 0,0564 0,0014 2,57 1,86 -6,77
6 5 0,1901 0,0036 1,89 6,28 4,70
10 5 0,3278 0,0018 0,55 10,83 8,31
17 5 0,5282 0,0074 1,41 17,45 2,66
50 5 1,5964 0,0010 0,07 52,75 5,49
100 5 3,0574 0,0057 0,19 101,02 1,02
200 5 6,0531 0,0239 0,40 200,01 0,00
250 5 7,5380 0,0090 0,12 249,07 -0,37

Tabela 85. Wyniki kalibracji A°-THCA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie nominalne Liczba Srednia powierzchnia piku SD RSD Stezenie obliczone Blad
[ug/ml] powtdrzen [mAU-min] [mAU-min] [%] [ng/ml] wzg[‘l,/e;iny
()
6 5 1,5318 0,0103 0,67 6,22 3,66
10 5 2,6961 0,0082 0,31 10,95 9,47
20 5 5,1432 0,0078 0,15 20,88 4,42
55 5 14,2573 0,0055 0,04 57,89 5,26
100 5 25,0181 0,0821 0,33 101,58 1,58
200 5 50,4153 1,1909 2,36 204,71 2,35
250 5 60,3020 0,0754 0,13 244,85 -2,06
Tabela 86. Wyniki kalibracji CBC dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
STl Liczba pO\ISv:z‘:zTI?nia ARG Bfad wzgledny
nominalne L, R SD [mAU-min] RSD [%] obliczone
powtdrzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
1,8 5 0,4568 0,0025 0,54 1,80 0,25
6 5 1,4876 0,0046 0,31 5,88 -2,06
10 5 2,6873 0,0053 0,20 10,62 6,16
17 5 4,2373 0,0155 0,37 16,74 -1,53
50 5 12,9041 0,0317 0,25 50,98 1,95
100 5 24,7550 0,4921 1,99 97,79 -2,21
200 5 49,6297 0,1345 0,27 196,06 -1,97
250 5 64,2554 0,3688 0,57 253,84 1,53
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Tabela 87. Wyniki kalibracji CBCA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.

Stezenie . Sltednia . Stezenie
nominalne L|cz’ba " powm.rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wzgledny
powtdrzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
1 5 0,1491 0,0025 1,68 1,08 7,77
5 5 0,7154 0,0058 0,82 5,17 3,39
10 5 1,2681 0,0105 0,83 9,16 -8,36
17 5 2,3456 0,0037 0,16 16,95 -0,29
50 5 6,8861 0,0167 0,24 49,76 -0,48
100 5 13,6133 0,0463 0,34 98,37 -1,63
200 5 27,9285 0,0231 0,08 201,82 0,91
250 5 34,4954 0,0373 0,11 249,27 -0,29
Tabela 88. Wyniki kalibracji CBLA dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
Stezenie . Sr.ednia . Stezenie
no:ﬁnalne L|czlba , powne.rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obficzone Btad wzgledny
powtorzen piku [%]
[ng/ml] [mAU-min] [ng/ml]
1,5 5 0,2428 0,0034 1,40 1,49 -0,55
5 5 0,7718 0,0052 0,68 4,74 -5,15
10 5 1,7542 0,0129 0,73 10,78 7,79
16 5 2,6853 0,0194 0,72 16,50 3,13
45 5 7,4342 0,0224 0,30 45,68 1,52
100 5 14,8889 0,0298 0,20 91,49 -8,51
200 5 32,0874 0,0746 0,23 197,18 -1,41
250 5 41,5761 0,0513 0,12 255,48 2,19
Tabela 89. Wyniki kalibracji A%-THCP dla detekcji UV-VIS/DAD przy 278 nm.
Stezenie . Sr:ednia . Stezenie
nominalne L|czlba . powne‘rzchma SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Blad wzgledny
powtdérzen piku [%]
[ng/mi] [mAU-min] [ng/mi]
5 5 0,1605 0,0052 3,27 4,98 -0,49
10 5 0,3520 0,0022 0,61 10,91 9,08
20 5 0,6448 0,0032 0,50 19,98 -0,09
50 5 1,5486 0,0071 0,46 47,99 -4,03
100 5 3,1696 0,0031 0,10 98,22 -1,78
200 5 6,6116 0,0086 0,13 204,88 2,44
250 5 7,9763 0,0039 0,05 247,17 -1,13

Stezenia obliczone zwrotnie oraz wartosci btedu wzglednego wyznaczano na podstawie
niezaokraglonych wartosci powierzchni pikow oraz wspoétczynnikdw modelu. Ewentualne

réznice miedzy wartosciami obliczonymi na podstawie danych niezaokraglonych a wartosciami
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odtworzonymi z danych przedstawionych w tabelach wynikajg z zaokraglenia prezentowanych

wartosci.

11.9.2 Obliczenia dla kalibracji z wykorzystaniem detektora CAD
Kalibracje wariantu UHPLC-CORONA CAD przeprowadzono metodg wzorca
zewnetrznego. Sygnat analityczny stanowita powierzchnia piku chromatograficznego,
wyrazona w pA-min. Plan kalibracji obejmowat wykonanie pieciu nastrzykéw dla kazdego
poziomu stezenia. Dla wiekszosci analitéw w arkuszu zrédtowym dostepnych byto szes¢ lub
siedem poziomoéw stezen, przy czym kazdy poziom obejmowat pie¢ wynikéw pomiarowych.

Odstepstwa w tym zakresie, dotyczgce CBD i A°-THC, opisano ponizej.

Podstawowy zestaw poziomoéw stezen obejmowat wartosci 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200
i 250 pg/ml. Do budowy modeli kalibracyjnych dla wariantu CAD uwzgledniano jednak
wyfacznie poziomy stezen mieszczace sie w indywidualnym zakresie roboczym danego analitu.
Rzeczywiste zestawy poziomdw stezern wykorzystane w analizie, odtworzone na podstawie

arkuszy zrédtowych, przedstawiono w Tabeli 89.

Tabela 90. Poziomy kalibracyjne udokumentowane dla wariantu UHPLC-CORONA CAD.

Analit Poziomy stezen wigczone do zestawienia [pg/ml
CBGO, CBND, CBDV, CBDA, CBG,
5; 10; 20; 50; 100; 200; 250
CBD, THCV
CBDVA 5;11; 25; 50; 100; 200; 250
CBGA, CBN 5; 10; 20; 50; 100; 200
CBCVA 10; 20; 50; 100; 200; 250
CBNA 7,5; 15,5; 32,5; 55; 100; 200; 250
A°-THC 10; 50; 100; 200; 250*
CBL 6; 10; 17; 50; 100; 200; 250
A°-THCA 10; 20; 55; 100; 200; 250
CBC 6; 10; 17; 50; 100; 200; 250
CBCA 5; 10; 17; 50; 100; 200; 250
CBLA 10; 16; 45; 100; 200; 250
A°-THCP 10; 20; 50; 100; 200; 250

Poza podstawowym zestawem kalibracyjnym dla wybranych analitéw przygotowano

dodatkowe poziomy stezen: 6 ug/ml dla CBL i CBC; 7,5, 15,5, 32,5 i 55 pg/ml dla CBNA; 11 25
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ug/ml dla CBDVA; 16 i 45 pg/ml dla CBLA; 17 pg/ml dla CBL, CBC i CBCA oraz 55 pug/ml dla
A°-THCA. Dodatkowe poziomy wprowadzono w celu zwiekszenia liczby punktéw kalibracyjnych
W nizszej czesci zakresu roboczego, dokfadniejszego odwzorowania odpowiedzi detektora CAD
oraz poprawy doktadnosci stezed obliczonych zwrotnie. Rozwigzanie to umozliwito lepsze
dopasowanie modelu kalibracyjnego w zakresie niskich stezenn w tym w poblizu indywidualnej
granicy oznaczalnosci poszczegélnych analitéw. Kazdy dodatkowy poziom analizowano

w pieciu powtdrzeniach.

Ze wzgledu na nieliniowg charakterystyke odpowiedzi detektora CAD zaleznosé

pomiedzy powierzchnig piku a stezeniem analitu opisano réwnaniem regresji kwadratowej:
y=ax?+bx+c
gdzie:

y - powierzchnia piku chromatograficznego wyrazona w pA-min,

X - stezenie analitu w roztworze kalibracyjnym wyrazone w pg/mi,
a - wspotczynnik sktadnika kwadratowego,

b - wspdtczynnik sktadnika liniowego,

c - wyraz wolny réwnania regres;ji.

Dla poszczegdlnych analitéw zastosowano wazenie 1/x albo 1/x? zgodnie z Tabelg 88:

1
w; =—;lub w; =

x; ’

e

gdzie:

wi - waga przypisana do danego punktu kalibracyjnego,

Xi - nominalne stezenie analitu dla danego punktu kalibracyjnego.

Wazenie 1/x zastosowano dla 9 analitéw, a wazenie 1/x* dla 10 analitéw. Przypisanie

wag do analitéw przedstawiono w Tabeli 90.

Dla kazdego analitu wyznaczano parametry modelu regresji, rownanie krzywej
kalibracyjnej, wspétczynnik determinacji R?, zakres roboczy oraz liczbe poziomdéw
kalibracyjnych uwzglednionych w modelu. Zakres roboczy ustalano indywidualnie dla
poszczegdblnych analitéw, z uwzglednieniem granicy oznaczalnosci oraz jakosci dopasowania

modelu.
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Tabela 90 zawiera wartosci wspétczynnika determinacji R%, natomiast w Tabelach 91-
109 przedstawiono stezenia obliczone zwrotnie oraz odpowiadajgce im btedy wzgledne. Nie
przedstawiono odrebnych kryteriéw akceptacji dla wartosci R? ani wynikéw oceny reszt

modeli.

Tabela 91. Parametry kwadratowych modeli kalibracyjnych z wazeniem 1/x lub 1/x? dla wariantu UHPLC-CAD.

LG Liczba Powtodrzenia
Analit roboczy . R (a) (b) (c) (R?) Wazenie
pozioméw' na poziom
[ng/ml]

CBGO 5-250 7 5 -0,000034 0,0373 -0,0387 0,9989 1/x?
CBDVA 5-250 7 5 -0,000066 0,0403 0,0732 0,9974 1/x?
CBND 5-250 7 5 -0,000057 0,0394 0,0000 0,9976 1/x?
CBDV 5-250 7 5 -0,000013 0,0249 -0,0584 0,9987 1/x*
CBDA 5-250 7 5 -0,000069 0,0410 0,0533 0,9976 1/x?
CBGA 5-200 6 5 -0,000071 0,0448 0,1053 0,9987 1/x
CBG 5-250 7 5 -0,000068 0,0485 0,0942 0,9984 1/x
CBD 5-250 7 5 -0,000061 0,0426 -0,0420 0,9971 1/x?
THCV 5-250 7 5 -0,000040 0,0347 -0,0656 0,9978 1/x?
CBN 5-200 6 5 -0,000083 0,0504 0,0619 0,9985 1/x
CBCVA 10-250 6 5 -0,000041 0,0463 -0,0263 0,9987 1/x
CBNA 7,5-250 7 5 -0,000059 0,0443 0,0193 0,998 1/x2
A°-THC 10-250 6 5 -0,000065 0,0564 0,0287 0,9996 1/x
CBL 6-250 7 5 -0,000018 0,0353 -0,1217 0,9973 1/x2
Ag.THCA 10-250 6 5 -0,000043 0,0497 0,041 0,9992 1/x
CBC 6-250 7 5 -0,000039 0,0455 -0,0375 0,9987 1/x
CBCA 5-250 7 5 -0,000028 0,0459 0,0344 0,9991 1/x
CBLA 10-250 6 5 0,000004 0,0244 0,0776 0,9983 1/x
A9-THCP 10-250 6 5 -0,000037 0,0518 0,2581 0,9984 1/x

Zgodnos¢ modeli kalibracyjnych oceniano na podstawie stezen obliczonych zwrotnie
oraz odpowiadajgcych im btedéw wzglednych. Poziom kalibracyjny uznawano za zgodny
z kryteriami, jezeli bezwzgledna warto$é btedu wzglednego nie przekraczata 15% dla poziomow
powyzej granicy oznaczalnosci. Dla najnizszego poziomu kalibracyjnego, odpowiadajgcego LOQ
danego analitu, przyjeto kryterium |RE| £ 20%. Model uznawano za akceptowalny, jezeli
kryteria te byty spetnione dla wszystkich pozioméw uwzglednionych w deklarowanym zakresie
roboczym w tym dla poziomu najnizszego i najwyzszego. Dodatkowo uwzgledniano brak
systematycznego trendu btedow wzglednych oraz losowy rozktad reszt wokodt wartosci
zerowej. Wspotczynnik determinacji R? traktowano jako parametr pomocniczy oceny

dopasowania modelu, a nie jako samodzielne kryterium jego akceptacji (ICH Q2(R2), 2023).

Dla kazdego analitu poréwnano modele regresji kwadratowej z wazeniem 1/x oraz 1/x?,
wyznaczone na podstawie tego samego zestawu danych kalibracyjnych. Sposéb wazenia

wybierano sposrdd modeli spetniajgcych kryteria akceptacji stezenn obliczonych zwrotnie.
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Podstawe wyboru stanowita mniejsza suma bezwzglednych wartosci btedéw wzglednych oraz
brak systematycznego przebiegu reszt w funkcji stezenia. Jezeli oba warianty wazenia spetniaty
przyjete kryteria akceptacji, wybierano model charakteryzujacy sie mniejszg wartos$cig sumy
|[RE|. W przypadku zblizonych wartosci tego parametru preferowano model zapewniajacy
mniejszy maksymalny btgd wzgledny w dolnej czesci zakresu kalibracyjnego. Przyjete sposoby

wazenia dla poszczegdlnych analitéw przedstawiono w Tabeli 90.

Wyznaczenie stezenia z modelu kwadratowego

Stezenie analitu obliczano przez przeksztatcenie réwnania regres;ji:
y=ax*+bx+c

Po rozwigzaniu rownania kwadratowego otrzymuje sie:

_ —b+b?—4a(c—-y)
- 2a

X

gdzie:

x - obliczone stezenie analitu,

¥ - zmierzona powierzchnia piku,

a, b, ¢ - wspétczynniki modelu kalibracyjnego.

Sposrod rozwigzan réwnania wybierano dodatnie rozwigzanie odpowiadajgce

zakresowi roboczemu zastosowanej krzywej kalibracyjnej.

Sposdb obliczania réznicy pomiedzy stezeniem obliczonym a nominalnym oraz btedu
wzglednego przedstawiono w punkcie 11.1.2. Z tego wzgledu w niniejszym podrozdziale nie
powtarzano odpowiednich réwnan ani definicji. W tabelach wynikéw kalibracji dla detekgji
CORONA CAD przedstawiono wytgcznie wartosci uzyskane na podstawie opisanej wczesniej

procedury obliczeniowe;j.
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Tabela 92. Wyniki kalibracji CBGO dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie Btad wzgledny
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone %]
[pg/ml] piku [mAU-min] [pe/ml]
5 5 0,1480 0,0019 1,26 5,03 0,65
10 5 0,3271 0,0095 2,89 9,91 -0,93
20 5 0,6806 0,0077 1,13 19,66 -1,72
50 5 1,7804 0,0474 2,66 51,23 2,46
100 5 3,3667 0,0759 2,25 100,73 0,73
200 5 5,9056 0,1804 3,06 194,32 -2,84
250 5 7,2202 0,1426 1,97 254,45 1,78
Tabela 93. Wyniki kalibracji CBDVA dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wuzgledny
[pg/ml] piku [mAU-min] [pe/ml] %]
5 5 0,2694 0,0064 2,36 4,91 -1,86
11 5 0,5297 0,0119 2,25 11,54 4,95
25 5 1,0299 0,0262 2,54 24,73 -1,07
50 5 1,9221 0,0653 3,40 49,93 -0,13
100 5 3,3228 0,0966 2,91 95,45 -4,55
200 5 5,5503 0,0615 1,11 202,71 1,36
250 5 6,1386 0,0560 0,91 263,21 5,28
Tabela 94. Wyniki kalibracji CBND dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obﬁczone Bad wozgledny
[ug/mi] piku [mAU-min] [ug/mi] -
5 5 0,1950 0,0021 1,08 4,98 -0,38
10 5 0,3831 0,0097 2,52 9,86 -1,42
20 5 0,8093 0,0204 2,52 21,18 5,88
50 5 1,7936 0,0321 1,79 48,95 -2,09
100 5 3,2428 0,0624 1,93 95,37 -4,63
200 5 5,6289 0,1056 1,88 201,08 0,54
250 5 6,4192 0,0941 1,47 261,28 4,51
Tabela 95. Wyniki kalibracji CBDV dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wozgledny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] %1
5 5 0,0642 0,0012 1,94 4,95 -1,08
10 5 0,1945 0,0061 3,16 10,23 2,33
20 5 0,4369 0,0159 3,64 20,14 0,70
50 5 1,1181 0,0295 2,64 48,56 -2,88
100 5 2,2991 0,0487 2,12 100,03 0,03
200 5 4,4949 0,0908 2,02 204,92 2,46
250 5 5,2813 0,1280 2,42 246,19 -1,52
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Tabela 96. Wyniki kalibracji CBDA dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie Btad wzgledny
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone %]
[pg/ml] piku [mAU-min] [pe/ml]
5 5 0,2541 0,0087 3,41 4,94 -1,22
10 5 0,4702 0,0115 2,44 10,35 3,50
20 5 0,8275 0,0267 3,23 19,53 -2,37
50 5 1,9657 0,0384 1,96 51,03 2,05
100 5 3,3618 0,0543 1,62 96,29 -3,71
200 5 5,5386 0,0406 0,73 203,25 1,63
250 5 6,0269 0,0134 0,22 255,15 2,06
Tabela 97. Wyniki kalibracji CBGA dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Bad wozgledny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] %]
5 5 0,3129 0,0043 1,37 4,67 -6,55
10 5 0,5632 0,0157 2,78 10,40 4,02
20 5 1,0023 0,0291 2,91 20,72 3,61
50 5 2,1783 0,0620 2,84 50,35 0,69
100 5 3,7907 0,0634 1,67 97,44 -2,56
200 5 6,2412 0,1356 2,17 202,27 1,13
Tabela 98. Wyniki kalibracji CBG dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wozgledny
[ug/mi] piku [MAU-min] [ug/mi] -
5 5 0,3142 0,0019 0,60 4,57 -8,69
10 5 0,6047 0,0044 0,72 10,69 6,85
20 5 1,0450 0,0335 3,20 20,18 0,88
50 5 2,4333 0,0554 2,28 52,02 4,04
100 5 4,1634 0,1429 3,43 97,12 -2,88
200 5 6,9605 0,1579 2,27 194,64 -2,68
250 5 8,0959 0,1415 1,75 258,86 3,54
Tabela 99. Wyniki kalibracji CBD dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obficzone Bad wozgledny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] %]
5 5 0,1668 0,0055 3,31 4,94 -1,29
10 5 0,3839 0,0187 4,86 10,14 1,44
20 5 0,8022 0,0236 2,94 20,41 2,06
50 5 1,9146 0,0495 2,59 49,42 -1,16
100 5 3,3904 0,0705 2,08 92,93 -7,07
200 5 6,0603 0,1651 2,72 201,41 0,71
250 5 6,9390 0,1051 1,51 263,01 5,20
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Tabela 100. Wyniki kalibracji THCV dla detekcji CAD.

Stezenie

Srednia

Stezenie

nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wnzgledny
[pg/ml] piku [mAU-min] [pe/ml] %]
5 5 0,1044 0,0043 4,15 4,93 -1,40
10 5 0,2889 0,0134 4,64 10,35 3,48
20 5 0,6032 0,0202 3,35 19,74 -1,31
50 5 1,5881 0,0424 2,67 50,68 1,36
100 5 2,9044 0,0846 2,91 96,51 -3,49
200 5 5,2187 0,1430 2,74 198,32 -0,84
250 5 6,1804 0,1320 2,14 257,64 3,06
Tabela 101. Wyniki kalibracji CBN dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Bad wozglqdny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] %]
5 5 0,2920 0,0010 0,33 4,61 -7,87
10 5 0,5842 0,0172 2,94 10,56 5,56
20 5 1,0628 0,0103 0,97 20,58 2,88
50 5 2,4152 0,0465 1,92 51,04 2,08
100 5 4,1384 0,1248 3,02 96,28 -3,72
200 5 6,8560 0,0630 0,92 202,98 1,49
Tabela 102. Wyniki kalibracji CBCVA dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wozgledny
[ug/mi] piku [MAU-min] [ug/mi] -
10 5 0,4453 0,0237 4,60 10,01 0,12
20 5 0,8831 0,0183 2,07 19,84 -0,78
50 5 2,2261 0,0310 1,39 51,13 2,25
100 5 4,1117 0,1239 3,01 98,40 -1,60
200 5 7,4611 0,1303 1,75 196,09 -1,96
Tabela 103. Wyniki kalibracji CBNA dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obficzone Bad wozgledny
[ug/mi] piku [mAU-min] [ug/mi] -
7,5 5 0,3430 0,0074 2,15 7,38 -1,66
15,5 5 0,7175 0,0065 0,91 16,09 3,83
32,5 5 1,4161 0,0199 1,41 32,95 1,37
55 5 2,2332 0,0378 1,69 53,77 -2,24
100 5 3,7189 0,0701 1,89 95,53 -4,47
200 5 6,7815 0,0611 0,90 211,95 5,97
250 5 7,3540 0,1286 1,75 244,69 -2,12
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Tabela 104. Wyniki kalibracji A°-THC dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie

nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wnzgle,dny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] (%l
10 5 0,5813 0,0136 2,35 9,92 -0,83
50 5 2,7364 0,0657 2,40 51,05 2,09
100 5 4,9490 0,1057 2,14 98,48 -1,52
200 5 8,7160 0,0635 0,73 200,43 0,22
250 5 10,0658 0,0671 0,67 250,26 0,11
Tabela 105. Wyniki kalibracji CBL dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wuzgledny
[pg/mli] piku [mAU-min] [pe/ml] %]
6 5 0,0943 0,0045 4,82 6,15 2,42
10 5 0,2237 0,0052 2,31 9,85 -1,54
17 5 0,4381 0,0049 1,12 16,01 -5,84
50 5 1,6482 0,0547 3,32 51,56 3,13
100 5 3,3600 0,0785 2,34 104,36 4,36
200 5 6,1154 0,1109 1,81 196,90 -1,55
250 5 7,4877 0,1169 1,56 247,41 -1,03

Tabela 106. Wyniki kalibracji CBC dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie Biad wzgledny
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] . o
ug/mi] piku [mAU-min] obliczone [pg/m] [%]
6 5 0,2220 0,0036 1,64 5,73 -4,56
10 5 0,4282 0,0090 2,11 10,32 3,17
17 5 0,7175 0,0113 1,58 16,82 -1,05
50 5 2,2478 0,0455 2,02 52,55 5,11
100 5 4,0507 0,1343 3,32 98,03 -1,97
200 5 7,3374 0,1555 2,12 194,37 -2,81
250 5 9,0513 0,1266 1,40 255,67 2,27

Tabela 107. Wyniki kalibracji A%-THCA dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie

nominalne Liczba powtdrzenn powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Bad wozgledny
[ug/mi] piku [mAU-min] [ug/mi] %]
10 5 0,5305 0,0043 0,81 9,93 -0,75
20 5 1,0425 0,0272 2,61 20,62 3,08
55 5 2,5792 0,0912 3,53 53,49 -2,74
100 5 4,6074 0,0752 1,63 100,37 0,37
200 5 8,3955 0,1976 2,35 203,57 1,78
250 5 9,7143 0,0940 0,97 247,03 -1,19
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Tabela 108. Wyniki kalibracji CBCA dla detekcji CAD.

Stezenie Srednia Stezenie Btad wzgledny
nominalne Liczba powtdrzern powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone %]
[pg/ml] piku [mAU-min] [pe/ml]
5 5 0,2564 0,0040 1,57 4,85 -2,97
10 5 0,4697 0,0157 3,34 9,54 -4,59
17 5 0,8677 0,0171 1,97 18,36 8,02
50 5 2,2872 0,0569 2,49 50,64 1,29
100 5 4,2763 0,1071 2,50 98,27 -1,73
200 5 8,0513 0,1544 1,92 198,49 -0,75
250 5 9,8373 0,1748 1,78 251,95 0,78
Tabela 109. Wyniki kalibracji CBLA dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzen powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Bad wozgledny
[ug/ml] piku [mAU-min] [ng/ml] %]
10 5 0,3034 0,0026 0,86 9,25 -7,48
16 5 0,4855 0,0130 2,69 16,70 4,38
45 5 1,2404 0,0112 0,90 47,39 5,31
100 5 2,5193 0,0408 1,62 98,78 -1,22
200 5 4,9503 0,1285 2,59 194,45 -2,78
250 5 6,5076 0,1809 2,78 254,42 1,77
Tabela 110. Wyniki kalibracji A>-THCPA® dla detekcji CAD.
Stezenie Srednia Stezenie
nominalne Liczba powtdrzenn powierzchnia  SD [mAU-min] RSD [%] obliczone Biad wozgledny
[ug/mi] piku [mAU-min] [ug/mi] -
10 5 0,7876 0,0199 2,53 10,30 3,01
20 5 1,2421 0,0337 2,71 19,27 -3,65
50 5 2,7857 0,1107 3,97 50,66 1,31
100 5 4,9800 0,1018 2,04 98,09 -1,91
200 5 9,3529 0,2205 2,36 206,16 3,08
250 5 10,7310 0,2761 2,57 245,57 -1,77

11.9.3 Obliczenia precyzji dla detektora CAD
Precyzje oceniono w dwodch aspektach: jako powtarzalno$¢ oraz jako precyzje
posrednig, obejmujgcg odrebnie warianty UHPLC-CORONA CAD i UHPLC-UV-VIS/DAD.
W zakresie precyzji posredniej nie przedstawiono oddzielnych danych dotyczacych zmiennosci

miedzyaparatowe;j.

Dla kazdego analitu analizowano trzy pojedyncze wyniki. Na ich podstawie obliczono

Srednig arytmetyczng, odchylenie standardowe oraz wzgledne odchylenie standardowe (RSD).
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Kryterium akceptacji dla ocenianych wariantéw precyzji wynosito:
RSD < 5,0%

Wyniki spetniajgce powyzsze kryterium uznawano za zgodne z przyjetym wymaganiem

precyzji w badanych warunkach.

Wyniki uzyskane w ramach oceny przydatnosci systemu chromatograficznego nie byty
utozsamiane z precyzjq catej procedury analitycznej. Kolejne nastrzyki tego samego roztworu
wzorcowego stuzyty do oceny powtarzalnosci odpowiedzi ukfadu chromatograficznego
i procesu nastrzyku. Natomiast ocena precyzji procedury wymaga uwzglednienia wynikéw

uzyskanych z niezaleznych przygotowan roztwordw analitycznych lub prébek.

Powtarzalnos¢ CAD

P owtarzalnos$¢ wariantu UHPLC-CORONA CAD oceniono na podstawie trzech wynikéw
uzyskanych w krétkim przedziale czasu, przy zachowaniu tych samych warunkéw
analitycznych. Dla kazdego analitu wyznaczono s$rednig arytmetyczng, odchylenie
standardowe (SD) oraz wzgledne odchylenie standardowe (RSD). Uzyskane wyniki

przedstawiono w Tabeli 110.

Wartosci RSD dla poszczegdlnych analitdw miescity sie w zakresie od 0,13 do 4,63%.
Najnizszg zmienno$¢ wynikéw odnotowano dla CBN (RSD = 0,13%), natomiast najwyzszg dla
CBGA (RSD = 4,63%). Dla pozostatych analitéw wartosci RSD wynosity od 0,26 do 4,20%.
Pomimo zrdznicowania wartosci RSD, dla wszystkich ocenianych analitéw uzyskane wyniki

spetniaty przyjete kryterium akceptacji, wynoszace RSD <5,0%.

Srednie wartodci stezern uzyskane z trzech powtdrzed pozostawaty zblizone do
poziomdéw nominalnych. Najwieksze wzgledne réznice pomiedzy poszczegdlnymi wynikami
obserwowano dla analitéw charakteryzujgcych sie wyzszymi wartosciami RSD, jednak rozrzut
ten nie przekraczat przyjetego poziomu akceptacji. W przypadku wiekszosci analitéw uzyskane
wartosci RSD byty wyraznie nizsze od wartosci granicznej 5,0%, co wskazuje na stabilng

odpowiedz uktadu pomiarowego w analizowanych warunkach.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze wariant UHPLC-CORONA CAD

charakteryzowat sie zadowalajgcg powtarzalnoscig wynikédw w badanym zakresie stezen.
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Najwiekszg zmiennos$¢ odpowiedzi obserwowano dla CBGA, jednak réwniez w tym przypadku
wartos¢ RSD pozostawata ponizej przyjetego kryterium akceptacji. Wyniki potwierdzajg zatem
powtarzalnos¢ pomiaréw wykonywanych w tych samych, kontrolowanych warunkach

analitycznych.

Tabela 111. Wyniki oceny powtarzalnosci metody.

. . Wynik1 Wynik2 Wynik3 . RSD .

Analit  Poziom [ug/ml] (g/mi] [ug/mi] [ug/mi] Srednia  SD (%] Kryterium Ocena
CBGO 5 5,07 508 518 511 006 1,18  <50% spetnia
kryterium

CBDVA 5 5,28 5,45 527 533 0,10 1,8 <50% spefnia
kryterium

i

CBND 5 481 445 466 464 018 398  <50% Speiia
kryterium

i

=Y 5 497 504 493 498 006 116  <50% Speinia
kryterium

el 5 553 534 563 550 015 270 <50% spefnia
kryterium

CBGA 5 558 565 518 547 025 463 <50% spefnia
kryterium

CBG 5 5,23 5,58 5,17 5,33 0,22 4,20 <5,0% SpE’rr?la
kryterium

CBD 5 495 493 495 494 001 026 <50% spenia
kryterium

THCV 5 4,38 4,44 441 441 0,03 0,66 <50% spefnia
kryterium

i

CBN 5 496 496 495 49 001 013  <50% R
kryterium

G 5 485 499 514 499 014 288  <50% spetnia
kryterium

CBNA 5 4,86 4,77 4,74 4,79 0,07 1,35 <5,0% Spefr?la
kryterium

A°-THC 10 10,35 1001 9,98 10,11 021 2,05  <50% speinia
kryterium

i

CBL 5 5,46 5,44 5,42 5,44 0,02 0,42 <5,0% spe r?la
kryterium

i

A°-THCA 5 4,88 495 514 499 013 2,68 <50% spefnia
kryterium

GEE 10 1028 994 1059 1027 033 3,17  <50% spenia
kryterium

Ini

CBCA > 608 613 607 609 003 047 <50% speinia
kryterium

il 5 472 472 465 470 004 079  <50% spefnia
kryterium

A°-THCP 5 446 469 478 464 016 352 <50% spefnia
kryterium

Nalezy podkreslic, ze przedstawiona ocena dotyczy powtarzalnosci wynikow

uzyskanych w kroétkim czasie i przy zachowaniu tych samych warunkéw pomiarowych. Nie
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obejmuje ona zmiennosci wynikajgcej z niezaleznego przygotowania probek, zmian warunkow
analitycznych ani zastosowania innego aparatu. Z tego wzgledu wyniki te stanowig ocene
powtarzalnosci i nie powinny byc¢ interpretowane jako petna charakterystyka precyzji

posredniej procedury analityczne;.

Precyzja posrednia dla detektora CAD i UV-VIS/DAD

Wyniki oceny precyzji posredniej przedstawiono w Tabelach 111 i 112. Dla kazdego
z 19 analizowanych kannabinoidéw wykonano trzy oznaczenia, a precyzje oceniono na
podstawie wartosci wzglednego odchylenia standardowego (RSD). Przyjete kryterium

akceptacji wynosito RSD <5,0%.

Dla wariantu UHPLC-CORONA CAD wartosci RSD miescity sie w zakresie 0,30-4,80%.
Wszystkie wyniki spetnity przyjete kryterium, co potwierdza zachowanie wymaganej precyzji

posredniej w badanych warunkach.

W przypadku wariantu UHPLC-UV-VIS/DAD wartosci RSD byty nizsze i miescity sie
w zakresie 0,20 - 4,41%. Najnizszg warto$¢ uzyskano dla CBDA (0,20%), a najwyzszg dla CBCVA
(4,41%). Wartosc¢ RSD przekraczajgca 4,0% uzyskano takze dla CBGO (4,10%). Dla pozostatych
kannabinoidow RSD nie przekraczato 4,0%, a wszystkie 19 wynikdw spetnito przyjete

kryterium.

Poréwnanie obu wariantow wskazuje na mniejszg zmiennos¢ wynikéw uzyskanych
z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD. W wariancie CAD wieksze wartosci RSD obserwowano
przede wszystkim dla kilku analitéow, jednak réwniez w tych przypadkach nie przekroczono
wartosci granicznej 5,0%. Otrzymane wyniki wskazujg zatem, ze oba warianty detekc;ji spetniaty

wymagania dotyczgce precyzji posredniej dla wszystkich 19 analizowanych kannabinoidéw.
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Tabela 112. Wyniki oceny precyzji posredniej dla detektora CAD.

. Poziom Wynikl Wynik2 Wynik3 Srednia RSD .
goalt SD Kryterium  Ocena
[ng/ml] [pg/ml]  [ug/ml] [pg/ml] [pg/ml] %

CBGO | 40 4142 4128 4117 4129 013 030 s50% | bom
kryterium

CBDVA | 50 4935 4957 4878 4924 041 083 s<50%  SPen
kryterium

CBND | 45 3991 4234 4142 4123 123 298 <50%  Pen@
kryterium

GBDV | 40 3055 2987 2920 2987 068 228 <50%  SPem
kryterium

CBDA | 50 44,65 41,26 4387 4326 178 411 <50%  SPem
kryterium

CBGA | 50 5052 4589 4814 4818 232 480 <50%  SPen@
kryterium

BG | 45 4837 5191 4802 4943 2,15 435 <50%  SPen@
kryterium

GBD | 40 4027 4346 42,03 41,92 160 381 <50%  Pem@
kryterium

THCV | 45 4036 4076 3959 4024 060 148 <50%  cPemni@
kryterium

GBN | 50 4833 4575 4888 47,65 167 351 s<50%  Pema
kryterium

oy

CBCVA | 50 5422 5392 5755 5523 2,02 3,65 <50%  ooone
kryterium

n

CBNA | 100 9695 99,93 9498 97,28 2,49 256 <50%  hone
kryterium

A°THC| 55 3993 3938 3666 3865 175 453 <50%  SPona
kryterium

GBL | 50 3591 3720 3508 3606 1,07 297 s50%  Pemi@
kryterium

ATHCA| 50 3671 3785 3689 3715 061 165 <50% | Pema
kryterium

CBC | 50 4572 4360 4374 4435 118 267 <50% oo
kryterium

CBCA | 40 5032 4743 4880 4885 145 296 <50% spetnia
kryterium

CBLA | 50 4961 4658 4621 4747 1,87 394 ss0% | cPemni@
kryterium

oy

A-THCP| S0 4507 4876 4739 4708 186 39 <50% 0ol
kryterium
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Tabela 113. Wyniki oceny precyzji posredniej dla detektora UV-VIS/DAD.

.. Poziom Wynik1 Wynik2 Wynik3 Srednia RSD .
Sl SD Kryterium Ocena
[ng/ml] [pg/ml]  [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] % Y

"

CBGO | 40 3899 3636 3634 3723 153 40 <50%  one
kryterium

CBDVA | 50 51,72 51,54 51,51 51,59 0,11 022  <5,0% Ll
kryterium

GBND | 45 4637 4583 4617 4613 027 059 s<50%  cPemni@
kryterium

GBDV | 40 42,00 4308 4088 4202 110 262 <50%  SPemi
kryterium

CBDA | 50 49,99 4981 4983 498 010 020 <50%  SPemi
kryterium

CBGA | 50 49,61 4943 4944 4950 0,10 021 <50%  SPen@
kryterium

CBG | 45 4493 4470 4481 4481 012 026 <50%  Pemni@
kryterium

GBD | 40 4220 4207 41,87 4208 021 050 <50%  cPemi@
kryterium

THCV | 45 4636 4627 4608 4624 015 031 <50%  Pem@
kryterium

CBN | 50 48,61 49,68 4892 49,07 055 1,12  <50% spetnia
kryterium

CBCVA | 50 5164 47,03 47,84 4914 217 441 <50%  SPen@
kryterium

CBNA | 100 97,55 98,14 97,57 97,75 033 034 <50% spetnia
kryterium

AO-THC | 55 56,70 56,60 5598 5643 039 069 <50% spefnia
kryterium

GBL | S0 4781 4764 4739 4761 021 044 <50%  Pen@
kryterium

A%-THCA| 50 47,95 47,71 47,73 47,80 013 028  <50% spefnia
kryterium

BC | 50 4963 49,57 4939 4953 013 025 <50% P
kryterium

CBCA | 40 4378 4358 43,49 4362 015 034 <50% spetnia
kryterium

CBLA | S0 4848 4805 47,89 4814 031 063 <50% oo
kryterium

oy

A°-THCP| 50 47,05 46,97 46,56 46,86 0,26 0,56 <5,0% spefnia
kryterium

11.9. Obliczenia doktadnosci i odzysku
Doktadnos¢ metody oceniano na podstawie odzysku analitéw. Dla kazdego analitu

wykonano trzy oznaczenia na okreslonym poziomie stezenia nominalnego. Na podstawie
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uzyskanych wynikéw obliczano odzysk dla kazdego oznaczenia, Sredni odzysk, odchylenie

standardowe oraz wzgledne odchylenie standardowe.
Odzysk pojedynczego oznaczenia obliczono zgodnie zréwnaniem:

C .
0dzysk;[%] = 22208 %100

nominalne
gdzie:

Odzysk - odzysk uzyskany dla pojedynczego oznaczenia, wyrazony w procentach,
Coznaczone,i - Stezenie analitu wyznaczone w danym oznaczeniu,
Chominalne - Stezenie analitu,

i - numer kolejnego oznaczenia.

Sredni odzysk obliczano na podstawie trzech indywidualnych wartoéci odzysku:

- " 0dzysk;

Odzysk[%] = HTyl
gdzie:

Odzysk - sredni odzysk analitu,

Odzyski - odzysk uzyskany dla pojedynczego oznaczenia,

n - liczba oznaczen; w przeprowadzonym badaniu n=3.

Tabela 114. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBGO z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 99,63 100,6 100,82 100,35 0,63 0,63 0,35
10 94,53 99,52 100,38 98,14 3,16 3,22 -1,86
20 96,59 98,17 98,17 97,64 0,91 0,93 -2,36
50 100,1 100,17 100,41 100,23 0,16 0,16 0,23
100 98,45 98,97 99,44 98,95 0,50 0,51 -1,05
200 91,85 94,52 99,35 95,24 3,80 3,99 -4,76
250 97,98 99,74 103,97 100,56 3,08 3,06 0,56
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Tabela 115. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDVA z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

4 103,74 105,29 109,17 106,06 2,80 2,64 6,06
11 98,93 100,50 102,96 100,79 203 201 079
25 96,88 97,14 100,16 98,06 1,83 1,87 -1,94
50 97,84 98,21 102,68 99,58 2,69 270 -042
100 91,93 95,62 97,54 95,03 2,85 3,00 -497
200 96,09 97,31 99,81 97,74 1,90 194 -2,26
250 96,51 98,17 99,42 98,04 1,46 1,49  -1,96

Tabela 116. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBND z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 93,98 95,37 95,63 95,00 0,89 094 -500
10 95,35 96,38 98,16 96,63 1,42 1,47 337
20 103,93 106,54 107,00 105,82 1,66 1,57 582
50 98,20 98,37 100,84 99,14 1,47 1,48 -086
100 94,63 96,54 97,18 96,12 1,33 1,38 -3,.88
200 97,32 97,82 99,45 98,20 1,11 1,13 -1,80
250 96,38 99,08 101,62 99,02 2,62 265 -098

Tabela 117. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDV z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 98,18 99,29 99,55 99,01 0,73 0,74 -0,99
10 101,17 101,75 101,89 101,60 0,38 037 1,60
20 97,40 101,22 103,34 100,65 3,01 299 065
50 95,32 95,94 98,85 96,70 1,89 195 -3,30
100 99,02 99,07 101,83 99,97 1,61 161 -0,03
200 100,78 101,42 104,47 102,22 1,97 19 2,22
250 97,05 97,22 100,51 98,26 1,95 198 -1,74

Tabela 118. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDA z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml] Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%]Bias [%]

4,5 98,08 101,35 102,16 100,53 2,16 2,15 0,53
10 103,78 105,82 107,51 105,70 1,87 1,77 5,70
20 94,26 94,28 98,13 95,56 2,23 233 -444
50 100,83 101,59 102,90 101,77 1,05 1,03 1,77
100 94,57 96,56 97,11 96,08 1,34 139 -392
200 98,31 99,10 101,08 99,50 1,43 1,44 -050
250 98,97 100,36 100,74 100,02 0,93 093 002
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Tabela 119. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBGA z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

4,5 90,04 95,38 99,78 95,07 487 512 -493
10 100,28 103,80 106,52 103,53 3,13 3,02 3,53
20 102,61 103,07 104,77 103,48 1,14 1,10 3,48
50 99,31 99,93 102,07 100,44 1,45 1,44 0,44
100 92,03 92,66 96,43 93,71 2,38 254 6,29
200 94,06 98,21 99,19 97,15 2,72 280 -2,85
250 100,34 101,17 101,17 100,89 0,48 0,48 0,89

Tabela 120. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBG z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

3,5 98,61 104,83 107,12 103,52 4,40 4,25 3,52
10 101,60 104,43 105,34 103,79 1,95 1,88 3,79
20 93,90 95,25 97,41 95,52 1,77 1,85  -4,48
50 100,28 102,16 104,58 102,34 2,15 210 2,34
100 93,15 93,74 99,82 95,57 3,69 38 -443
200 94,29 95,73 97,90 95,98 1,82 190 -4,02
250 99,34 99,35 103,46 100,72 2,38 236 072

Tabela 121. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBD z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 90,18 91,08 91,18 90,81 0,55 o061 9,19
10 96,46 99,90 100,42 98,93 2,15 2,17  -1,07
20 101,23 101,53 105,39 102,72 2,32 226 2,72
50 100,94 99,49 100,82 100,42 0,80 080 042
100 97,61 91,97 92,76 94,11 3,06 325 -589
200 95,00 98,84 99,16 97,67 2,32 238 -2,33
250 95,23 97,90 99,53 97,56 2,17 222 -2,44

Tabela 122. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla THCV z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 91,15 95,86 96,67 94,56 2,98 3,15 544
10 99,77 100,35 101,87 100,66 1,09 1,08 0,66
20 96,36 96,79 100,62 97,92 2,35 240 -2,08
50 99,08 101,55 104,25 101,63 2,58 254 163
100 93,90 95,67 98,30 95,96 2,21 230 -4,04
200 94,12 97,62 98,17 96,64 2,19 227 -336
250 96,42 98,88 102,74 99,35 3,19 321 -0,65
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Tabela 123. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBN z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

4 105,57 108,09 109,86 107,84 2,15 1,99 7,84
10 101,26 102,95 106,32 103,51 2,57 2,48 3,51
20 104,56 104,96 105,00 104,84 0,24 0,23 4,84
50 100,21 104,38 104,85 103,15 2,55 2,47 3,15
100 93,34 93,51 97,76 94,87 2,50 264 -513
200 92,85 94,05 94,10 93,67 0,71 0,76 -6,33
250 103,93 104,88 105,06 104,62 0,61 0,58 4,62
Tabela 124. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBCVA z detektorem CAD.
Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

10 94,82 93,37 94,31 94,17 0,74 0,79 -583
20 99,21 97,16 97,50 97,95 1,10 1,12 -2,05
50 104,18 104,03 104,14 104,11 0,08 0,08 4,11
100 103,18 96,68 96,69 98,85 3,75 379 -1,15
200 96,03 96,07 98,02 96,71 1,14 1,18 -3,29
250 96,73 98,57 101,99 99,10 2,67 269 -0,90

Tabela 125. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBNA z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

7,5
15
32,5
50
100
200
250

90,81
105,55
99,87
105,68
93,97
103,91
92,91

93,49
105,94
101,08
108,10

94,90
104,32

95,26

95,13
106,01
101,82
108,18

97,03
106,81

96,06

93,14
105,83
100,92
107,32

95,30
105,01

94,75

2,18
0,25
0,99
1,42
1,57
1,57
1,63

2,34
0,24
0,98
1,32
1,65
1,50
1,72

Tabela 126. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla A®-THC z detektorem CAD.

-6,86
5,83
0,92
7,32
-4,70
5,01
-5,25

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
10
50

100
200
250

101,92
111,59
106,78
102,23
100,90
98,30

104,75
111,82
106,78
102,52
101,14
98,45

105,70
111,82
106,78
102,52
101,14
98,45
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104,12
111,74
106,78
102,42
101,06
98,40

1,96
0,13
0,00
0,17
0,14
0,08

1,88
0,12
0,00
0,17
0,14
0,08

4,12
11,74
6,78
2,42
1,06
-1,60



Tabela 127. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBL z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 106,30 107,83 109,67 107,93 1,69 1,57 7,93
9 96,87 100,16 100,96 99,33 2,17 2,18 -067
15 94,06 99,71 100,32 98,03 3,45 352 -1,97
50 97,02 97,67 98,21 97,63 0,60 061 -2,37
100 99,14 100,00 102,99 100,71 2,02 2,01 0,71
200 95,79 97,56 98,80 97,38 1,51 1,55 -2,62
250 98,96 99,49 99,55 99,33 0,32 032 -0,67

Tabela 128. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBC z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
10
15
50

100
200
250

Tabela 129. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla A°-THCA z detektorem CAD.

96,93
102,17
111,92
105,36
93,71
95,06
99,89

100,60
103,99
113,21
105,40
99,79

95,44

100,12

103,08
104,67
115,23
106,64
100,74
97,27
100,40

100,20
103,61
113,45
105,80
98,08

95,92

100,14

3,10
1,30
1,67
0,73
3,81
1,18
0,26

3,09
1,25
1,47
0,69
3,88
1,23
0,26

0,20
3,61
13,45
5,80
-1,92
-4,08
0,14

Stezenie nominalne [ug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
9
20
40
50
100
200
250

Tabela 130. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBCA z detektorem CAD.

94,57
92,26
91,66
99,15
96,29
97,78
98,08
99,16

97,45
103,18
94,74
100,27
100,95
97,94
98,78
99,97

100,66
103,18
95,04
101,50
101,92
99,15
98,78
100,13

97,56
99,54
93,81
100,30
99,72
98,29
98,55
99,76

3,05
6,30
1,87
1,18
3,01
0,75
0,40
0,52

3,13
6,33
1,99
1,18
3,02
0,76
0,41
0,52

-2,44
-0,46
-6,19
0,30
-0,28
-1,71
-1,45
-0,24

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
10
20
50

100
200
250

108,66
96,06
92,33

100,40
97,15
96,95
97,32

99,61
98,92
95,53
100,67
97,74
98,48
99,40

103,96
99,45
96,93

101,10
97,97
99,12

101,27
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104,08
98,14
94,93

100,72
97,62
98,18
99,33

4,53
1,82
2,35
0,36
0,42
1,11
1,98

4,35
1,85
2,48
0,36
0,43
1,13
1,99

4,08
-1,86
-5,07
0,72
-2,38
-1,82
-0,67



Tabela 131. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBLA z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

10 101,57 105,28 105,91 104,25 2,34 224 425
20 96,65 96,62 93,15 95,48 2,01 211 -452
50 98,64 101,17 101,82 100,54 1,68 167 054
100 99,47 99,83 101,44 100,24 1,05 105 0,24
200 95,28 97,35 98,01 96,88 1,42 1,47 -3,12
250 97,17 98,94 101,82 99,31 2,35 237 -069

Tabela 132. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla A°-THCP z detektorem CAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

4 98,10 94,46 97,73 96,76 2,00 2,07 -3,24
12 100,24 102,43 103,73 102,14 1,76 1,72 2,14
20 100,48 101,56 102,79 101,61 1,15 1,13 1,61
50 95,24 95,46 101,63 97,44 3,63 3,73 -2,56
100 93,27 94,07 94,14 93,82 0,48 051 -6,18
200 98,63 99,33 102,96 100,31 2,33 232 031
250 94,54 95,82 99,96 96,77 2,83 292 3,23

Tabela 133. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBGO z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

1 98,52 98,68 100,04 99,08 0,84 0,85 -0,92
5 100,43 100,49 100,57 100,49 0,07 0,07 0,49
10 95,46 95,47 95,86 95,60 0,22 0,23 -4,40
20 91,07 91,35 91,55 91,32 0,24 0,26 -8,68
50 99,25 99,28 99,31 99,28 0,03 0,03 -0,72
100 100,04 100,14 100,16 100,11 0,07 0,07 0,11
200 96,74 96,87 96,88 96,83 0,08 0,08 -3,17
250 101,43 101,83 102,01 101,76 0,29 0,28 1,76

Tabela 134. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDVA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

10 94,45 98,65 99,19 97,43 2,59 2,66 -2,57
25 91,85 91,70 91,73 91,76 0,08 0,09 -8,24
50 102,41 102,26 102,29 102,32 0,08 0,08 2,32
100 101,62 101,19 101,41 101,41 0,21 0,21 1,41
200 99,24 99,24 99,24 99,24 0,00 0,00 -0,76
250 100,08 100,16 100,16 100,14 0,05 0,05 0,14
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Tabela 135. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBND z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5,5
12,5
25
50
100
200
250

101,24
95,71
94,23

106,72

103,09

102,65
97,17

102,24
96,02
94,41

106,79

103,09

102,66
97,29

102,48
96,12
94,67

106,79

103,14

102,73
97,29

101,99
95,95
94,44

106,77

103,11

102,68
97,25

0,66
0,21
0,22
0,04
0,03
0,04
0,07

0,65
0,22
0,23
0,04
0,03
0,04
0,07

1,99
-4,05
-5,56
6,77
3,11
2,68
-2,75

Tabela 136. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDV z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
12,5
25
50
100
200
250

106,80
93,93
90,11

101,10

100,34

103,61
97,17

106,85
94,00
90,19

101,11

100,40

103,77
97,35

106,88
94,18
90,21

101,12

100,42

103,82
97,35

106,84
94,04
90,17

101,11

100,38

103,74
97,29

0,04
0,13
0,05
0,01
0,04
0,11
0,10

0,04
0,14
0,06
0,01
0,04
0,11
0,10

6,84
-5,96
9,83
1,11
0,38
3,74
2,71

Tabela 137. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBDA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
11
20
50

100
200
250

103,88
105,59
99,60
108,59
103,04
101,49
97,80

104,22
105,90
99,74
108,71
103,39
101,55
97,88

104,22
106,25
99,78
108,72
103,62
101,60
97,88

104,11
105,92
99,71
108,67
103,35
101,55
97,85

0,20
0,33
0,09
0,07
0,29
0,05
0,04

0,19
0,31
0,09
0,06
0,28
0,05
0,04

4,11
5,92
-0,29
8,67
3,35
1,55
-2,15

Tabela 138. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBGA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [ug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

1
5
11
20
50
100
200
250

104,52
102,31
102,03
107,20
101,32
97,85
102,46
98,27

107,47
102,74
102,57
107,42
101,55
97,92
102,63
98,32

108,23
103,24
102,67
107,45
101,84
97,99
102,67
98,32

106,74
102,76
102,42
107,35
101,57
97,92
102,59
98,30

1,96
0,47
0,35
0,13
0,26
0,07
0,11
0,03

1,84
0,46
0,34
0,12
0,26
0,07
0,11
0,03

6,74
2,76
2,42
7,35
1,57
-2,08
2,59
-1,70

Tabela 139. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBG z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
11
20
50

100
200
250

103,18
101,07
99,04
105,92
102,09
99,33
99,67

104,01
101,53
99,32
106,08
102,25
99,38
99,71

104,30
101,54
99,68
106,19
102,27
99,46
99,71
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103,83
101,38
99,34
106,06
102,20
99,39
99,70

0,58
0,27
0,32
0,14
0,10
0,06
0,02

0,56
0,27
0,32
0,13
0,10
0,06
0,02

3,83
1,38
-0,66
6,06
2,20
-0,61
-0,30



Tabela 140. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBD z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
10
20
50

100
200
250

107,11
107,69
104,67
103,50
100,27
102,07
98,00

107,45
108,05
104,81
103,42
99,75

102,16
98,11

107,63
108,40
105,57
103,42
100,09
102,27
98,11

107,40
108,05
105,02
103,45
100,03
102,17
98,07

0,26
0,35
0,49
0,04
0,26
0,10
0,06

0,24
0,32
0,47
0,04
0,26
0,10
0,06

7,40
8,05
5,02
3,45
0,03
2,17
-1,93

Tabela 141. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla THCV z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
11
20
50

100
200
250

103,16
100,16
103,07
104,98
100,41
101,71
98,46

103,17
100,66
103,36
104,99
100,43
101,74
98,57

103,36
100,80
103,55
105,05
100,45
101,76
98,57

103,23
100,54
103,33
105,01
100,43
101,74
98,53

0,11
0,33
0,24
0,04
0,02
0,03
0,06

0,11
0,33
0,23
0,04
0,02
0,03
0,06

3,23
0,54
3,33
5,01
0,43
1,74
-1,47

Tabela 142. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBN z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
11
20
50

100
200
250

106,80
104,64
106,64
103,17
101,69
101,58
98,36

106,89
104,76
106,73
103,24
101,78
101,69
98,42

106,91
104,77
106,73
103,25
101,82
101,73
98,42

106,87
104,72
106,70
103,22
101,76
101,67
98,40

0,06
0,07
0,05
0,05
0,06
0,08
0,04

0,06
0,07
0,05
0,05
0,06
0,08
0,04

6,87
4,72
6,70
3,22
1,76
1,67
-1,60

Tabela 143. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBCVA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [ug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

10

20

50
100
200
250

94,45
91,85
102,41
101,62
99,24
100,08

98,65
91,70
102,26
101,19
99,24
100,16

99,19
91,73
102,29
101,41
99,24
100,16

97,43
91,76
102,32
101,41
99,24
100,14

2,59
0,08
0,08
0,21
0,00
0,05

2,66
0,09
0,08
0,21
0,00
0,05

2,57
-8,24
2,32
1,41
-0,76
0,14

Tabela 144. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBNA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

7,5
15
30
55
100
200
250

98,05
103,67
108,71
100,24
103,50
101,43

98,26

98,42
103,95
108,73
100,28
103,64
101,47

98,36

98,69
104,57
108,97
100,32
103,85
101,52

98,36
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98,39
104,07
108,80
100,28
103,66
101,47

98,33

0,32
0,46
0,15
0,04
0,18
0,04
0,06

0,33
0,44
0,14
0,04
0,17
0,04
0,06

-1,61
4,07
8,80
0,28
3,66
1,47
-1,67



Tabela 145. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla A°-THC z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

1,2
2,2
5
11
50
100
200
250

90,83
102,22
101,92
101,44
106,78
102,23
100,90

98,30

91,08
107,66
104,75
101,44
106,78
102,23
101,14

98,45

97,59
107,66
105,70
101,65
106,78
102,52
101,14

98,45

93,17
105,85
104,12
101,51
106,78
102,33
101,06

98,40

3,83
3,14
1,96
0,12
0,00
0,17
0,14
0,08

4,11
2,97
1,88
0,12
0,00
0,17
0,14
0,08

-6,83
5,85
4,12
1,51
6,78
2,33
1,06
-1,60

Tabela 146. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBL z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [ug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

6
10
17,5
50
100
200
250

102,85
107,46
99,39
105,46
100,83
99,66
99,53

103,07
108,25
99,50
105,51
100,98
99,78
99,66

104,16
108,28
99,57
105,51
101,07
99,86
99,66

103,36
107,99
99,49
105,49
100,96
99,77
99,62

0,70
0,46
0,09
0,03
0,12
0,10
0,08

0,68
0,43
0,09
0,03
0,12
0,10
0,08

3,36
7,99
-0,51
5,49
0,96
-0,23
-0,38

Tabela 147. Wyniki oceny doktadnoéci i odzysku metody dla A°-THCA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

10

20

55
100
200
250

109,38
102,99
104,45
100,76
99,99
97,42

109,77
103,59
104,45
100,76
100,21
97,98

109,77
103,59
104,63
100,83
100,52
97,98

109,64
103,39
104,51
100,78
100,24
97,79

0,22
0,35
0,10
0,04
0,26
0,32

0,20
0,34
0,10
0,04
0,26
0,33

9,64
3,39
4,51
0,78
0,24
2,21

Tabela 148. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBC z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

6
10
17,5
50
100
200
250

97,91
106,05
95,54
101,83
98,22
98,04
101,21

98,10
106,22
95,73
101,88
98,76
98,12
101,55

98,13
106,40
95,90
102,09
98,82
98,23
101,55

98,05
106,22
95,72
101,93
98,60
98,13
101,44

0,12
0,17
0,18
0,13
0,33
0,10
0,20

0,12
0,16
0,19
0,13
0,33
0,10
0,20

Tabela 149. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBCA z detektorem UV-VIS/DAD.

-1,95
6,22
-4,28
1,93
-1,40
-1,87
1,44

Stezenie nominalne [pug/ml]

Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredni odzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5
10
17
50

100
200
250

102,51
91,06
99,48
99,26
97,86
100,86
99,63

102,76
91,11
99,78
99,41
98,39
100,93
99,74

103,53
91,24
99,82
99,59
98,54
100,94
99,74
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102,94
91,13
99,70
99,42
98,26
100,91
99,71

0,53
0,09
0,18
0,17
0,36
0,05
0,06

0,51
0,10
0,18
0,17
0,37
0,05
0,06

2,94
-8,87
-0,30
-0,58
-1,74
0,91
-0,29



Tabela 150. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla CBLA z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pg/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 92,83 93,74 93,78 93,45 0,54 0,58 -6,55
10 106,14 106,19 106,31 106,21 0,08 0,08 6,21
17 95,23 95,88 95,99 95,70 0,41 043 -4,30
50 90,15 90,34 90,53 90,34 0,19 0,21 -9,66
100 94,42 94,53 94,68 94,54 0,13 0,14 -5,46
200 97,33 97,54 97,72 97,53 0,19 0,19 -2,47
250 102,73 102,85 102,85 102,81 0,07 0,07 2,81

Tabela 151. Wyniki oceny doktadnosci i odzysku metody dla A°-THCP z detektorem UV-VIS/DAD.

Stezenie nominalne [pug/ml]  Odzysk 1 [%] Odzysk 2 [%] Odzysk 3 [%] Sredniodzysk [%] SD [%] RSD [%] Bias [%]

5 93,99 99,48 100,17 97,88 3,39 3,46 -2,12
12 99,75 101,41 101,99 101,05 1,16 1,15 1,05
20 99,45 99,54 99,61 99,53 0,08 0,08 -0,47
50 95,48 95,65 95,95 95,69 0,24 0,25 -4,31
100 98,08 98,14 98,22 98,15 0,07 0,07 -1,85

200 102,31 102,36 102,36 102,34 0,03 0,03 2,34
250 98,77 98,88 98,88 98,84 0,06 0,06 -1,16

Kryterium akceptacji sSredniego odzysku wynosito 90-115% warto$ci nominalnej. Ocene
przeprowadzono oddzielnie dla kazdego analitu i poziomu stezenia na podstawie trzech

ozhaczen.

11.10. Obliczenia odpornosci metody
Plan badania odpornosci obejmowat wprowadzenie kontrolowanych zmian przeptywu
fazy ruchomej oraz temperatury kolumny. Warunki nominalne wynosity odpowiednio

0,50 ml/min i 20°C.
Wptyw przeptywu fazy ruchomej oceniano przy nastepujgcych wartosciach:
e 0,45 ml/min,
e 0,50 ml/min, warunek nominalny,
e 0,55 ml/min.
Wptyw temperatury kolumny oceniano przy nastepujgcych wartosciach:

e 19°C,
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e 20°C, warunek nominalny,
e 21°C.

Dla kazdego badanego warunku oceniano czas retencji, powierzchnie piku, wynik
ilosciowy oraz rozdzielczos¢ chromatograficzng. Pomocniczo analizowano rowniez liczbe pétek
teoretycznych, asymetrie pikdw oraz stosunek sygnatu do szumu. Szczegdlng uwage zwrdcono

na pary krytyczne CBND/CBDV, A°-THCA/CBC oraz CBCA/CBLA.
Zmiane czasu retencji wzgledem warunkéw nominalnych obliczano wedtug réwnania:

tR,Wariant— tR,nominalne

Atp[%] = x100

tR,nominalne

gdzie:

Aty - procentowa zmiana czasu retencji,
tr wariant - €zas retencji uzyskany po zmianie badanego parametru,

R nominalne - Czas retencji uzyskany w warunkach nominalnych.
Zmiane powierzchni piku obliczano wedtug réwnania:

Awariant - Anominalne

AA[%] = x100

Anominalne

AA - procentowa zmiana powierzchni piku,

Awariant - powierzchnia piku uzyskana po zmianie badanego parametru,

Anominalne - powierzchnia piku uzyskana w warunkach nominalnych.
Zmiane wyniku ilosciowego obliczano wedtug rownania:

Cwariant - Cnominalne

AC[%] = x100

Cnominalne

AC - procentowa zmiana oznaczonego stezenia,

Cwariant— tp stezenie oznaczone po po zmianie badanego parametru,

Cnominalne — to stezenie oznaczone w warunkach nominalnych.

Dodatnia wartos¢ Aty , AA lub AC oznaczata odpowiednio wzrost czasu retencji,

powierzchni piku lub oznaczonego stezenia wzgledem warunkéw nominalnych, natomiast
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wartos¢ ujemna wskazywata na ich zmniejszenie. W zestawieniach maksymalnych zmian

wykorzystywano wartosci bezwzgledne.
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Tabela 152. Wptyw zmian przeptywu fazy ruchomej na czas retencji analitéw dla detekcji UV-Vis.

. tp tp 0,45 Atpg, Zmiana tr0,55 Atg, 0,55 Zmiana
Analit 0,50 [ml/min] [ml/min] 0,45 [min] [%] [ml/min] [ml/min] [%]
CBGO 2,51 2,77 +0,26 +10,24 2,29 -0,22 -8,69
CBDVA 3,00 3,31 +0,31 +10,27 2,74 -0,26 -8,60
CBND 3,28 3,62 +0,34 +10,27 2,98 -0,30 -9,05
CBDV 3,43 3,78 +0,35 +10,29 3,3 -0,31 -8,89
CBDA 4,51 4,97 +0,46 +10,13 4,12 -0,393 -8,71
CBGA 4,88 5,36 +0,48 +9,80 4,45 -0,43 -8,81

CBG 5,30 5,83 +0,53 +10,06 4,83 -0,47 -8,81
CBD 5,63 6,21 +0,58 +10,27 5,13 -0,51 -8,97
THCV 6,20 6,82 +0,62 +9,95 5,64 -0,56 -9,00
CBN 9,28 10,18 +0,90 +9,73 8,44 -0,84 -9,03
CBCVA 9,80 10,76 +0,96 +9,78 8,91 -0,89 -9,10
CBNA 11,42 12,49 +1,07 +9,39 10,38 -1,05 -9,15
A°-THC 12,13 13,31 +1,18 +9,71 11,03 -1,11 -9,11
CBL 15,06 16,53 +1,47 +9,73 13,67 -1,39 -9,25
A°-THCA 16,43 17,99 +1,56 +9,51 14,90 -1,53 -9,31
CBC 16,80 18,44 +1,64 +9,77 15,25 -1,55 -9,23
CBCA 20,03 21,95 +1,92 +9,59 18,16 -1,87 -9,35
CBLA 20,71 22,68 +1,97 +9,49 18,77 -1,94 9,38
A°-THCP 26,29 28,81 +2,52 +9,58 23,82 -2,47 -9,41

tg - czas retencji piku
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Tabela 153. Wptyw zmiany przeptywu na wynik iloSciowy i powierzchnie piku dla detekcji UV-Vis.

Zawartos¢ Zawartos¢ A Zawartos¢ Zawartos¢ A Zawartos¢ Pole powierzchni Pole powierzchni & Pole Pole powierzchni A Pole

Analit powierzchni powierzchni

0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] [%] 0,55 [ml/min] [%] 0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [Imin]
[%] [%]

CBGO 6,6800 6,9677 +4,31 6,7336 +0,80 0,5200 0,5391 +3,67 0,5210 +0,19
CBDVA 8,4600 9,3768 +10,84 7,7880 -7,94 4,5200 5,0139 +10,93 4,1643 -7,87
CBND 7,5200 8,3673 +11,27 6,6322 -11,81 1,4500 1,6152 +11,39 1,2802 -11,71
CBDV 6,3900 7,1395 +11,73 6,6756 +4,47 0,4800 0,5414 +12,79 0,5062 +5,46
CBDA 8,1600 9,3287 +14,32 7,8101 -4,29 3,5800 4,0926 +14,32 3,4264 -4,29
CBGA 8,1300 9,1978 +13,13 7,4878 -7,90 3,8900 4,4015 +13,15 3,5832 -7,89
CBG 7,2300 8,7309 +20,76 7,0478 -2,52 0,4400 0,5314 +20,77 0,4290 -2,50
CBD 6,7800 7,5683 +11,63 6,0879 -10,21 0,4500 0,5063 +12,51 0,4073 -9,49
THCV 7,5100 8,2533 +9,90 6,7009 -10,77 0,6600 0,7284 +10,36 0,5914 -10,39
CBN 7,8700 8,6716 +10,19 7,0886 -9,93 10,3500 11,4057 +10,20 9,3235 -9,92
CBCVA 8,3100 8,9375 +7,55 7,2139 -13,19 2,9300 3,1536 +7,63 2,5454 -13,13
CBNA 15,6600 16,7900 +7,22 13,9681 -10,80 13,1900 14,1443 +7,24 11,7670 -10,79
A°-THC 9,4700 8,7324 -7,79 8,1586 -13,85 0,6900 0,6358 -7,86 0,5940 -13,91
CBL 7,7700 8,4890 +9,25 6,9093 -11,08 0,5900 0,6423 +8,86 0,5228 -11,39
A°-THCA 7,5400 8,4149 +11,60 6,3358 -15,97 4,6400 5,1811 +11,66 3,9009 -15,93
CBC 8,2600 8,9724 +8,62 7,7795 -5,82 5,2300 5,6781 +8,57 4,9232 -5,87
CBCA 6,8800 7,3805 +7,27 6,3024 -8,40 2,3800 2,5534 +7,29 2,1803 -8,39
CBLA 7,7700 8,5406 +9,92 6,9191 -10,95 3,1600 3,4746 +9,96 2,8150 -10,92
A°-THCP 7,7700 7,4093 -4,64 6,2701 -19,30 0,6300 0,5978 -5,11 0,5058 -19,71

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml
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Tabela 154. Wptyw zmiany przeptywu na rozdzielczos$¢ i asymetrie pikdw dla detekcji UV-Vis.

Rs Rs Rs Asym. Asym. Asym.
Analit
0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min] 0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min]

CBGO 4,40 4,55 4,23 1,13 1,27 1,03
CBDVA 2,34 2,44 2,17 1,27 1,28 1,13
CBND 1,30 1,35 1,28 n.a. n.a. n.a.
CBDV 8,19 8,31 7,85 n.a. n.a. n.a.
CBDA 2,40 2,36 2,30 1,32 1,32 1,18
CBGA 4,82 2,74 2,51 1,39 1,41 1,29
CBG 2,06 2,18 1,93 n.a. 1,06 1,01
CBD 3,51 3,49 3,41 1,20 1,23 1,29
THCV 15,36 15,53 14,95 1,21 1,24 1,25
CBN 1,98 1,99 1,89 1,24 1,22 1,22
CBCVA 5,05 4,97 4,93 1,48 1,48 1,43
CBNA 2,18 2,36 2,17 1,23 1,27 1,21
A°-THC 8,78 9,07 8,58 n.a. 1,22 n.a.
CBL 3,40 3,41 3,31 1,20 1,19 1,20
A°-THCA 0,85 0,96 0,86 n.a. n.a. n.a.
CBC 6,56 6,63 6,37 n.a. n.a. n.a.
CBCA 1,24 1,23 1,21 n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,45 9,73 9,45 n.a. n.a. n.a.
A°-THCP n.a. n.a. n.a. 1,18 1,12 1,10

Rs - rozdziat pomiedzy pikami
Asym. - symetria pikdw
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Tabela 155. Wptyw zmiany przeptywu na liczbe potek teoretycznych i stosunek sygnatu do szumu dla detekcji UV-Vis.

N N N S/N S/N S/N
Analit
0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min] 0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min]

CBGO 9499 10415 8643 65,0 0,3 0,3
CBDVA 9853 10318 9101 182,3 202,2 2,7
CBND 13115 13754 12014 62,0 69,6 256,1
CBDV 13591 14658 12118 20,7 23,0 0,3
CBDA 14898 15307 13855 117,6 304,9 416,5
CBGA 15147 15525 13908 115,2 297,2 404,7
CBG 16585 17628 15513 15,6 33,2 45,5
CBD 20643 21374 19243 14,1 36,3 49,2
THCV 22088 22961 20798 36,0 35,0 35,7
CBN 25005 25579 23765 667,9 383,3 380,6
CBCVA 17308 17648 16681 139,4 79,0 78,9
CBNA 17582 17731 16742 561,7 329,9 477,1
A°-THC 25005 28090 24582 33,0 18,1 27,5
CBL 27463 28170 26493 69,2 62,4 63,4
A°-THCA 21963 23543 21001 486,0 737,9 606,8
CBC 22967 24833 22179 522,3 778,7 653,7
CBCA 21634 21887 20632 319,0 112,9 235,5
CBLA 23012 23506 22145 408,2 145,4 302,9
A°THCP 27157 29348 28197 70,4 23,6 31,9

N - liczba pétek teoretycznych
S/N - sygnat do szumu
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Tabela 156. Wptyw temperatury termostatu kolumny na czas retencji dla detekcji UV-Vis.

Zmiana Atp Zmiana
Analit tp20°C tp19°C Atg19°C tp21°C
[%] 21°C [%]

CBGO 2,517 2,525 +0,008 +0,32 2,508 -0,009 -0,36
CBDVA 3,017 3,025 +0,008 +0,27 3,008 -0,009 -0,30
CBND 3,283 3,292 +0,009 +0,27 3,275 -0,008 -0,24
CBDV 3,433 3,442 +0,009 +0,26 3,425 -0,008 -0,23
CBDA 4,533 4,550 +0,017 +0,38 4,517 -0,016 -0,35
CBGA 4,892 4,917 +0,025 +0,51 4,875 -0,017 -0,35
CBG 5,308 5,333 +0,025 +0,47 5,300 -0,008 -0,15
CBD 5,642 5,667 +0,025 +0,44 5,625 -0,017 -0,30
THCV 6,192 6,233 +0,041 +0,66 6,167 -0,025 -0,40
CBN 9,267 9,333 +0,066 +0,71 9,208 -0,059 -0,64
CBCVA 9,892 9,975 +0,083 +0,84 9,833 -0,059 -0,60
CBNA 11,558 11,675 +0,117 +1,01 11,467 -0,091 -0,79
A°-THC 12,100 12,200 +0,100 +0,83 12,025 -0,075 -0,62
CBL 15,017 15,150 +0,133 +0,89 14,908 -0,109 -0,73
A%-THCA 16,442 16,617 +0,175 +1,06 16,300 -0,142 -0,86
CBC 16,758 16,908 +0,150 +0,90 16,642 -0,116 -0,69
CBCA 20,167 20,383 +0,216 +1,07 19,983 -0,184 -0,91
CBLA 20,683 20,933 +0,250 +1,21 20,483 -0,200 -0,97
A°-THCP 26,192 26,500 +0,308 +1,18 25,933 -0,259 -0,99

tg - czas retencji piku

Strona 174



Tabela 157. Wptyw zmiany temperatury termostatu kolumny na wynik ilosciowy i powierzchnie piku dla detekcji UV-Vis.

Pole Pole A Pole Pole A Pole
Zawartosc Zawartos¢ A Zawartos¢ Zawartos¢ A Zawartos¢
Analit powierzchni powierzchni  powierzchni  powierzchni powierzchni
20°C 19°C [%] 21°C [%]
20°C 19°C [%] 21°C [%]

CBGO 9,6904 9,0481 -6,63 9,1946 -5,12 0,7498 0,7001 -6,63 0,7114 -5,12
CBDVA 12,2246 12,9169 +5,66 12,9520 +5,95 6,5367 6,9068 +5,66 6,9256 +5,95
CBND 10,2848 10,8383 +5,38 10,9637 +6,60 1,9853 2,0921 +5,38 2,1163 +6,60
CBDV 8,9322 9,4639 +5,95 9,3361 +4,52 0,6773 0,7176 +5,95 0,7079 +4,52
CBDA 12,1483 12,8245 +5,57 12,9134 +6,30 5,3296 5,6262 +5,57 5,6653 +6,30
CBGA 11,8836 12,5148 +5,31 12,4931 +5,13 5,6868 5,9889 +5,31 5,9785 +5,13
CBG 10,9543 11,2240 +2,46 11,0774 +1,12 0,6668 0,6832 +2,46 0,6742 +1,11
CBD 11,4141 11,7240 +2,72 11,6470 +2,04 0,7636 0,7843 +2,71 0,7792 +2,04
THCV 11,0279 11,3301 +2,74 11,3273 +2,71 0,9733 0,9999 +2,73 0,9997 +2,71
CBN 11,3236 11,9428 +5,47 11,8473 +4,62 14,8937 15,7082 +5,47 15,5825 +4,62
CBCVA 11,8014 12,4665 +5,64 12,0476 +2,09 4,1642 4,3988 +5,63 4,2510 +2,08
CBNA 22,3303 23,5382 +5,41 23,6198 +5,77 18,8115 19,8291 +5,41 19,8979 +5,78
A°-THC 13,2823 14,3166 +7,79 14,0960 +6,13 0,9671 1,0424 +7,79 1,0263 +6,12
CBL 10,8191 11,1811 +3,35 11,4036 +5,40 0,8186 0,8460 +3,35 0,8628 +5,40
A°-THCA 11,0139 11,4419 +3,89 10,9644 -0,45 6,7812 7,0448 +3,89 6,7508 -0,45
CBC 11,5316 12,2426 +6,17 12,8523 +11,45 7,2977 7,7477 +6,17 8,1335 +11,45
CBCA 9,0490 10,1445 +12,11 11,1688 +23,43 3,1306 3,5095 +12,10 3,8639 +23,42
CBLA 12,0499 11,7622 -2,39 11,2209 -6,88 4,9024 4,7853 -2,39 4,5651 -6,88
A°-THCP 10,7666 11,5306 +7,10 11,1709 +3,76 0,8686 0,9302 +7,09 0,9012 +3,75

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml
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Tabela 158. Wptyw zmiany temperatury termostatu na rozdzielczo$¢ i asymetrie pikow dla detekcji UV-Vis.

Analit Rs 20°C Rs 19°C Rs 21°C Asym. 20°C Asym. 19°C Asym. 21°C
CBGO 4,51 4,53 4,54 1,14 1,15 1,27
CBDVA 2,30 2,28 2,28 1,21 1,23 1,24
CBND 1,30 1,29 1,29 n.a. n.a. n.a.
CBDV 8,36 8,35 8,26 n.a n.a. n.a.
CBDA 2,37 2,40 2,36 1,24 1,27 1,30
CBGA 2,58 2,58 2,63 1,40 1,42 1,38
CBG 2,06 2,08 2,02 0,98 1,01 0,95
CBD 3,38 3,49 3,37 1,29 1,25 1,29
THCV 15,29 15,32 15,26 1,28 1,26 1,31
CBN 2,39 2,43 2,41 1,22 1,28 1,29
CBCVA 5,34 5,38 5,28 1,48 1,45 1,43
CBNA 1,67 1,58 1,74 1,34 1,33 1,37
A°-THC 8,65 8,59 8,67 n.a. n.a. n.a.
CBL n.a. n.a. n.a. 1,19 1,21 1,20
A°-THCA n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. 6,57 n.a n.a. n.a.
CBCA 0,94 1,00 0,92 n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,29 9,26 9,32 n.a. n.a. n.a.
A°-THCP n.a. n.a. n.a. 1,22 1,20 1,21

Rs - rozdziat pomiedzy pikami

Asym. - symetria pikdw
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Tabela 159. Wptyw zmiany temperatury termostatu na liczbe pétek teoretycznych i stosunek sygnatu do szumu dla detekcji UV-Vis.

Analit N 20°C N 19°C N 21°C S/N 20°C S/N 19°C S/N 21°C
CBGO 9405 9854 9707 534,7 0,3 0,3
CBDVA 10373 10239 10183 150,1 139,9 158,5
CBND 13197 13085 12946 48,3 45,1 50,9
CBDV 13661 13454 13358 16,0 14,8 16,9
CBDA 15361 15245 15180 163,7 235,5 247,2
CBGA 15470 15312 15352 151,4 225,6 237,9
CBG 16191 16801 16296 16,1 24,0 25,0
CBD 20563 20771 20822 21,2 31,5 32,9
THCV 21592 21863 21879 25,2 25,7 25,2
CBN 24940 24790 25015 258,8 263,6 263,5
CBCVA 18637 18546 18882 57,0 57,9 57,7
CBNA 18957 18806 18803 424,3 427,5 412,1
A°-THC 23490 22429 24106 24,0 24,4 23,0
CBL 27758 27882 27860 68,0 67,6 60,8
A°-THCA n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. 18914 n.a. n.a. 823,1
CBCA 22266 22641 22257 193,3 185,8 218,3
CBLA 21963 22431 22044 243,9 232,8 275,2
A°-THCP 27549 26938 27902 40,4 39,0 45,3

N - liczba potek teoretycznych
S/N - sygnat do szumu
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Tabela 160. Wptyw zmiany przeptywu fazy ruchomej na czas retencji dla detekcji CAD.

Analit tg 0,50 [ml/min] tg 0,45 [ml/min] Aty 0,45 [ml/min] Zmiana [%] t0,55 [ml/min] AtR0,55 [ml/min] Zmiana [%]
CBGO 2,560 2,825 +0,265 +10,35 2,333 -0,227 -8,87
CBDVA 3,060 3,367 +0,307 +10,03 2,783 -0,277 -9,05
CBND 3,330 3,667 +0,337 +10,12 3,033 -0,297 -8,92
CBDV 3,480 3,842 +0,362 +10,40 3,167 -0,313 -8,99
CBDA 4,560 5,025 +0,465 +10,20 4,167 -0,393 -8,62
CBGA 4,930 5,425 +0,495 +10,04 4,492 -0,438 -8,88
CBG 5,350 5,892 +0,542 +10,13 4,883 -0,467 -8,73
CBD 5,680 6,267 +0,587 +10,33 5,175 -0,505 -8,89
THCV 6,250 6,875 +0,625 +10,00 5,692 -0,558 -8,93
CBN 9,330 10,242 +0,912 +9,77 8,492 -0,838 -8,98
CBCVA 9,860 10,817 +0,957 +9,71 8,958 -0,902 -9,15
CBNA 11,470 12,558 +1,088 +9,49 10,425 -1,045 9,11
A°-THC 12,180 13,367 +1,187 +9,75 11,067 -1,113 -9,14
CBL 15,100 16,592 +1,492 +9,88 13,725 -1,375 -9,11
A°-THCA 16,480 18,058 +1,578 +9,58 14,967 -1,513 -9,18
CBC 16,860 18,533 +1,673 +9,92 15,300 -1,560 -9,25
CBCA 20,090 21,992 +1,902 +9,47 18,200 -1,890 -9,41
CBLA 20,760 22,708 +1,948 49,38 18,817 -1,943 -9,36
A°-THCP 26,350 28,833 +2,483 49,42 23,883 -2,467 -9,36

tg - czas retencji piku
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Tabela 161. Wptyw zmiany przeptywu fazy ruchomej na wynik ilosciowy i powierzchnie piku.

Pole Pole A Pole Pole A Pole
Zawartos¢ Zawartos¢ A Zawartos¢ Zawartos¢ A Zawartosc
Analit powierzchni powierzchni  powierzchni  powierzchni powierzchni
0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] [%] 0,55 [ml/min] [%]

0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] [%] 0,55 [ml/min] [%]

CBGO 6,1100 5,3430 -12,55 4,9410 -19,13 0,5200 0,5482 +5,42 0,5074 -2,42
CBDVA 6,9700 8,4219 +20,83 7,3224 +5,06 0,7600 0,8728 +14,84 0,7620 +0,26
CBND 5,9300 7,6433 +28,89 6,7992 +14,66 0,5700 0,6142 +7,75 0,5449 -4,40
CBDV 4,7900 4,1831 -12,67 3,8727 -19,15 0,2400 0,2510 +4,58 0,2323 -3,21
CBDA 6,6500 7,8192 +17,58 7,2917 +9,65 0,7200 0,7383 +2,54 0,6892 -4,28
CBGA 7,2300 8,6472 +19,60 7,1469 -1,15 0,8900 1,0092 +13,39 0,8368 -5,98
CBG 7,1800 8,0731 +12,44 6,2798 -12,54 0,9400 1,1955 +27,18 0,9358 -0,45
CBD 5,8100 5,9240 +1,96 5,0116 -13,74 0,5600 0,6401 +14,30 0,5426 -3,11
THCV 6,0400 5,8145 -3,73 5,4356 -10,01 0,4500 0,4765 +5,89 0,4455 -1,00
CBN 6,8800 9,7195 +41,27 9,3013 +35,19 0,9000 0,9681 +7,57 0,9233 +2,59
CBCVA 7,7800 8,9300 +14,78 8,0508 +3,48 0,8600 0,9406 +9,37 0,8489 -1,29
CBNA 17,1300 12,8825 -24,80 13,4439 -21,52 1,8100 1,6508 -8,80 1,7194 -5,01
A°-THC 6,3800 6,4530 +1,14 6,4278 +0,75 0,9100 0,8874 -2,48 0,8840 -2,86
CBL 5,4700 5,5095 +0,72 5,0446 -7,78 0,3600 0,4107 +14,08 0,3757 +4,36
A°-THCA 5,7600 5,0397 -12,51 5,2793 -8,35 0,7500 0,6620 -11,73 0,6921 7,72
CBC 6,7500 4,3741 -35,20 4,8438 -28,24 0,7200 0,6616 -8,11 0,7316 +1,61
CBCA 7,2300 7,4738 +3,37 6,5180 -9,85 0,8500 0,8755 +3,00 0,7646 -10,05
CBLA 6,6500 7,5177 +13,05 6,6693 +0,29 0,4800 0,4856 +1,17 0,4310 -10,21
A°-THCP 6,4800 6,9274 +6,90 8,9007 +37,36 1,0900 1,1105 +1,88 1,4211 +30,38

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml
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Tabela 162. Wptyw zmiany przeptywu fazy ruchomej na rozdzielczos¢ i asymetrie pikow.

Rs Rs Rs Asym. Asym. Asym.
Analit
0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55[ml/min] 0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min]

CBGO 4,00 4,05 3,82 1,24 1,24 1,26
CBDVA 2,01 2,10 2,01 1,18 1,29 1,31
CBND 1,25 1,34 1,17 n.a. n.a. n.a.
CBDV 7,75 7,74 7,63 n.a. n.a. n.a.
CBDA 2,16 2,11 2,04 1,36 1,31 1,18
CBGA 2,44 2,39 2,32 1,37 1,61 1,40
CBG 2,01 2,05 1,83 1,08 1,02 1,01
CBD 3,55 3,53 3,41 1,24 1,18 1,23
THCV 14,97 15,73 14,80 1,19 1,18 1,21
CBN 1,93 1,91 1,86 1,31 1,26 1,28
CBCVA 4,76 4,66 4,73 1,23 1,34 1,27
CBNA 2,11 2,24 2,07 1,35 1,22 1,31
A°-THC 9,52 9,71 8,94 n.a. 1,18 n.a.
CBL 3,56 3,69 3,45 1,34 1,21 1,04
A°-THCA 0,86 1,04 0,83 n.a. n.a. n.a.
CBC 6,77 6,61 6,52 n.a. n.a. n.a.
CBCA 1,27 1,28 1,32 n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,68 9,89 9,48 n.a. n.a. n.a.
A®-THCP n.a. n.a. n.a. 1,05 1,35 1,07

Rs - rozdziat pomiedzy pikami
Asym. - symetria pikdw
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Tabela 163. Wptyw zmiany przeptywu fazy ruchomej na liczbe potek teoretycznych i S/N.

N N N S/N S/N S/N
Analit
0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min] 0,50 [ml/min] 0,45 [ml/min] 0,55 [ml/min]
CBGO 8558 9212 7876 122,1 41,3 115,6
CBDVA 7632 8041 7197 87,5 89,7 138,1
CBND 11227 11648 10573 74,5 70,5 111,6
CBDV 14637 14840 13122 32,9 31,1 49,7
CBDA 12148 12429 11976 68,9 79,4 109,5
CBGA 12584 11752 11606 78,3 92,0 117,0
CBG 15062 15183 13035 82,8 110,7 128,1
CBD 20738 20367 19227 56,1 69,3 87,0
THCV 23721 26123 21686 29,9 35,7 39,2
CBN 22338 25032 22811 38,9 49,4 50,3
CBCVA 16821 15860 16474 28,3 35,2 36,0
CBNA 15062 15347 14787 76,8 50,9 67,0
A°-THC 26475 28505 25042 50,2 34,6 41,0
CBL 36321 36134 30064 19,2 14,6 16,6
A°-THCA 20762 25978 21792 25,5 20,6 28,5
CBC 23779 25416 23625 24,9 19,3 29,5
CBCA 23782 22662 21718 7,5 20,0 10,9
CBLA 24113 28505 28678 3,9 11,6 7,1
A°-THCP 28554 26845 23194 7,8 22,0 15,1

N - liczba pétek teoretycznych

S/N - sygnat do szumu
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Tabela 164. Wptyw zmiany temperatury pieca kolumny na czas retencji pikow.

Analit tg 20°C tg 19°C Atg 19°C Zmiana [%] tg 21°C Atg 21°C Zmiana [%]
CBGO 2,567 2,575 +0,008 +0,31 2,567 0,000 0,00
CBDVA 3,067 3,083 +0,016 +0,52 3,067 0,000 0,00
CBND 3,333 3,350 +0,017 +0,51 3,333 0,000 0,00
CBDV 3,483 3,500 +0,017 +0,49 3,483 0,000 0,00
CBDA 4,583 4,600 +0,017 +0,37 4,575 -0,008 -0,17
CBGA 4,942 4,975 +0,033 +0,67 4,933 -0,009 -0,18
CBG 5,367 5,392 +0,025 +0,47 5,350 -0,017 -0,32
CBD 5,700 5,725 +0,025 +0,44 5,683 -0,017 -0,30
THCV 6,250 6,292 +0,042 +0,67 6,225 -0,025 -0,40
CBN 9,325 9,392 +0,067 +0,72 9,267 -0,058 -0,62
CBCVA 9,950 10,025 +0,075 +0,75 9,900 -0,050 -0,50
CBNA 11,608 11,725 +0,117 +1,01 11,533 -0,075 -0,65
A°-THC 12,167 12,258 +0,091 +0,75 12,083 -0,084 -0,69
CBL 15,067 15,217 +0,150 +1,00 14,942 -0,125 -0,83
A°-THCA 16,500 16,675 +0,175 +1,06 16,350 -0,150 -0,91
CBC 16,817 16,983 +0,166 +0,99 16,700 -0,117 -0,70
CBCA 20,225 20,442 +0,217 +1,07 20,050 -0,175 -0,87
CBLA 20,758 20,975 +0,217 +1,05 20,558 -0,200 -0,96
A%-THCP 26,258 26,558 +0,300 +1,14 25,983 -0,275 -1,05

tg - czas retencji piku
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Tabela 165. Wptyw zmiany temperatury pieca kolumny na wynik iloSciowy i powierzchnie piku.

Pole Pole A Pole Pole
A Zawartos¢ A Zawartosé A Pole
Analit Zawartosc 20°C Zawartosc 19°C Zawartosc 21°C powierzchni powierzchni  powierzchni  powierzchni
[%] [%] powierzchni [%]
20°C 19°C [%] 21°C

CBGO 9,7069 10,2869 +5,98 10,4424 +7,58 0,8572 0,8970 +4,64 0,9108 +6,25
CBDVA 11,0689 11,2269 +1,43 11,3568 +2,60 1,0594 1,1528 +8,82 1,1647 +9,94
CBND 9,3497 9,4072 +0,61 9,6587 +3,30 0,8560 0,8957 +4,64 0,9188 +7,34
CBDV 6,5149 7,8032 +19,77 7,8320 +20,22 0,3904 0,4215 +7,97 0,4233 +8,43
CBDA 10,1719 10,2043 +0,32 10,8260 +6,43 1,0002 1,0543 +5,41 1,1124 +11,22
CBGA 11,6101 11,1936 -3,59 11,9420 +2,86 1,2403 1,3022 +4,99 1,3782 +11,12
CBG 11,2455 11,1759 -0,62 11,1476 -0,87 1,3312 1,3963 +4,89 1,3931 +4,65
CBD 11,0971 11,2755 +1,61 11,1852 +0,79 1,0487 1,1105 +5,89 1,1017 +5,05
THCV 9,6964 10,2721 +5,94 9,6625 -0,35 0,7610 0,7983 +4,90 0,7486 -1,63
CBN 10,8977 10,8568 -0,38 10,6197 -2,55 1,2558 1,3673 +8,88 1,3401 +6,71
CBCVA 10,4200 11,1994 +7,48 11,3023 +8,47 1,1228 1,2370 +10,17 1,2484 +11,19
CBNA 19,8684 20,6202 +3,78 20,2195 +1,77 2,0694 2,1487 +3,83 2,1103 +1,98
A°-THC 8,5849 8,8883 +3,53 8,3021 -3,29 1,1827 1,2490 +5,61 1,1705 -1,03
CBL 7,8012 9,8576 +26,36 9,5178 +22,00 0,6655 0,7362 +10,62 0,7070 +6,24
A°-THCA 7,3857 7,7683 +5,18 8,6387 +16,97 0,9656 0,9910 +2,63 1,0954 +13,44
CBC 10,2612 10,9751 +6,96 10,5724 +3,03 1,0884 1,1826 +8,65 1,1388 +4,63
CBCA 10,8814 11,1079 +2,08 9,8060 -9,88 1,2130 1,2873 +6,13 1,1427 -5,80
CBLA 11,5568 12,0373 +4,16 8,7706 -24,11 0,6850 0,8141 +18,85 0,6136 -10,42
A°-THCP 10,9255 10,2811 -5,90 10,3850 -4,95 1,5304 1,5646 +2,23 1,5775 +3,08

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml
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Tabela 166. Wptyw zmiany temperatury pieca kolumny na rozdzielczos¢ i asymetrie pikow.

Analit Rs 20°C Rs 19°C Rs 21°C Asym. 20°C Asym. 19°C Asym. 21°C
CBGO 4,04 4,00 4,03 1,22 1,10 1,08
CBDVA 2,02 2,00 2,04 1,30 1,15 1,18
CBND 1,23 1,23 1,20 n.a. n.a. n.a.
CBDV 7,96 7,76 7,60 n.a n.a. n.a.
CBDA 2,14 2,17 2,11 1,30 1,36 1,22
CBGA 2,37 2,34 2,38 1,56 1,31 1,30
CBG 1,87 1,91 1,96 1,05 1,04 1,07
CBD 3,20 3,30 3,22 1,21 1,19 1,24
THCV 14,49 14,55 14,57 1,22 1,16 1,21
CBN 2,26 2,26 2,32 1,21 1,19 1,27
CBCVA 5,12 5,09 5,09 1,39 1,42 1,29
CBNA 1,72 1,58 1,73 1,43 1,41 1,27
A°-THC 9,31 9,19 9,22 n.a. n.a. 1,13
CBL n.a. n.a. 3,50 1,17 1,12 1,38
A°-THCA n.a. n.a. 0,76 n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. 7,07 n.a n.a. n.a.
CBCA 1,00 0,93 n.a. n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,40 9,08 n.a. n.a. n.a. n.a.
A°-THCP n.a. n.a. n.a. 1,23 1,31 1,26

Rs - rozdziat pomiedzy pikami

Asym. - symetria pikdw
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Tabela 167. Wptyw zmiany temperatury pieca kolumny na liczbe pétek teoretycznych i S/N.

Analit N 20°C N 19°C N 21°C S/N 20°C S/N 19°C S/N 21°C
CBGO 8603 8039 8221 129,3 1,2 1,2
CBDVA 7978 7795 8200 71,9 75,5 98,3
CBND 10846 10947 11129 63,3 65,8 84,6
CBDV 14133 14517 12715 30,5 32,6 40,6
CBDA 13159 12002 12402 57,1 58,4 79,8
CBGA 12585 12493 12527 62,5 65,5 88,5
CBG 13702 14442 14889 64,7 68,7 89,0
CBD 17195 17909 18718 56,0 59,7 78,0
THCV 21292 21118 21128 58,6 54,9 67,9
CBN 21518 21860 22472 62,8 61,5 70,3
CBCVA 17580 16900 17355 48,2 45,1 52,7
CBNA 17643 16907 18115 86,4 91,6 63,6
A°-THC 25820 24347 26785 57,4 62,0 42,3
CBL 35089 33758 33497 30,7 36,5 22,3
A°-THCA n.a. n.a. 18566 n.a. n.a. 37,8
CBC n.a. n.a. 22873 n.a. n.a. 39,5
CBCA 24023 22103 24888 18,2 22,4 20,8
CBLA 22694 19422 n.a. 10,2 12,4 n.a.
A°-THCP 28536 28313 27158 19,4 21,8 21,8

N - liczba potek teoretycznych

S/N - sygnat do szumu
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Tabela 168. Zmiana parametru Power Function detektora CAD na wynik ilosciowy i powierzchnie piku.

A Zawartos¢ A Zawartosc Pole Pole  Pole Pole A Pole

Analit Zawartos¢ 1,0 Zawartosc 0,9 Zawartos¢ 1,1 powierzchni

[%] [%] powierzchni 1,0 powierzchni 0,9 (%] powierzchni 1,1 powierzchni [%]

CBGO 9,7069 14,6982 +51,42 7,0834 -27,03 0,8572 1,2844 +49,84 0,6105 -28,78
CBDVA 11,0689 16,0590 +45,08 8,1476 -26,39 1,0594 1,5857 +49,68 0,8669 -18,17
CBND 9,3497 13,3885 +43,20 6,9514 -25,65 0,8560 1,2558 +46,71 0,6679 -21,97
CBDV 6,5149 11,8227 +81,47 6,0413 -7,27 0,3904 0,6649 +70,31 0,3140 -19,57
CBDA 10,1719 14,6029 +43,56 7,0902 -30,30 1,0002 1,4582 +45,79 0,7583 -24,19
CBGA 11,6101 15,1477 +30,47 7,4158 -36,13 1,2403 1,6983 +36,93 0,9107 -26,57
CBG 11,2455 14,3842 +27,91 7,3899 -34,29 1,3312 1,7505 +31,50 0,9670 -27,36
CBD 11,0971 14,5221 +30,86 7,6420 -31,14 1,0487 1,4244 +35,83 0,7497 -28,51
THCV 9,6964 13,5090 +39,32 6,6115 -31,81 0,7610 1,0595 +39,22 0,4966 -34,74
CBN 10,8977 15,2937 +40,34 7,4703 -31,45 1,2558 1,8656 +48,56 0,9733 -22,50
CBCVA 10,4200 15,6276 +49,98 7,8116 -25,03 1,1228 1,7188 +53,08 0,8617 -23,25
CBNA 19,8684 31,1298 +56,68 14,6276 -26,38 2,0694 3,1141 +50,48 1,5619 -24,52
A°-THC 8,5849 13,5036 +57,29 6,2053 -27,72 1,1827 1,8573 +57,04 0,8874 -24,97
CBL 7,8012 12,8081 +64,18 6,9441 -10,99 0,6655 0,9887 +48,56 0,4850 -27,12
A°-THCA 7,3857 11,2641 +52,51 5,7834 -21,69 0,9656 1,4080 +45,82 0,7513 -22,19
CBC 10,2612 16,1907 +57,79 8,0186 -21,86 1,0884 1,7417 +60,02 0,8597 -21,01
CBCA 10,8814 14,6193 +34,35 6,6464 -38,92 1,2130 1,6745 +38,05 0,7892 -34,94
CBLA 11,5568 14,5638 +26,02 5,9423 -48,58 0,6850 0,9695 +41,53 0,4404 -35,71
A°-THCP 10,9255 16,1244 +47,59 6,6434 -39,19 1,5304 2,2852 +49,32 1,1079 -27,61

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml
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Tabela 169. Zmiana parametru Power Function detektora CAD na rozdzielczo$¢ i asymetrie pikow.

Analit Rs 1,0 Rs 0,9 Rs 1,1 Asym. 1,0 Asym. 0,9 Asym. 1,1
CBGO 4,04 4,03 4,07 1,22 1,14 1,20
CBDVA 2,02 1,91 2,08 1,30 1,16 1,22
CBND 1,23 1,19 1,24 n.a. n.a. n.a.
CBDV 7,96 7,63 7,80 n.a. n.a n.a.
CBDA 2,14 2,11 2,13 1,30 1,31 1,18
CBGA 2,37 2,29 2,43 1,56 1,34 1,35
CBG 1,87 1,86 2,04 1,05 1,06 1,08
CBD 3,20 3,17 3,32 1,21 1,23 1,13
THCV 14,49 14,49 15,00 1,22 1,26 1,17
CBN 2,26 2,25 2,30 1,21 1,14 1,17
CBCVA 5,12 5,04 5,14 1,39 1,34 1,38
CBNA 1,72 1,62 1,68 1,43 1,39 1,38
A°-THC 9,31 9,11 9,18 n.a. n.a. 1,21
CBL n.a. n.a. n.a. 1,17 1,28 1,14
A°-THCA n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. 6,80 n.a n.a n.a.
CBCA 1,00 0,89 0,90 n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,40 8,87 9,21 n.a n.a. n.a.
A°-THCP n.a. n.a. n.a. 1,23 1,15 1,14

Rs - rozdziat pomiedzy pikami

Asym. - symetria pikdw
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Tabela 170. Zmiana parametru Power Function detektora CAD na liczbe potek teoretycznych i S/N.

Analit N 1,0 NO,9 N1,1 S/N 1,0 S/N 0,9 S/N1,1
CBGO 8603 8212 8339 129,3 1,2 1,2
CBDVA 7978 7764 8357 71,9 89,1 93,2
CBND 10846 10206 11655 63,3 76,1 78,9
CBDV 14133 13380 13809 30,5 40,8 38,1
CBDA 13159 11817 12467 57,1 85,0 67,0
CBGA 12585 12157 13109 62,5 91,1 73,3
CBG 13702 13511 15728 64,7 92,1 77,2
CBD 17195 17216 19066 56,0 81,1 64,1
THCV 21292 20652 23831 58,6 59,0 74,9
CBN 21518 21824 22486 62,8 60,7 71,4
CBCVA 17580 17869 17928 48,2 46,7 51,7
CBNA 17643 16167 17803 86,4 70,4 81,3
A°-THC 25820 23756 24727 57,4 47,9 51,7
CBL 35089 34876 33597 30,7 27,9 33,9
A°-THCA n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. 20087 n.a. n.a. 45,8
CBCA 24023 25024 23379 18,2 27,5 27,6
CBLA 22694 18494 20213 10,2 15,5 15,9
A°-THCP 28536 26710 28372 19,4 25,8 32,4

N - liczba potek teoretycznych

S/N - sygnat do szumu
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Tabela 171. Zmiana temperatury nebulizacji detektora CAD na czas retencji.

Analit tg 35°C tg 50°C Atg 50°C Zmiana [%] tg 70°C Aty 70°C Zmiana [%]
CBGO 2,567 2,567 0,000 0,00 2,575 +0,008 +0,31
CBDVA 3,067 3,067 0,000 0,00 3,067 0,000 0,00
CBND 3,333 3,333 0,000 0,00 3,342 +0,009 +0,27
CBDV 3,483 3,483 0,000 0,00 3,500 +0,017 +0,49
CBDA 4,583 4,592 +0,009 +0,20 4,583 0,000 0,00
CBGA 4,942 4,950 +0,008 +0,16 4,950 +0,008 +0,16
CBG 5,367 5,367 0,000 0,00 5,367 0,000 0,00
CBD 5,700 5,700 0,000 0,00 5,700 0,000 0,00
THCV 6,250 6,250 0,000 0,00 6,250 0,000 0,00
CBN 9,325 9,325 0,000 0,00 9,333 +0,008 +0,09
CBCVA 9,950 9,950 0,000 0,00 9,950 0,000 0,00
CBNA 11,608 11,617 +0,009 +0,08 11,633 +0,025 +0,22
A°-THC 12,167 12,167 0,000 0,00 12,142 -0,025 -0,21
CBL 15,067 15,083 +0,016 +0,11 15,075 +0,008 +0,05
A°-THCA 16,500 16,517 +0,017 +0,10 16,517 +0,017 +0,10
CBC 16,817 16,817 0,000 0,00 16,742 -0,075 -0,45
CBCA 20,225 20,233 +0,008 +0,04 20,225 0,000 0,00
CBLA 20,758 20,725 -0,033 -0,16 20,767 +0,009 +0,04
A°-THCP 26,258 26,308 +0,050 +0,19 26,275 +0,017 +0,06

tg - czas retencji piku
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Tabela 172. Zmiana temperatury nebulizacji detektora CAD na wynik iloSciowy i powierzchnie pikow.

Pole Pole A Pole Pole
A Zawartos¢ A Zawartosé A Pole
Analit Zawartosc 35°C Zawartosc 50°C Zawartosc 70°C powierzchni powierzchni  powierzchni  powierzchni
[%] [%] powierzchni [%]
35°C 50°C [%] 70°C

CBGO 9,7069 2,9345 -69,77 2,1665 -77,68 0,8572 0,2328 -72,84 0,1621 -81,09
CBDVA 11,0689 11,3097 +2,18 8,3978 -24,13 1,0594 1,1604 +9,53 0,8905 -15,94
CBND 9,3497 4,4723 -52,17 0,9777 -89,54 0,8560 0,4337 -49,33 0,0960 -88,79
CBDV 6,5149 2,2957 -64,76 2,4120 -62,98 0,3904 0,0838 -78,53 0,0909 -76,72
CBDA 10,1719 9,7740 -3,91 8,7904 -13,58 1,0002 1,0139 +1,37 0,9210 -7,92
CBGA 11,6101 10,3121 -11,18 10,5893 -8,79 1,2403 1,2120 -2,28 1,2404 +0,01
CBG 11,2455 7,2351 -35,66 1,3208 -88,25 1,3312 0,9492 -28,70 0,2536 -80,95
CBD 11,0971 4,3985 -60,36 1,6136 -85,46 1,0487 0,4191 -60,04 0,1289 -87,71
THCV 9,6964 3,5520 -63,37 2,2823 -76,46 0,7610 0,2391 -68,58 0,1309 -82,80
CBN 10,8977 6,6138 -39,31 1,6389 -84,96 1,2558 0,8717 -30,59 0,2668 -78,75
CBCVA 10,4200 11,3753 +9,17 11,4429 +9,82 1,1228 1,2564 +11,90 1,2638 +12,56
CBNA 19,8684 22,0051 +10,75 21,3846 +7,63 2,0694 2,2805 +10,20 2,2216 +7,35
A°-THC 8,5849 4,5428 -47,08 1,0875 -87,33 1,1827 0,6604 -44,16 0,1815 -84,65
CBL 7,8012 4,3479 -44,27 2,7781 -64,39 0,6655 0,2594 -61,02 0,1223 -81,62
A°-THCA 7,3857 9,3320 +26,35 10,1763 +37,78 0,9656 1,1783 +22,03 1,2789 +32,45
CBC 10,2612 5,8180 -43,30 3,1960 -68,85 1,0884 0,6166 -43,35 0,3239 -70,24
CBCA 10,8814 11,0814 +1,84 10,7517 -1,19 1,2130 1,2844 +5,89 1,2478 +2,87
CBLA 11,5568 10,5101 -9,06 11,2789 -2,40 0,6850 0,7203 +5,15 0,7675 +12,04
A°-THCP 10,9255 7,0656 -35,33 0,3630 -96,68 1,5304 1,1612 -24,12 0,3051 -80,06

Zawartos$¢ — wyrazona w mg/ml

Strona 190



Tabela 173. Zmiana temperatury nebulizacji detektora CAD na rozdzielczo$¢ i asymetrie pikow.

Analit Rs 35°C Rs 50°C Rs 70°C Asym. 35°C Asym. 50°C Asym. 70°C
CBGO 4,04 4,03 3,05 1,22 1,22 1,02
CBDVA 2,02 2,07 1,73 1,30 1,31 1,32
CBND 1,23 8,94 0,99 n.a. 2,25 n.a.
CBDV 7,96 n.a. 6,34 n.a n.a. n.a.
CBDA 2,14 2,11 2,05 1,30 1,21 1,27
CBGA 2,37 2,43 2,50 1,56 1,37 1,32
CBG 1,87 2,10 1,95 1,05 1,06 1,02
CBD 3,20 3,49 2,82 1,21 1,29 1,40
THCV 14,49 15,75 13,98 1,22 1,37 1,02
CBN 2,26 2,35 2,06 1,21 1,20 0,99
CBCVA 5,12 5,00 4,50 1,39 1,46 1,47
CBNA 1,72 1,76 1,38 1,43 1,38 1,27
A°-THC 9,31 9,29 7,33 n.a. n.a. n.a.
CBL n.a. 3,53 3,19 1,17 1,13 1,09
A°-THCA n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBC n.a. n.a. n.a. n.a n.a. n.a.
CBCA 1,00 0,88 0,96 n.a. n.a. n.a.
CBLA 9,40 9,30 9,75 n.a. n.a. n.a.
A°-THCP n.a. n.a. n.a. 1,23 1,07 1,11

Rs - rozdziat pomiedzy pikami

Asym. - symetria pikdw
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Tabela 174. Zmiana temperatury nebulizacji detektora CAD na liczbe pétek teoretycznych i sygnat do szumu.

Analit N 35°C N 50°C N 70°C S/N 35°C S/N 50°C S/N 70°C
CBGO 8603 9139 3996 129,3 0,4 0,2
CBDVA 7978 7553 5877 71,9 125,0 66,2
CBND 10846 12817 7075 63,3 49,0 7,7
CBDV 14133 n.a. 7451 30,5 n.a. 6,8
CBDA 13159 12471 10342 57,1 93,1 61,3
CBGA 12585 12582 12352 62,5 103,5 79,2
CBG 13702 16565 18873 64,7 84,4 16,7
CBD 17195 22512 14888 56,0 40,7 7,5
THCV 21292 23317 15060 58,6 19,3 7,0
CBN 21518 26807 24512 62,8 47,7 13,9
CBCVA 17580 16895 12179 48,2 49,9 53,5
CBNA 17643 16414 14270 86,4 110,9 96,3
A°-THC 25820 34030 19253 57,4 41,0 8,9
CBL 35089 27176 17765 30,7 11,3 51
A°-THCA 21988 21738 21280 n.a. 38,4 38,2
CBC n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
CBCA 24023 23943 21668 18,2 32,4 30,5
CBLA 22694 19262 20161 10,2 17,7 18,3
A°-THCP 28536 30116 36794 19,4 30,1 7,8

N - liczba potek teoretycznych
S/N - sygnat do szumu
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11.11. Chromatogramy préb rzeczywistych
Chromatogramy prébek rzeczywistych oceniano w celu potwierdzenia mozliwosci
zastosowania opracowanej procedury chromatograficznej do analizy produktéw olejowych
oraz materiatu roslinnego. Badaniami objeto cztery prébki olejowe oznaczone symbolami
01-04 oraz cztery probki suszu lub kwiatéw konopi oznaczone symbolami F1-F4. Prébki
przygotowano zgodnie z procedurg opisang w czesci eksperymentalnej, a analizy

przeprowadzono w nominalnych warunkach chromatograficznych.

Charakterystyke prébek, sporzadzong na podstawie informacji zamieszczonych na

etykietach lub danych dotyczacych ich pochodzenia, przedstawiono w Tabeli 174.

Tabela 175. Charakterystyka prébek rzeczywistych wykorzystanych w badaniach.

Opis z etykiety / Deklarowane Deklarowane

Kod prébki Typ probki srédio CBD AS-THC Uwagi
[0)
01 olej PURE CBD OIL 30%"3380 me <0,1% 10 mL
0,
02 olej CBD FORTE OIL 3'64"(:1;30 me <0,2% 30 mL
POLISH .
03 olej PREMIUM 30% 30%"5;30 me 0,0% 10 mL
CBD HEMP OIL
1 o)
04 o Satlvilng;)CBD 10%;,(:1380 mg <0,1% 10g
CBD AMNESIA suma CBD
F1 susz/kwiat  HAZE PREMIUM o 0,1% 10g
HEMP FLOWER 18,94%
CBD White
F2 susz/kwiat Widow hemp 27,89% CBD 0,1% 10g
flower
Pozytywne
F3 susz/kwiat Kogi?j'ig;ap”ge 8,5% CBD <0,1% 10g
flower
F4 susz/kwiat i?ggf:lrst)ls:z::' brak danych brak danych  Cannabis sativa

Wartosci przedstawione w Tabeli 174 pochodzg z etykiet produktéw i nie stanowia
wynikéw oznaczen wykonanych w ramach niniejszej pracy. Deklarowane przez producentow
zawartosci, podane w procentach lub miligramach, przepisano zgodnie z informacjami

zamieszczonymi na etykietach. Okreslenie ,suma CBD” zachowano w brzmieniu zgodnym
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z etykietg probki F1. Chromatogram kazdej probki pordwnywano z chromatogramem
mieszaniny wzorcowe] zawierajacej 19 kannabinoidéw. Przypisanie sygnatéw opierano na
zgodnosci czasu retencji, kolejnosci elucji oraz ksztattu piku. Oceniano réwniez przebieg linii
podstawowej, obecnosé sygnatdéw mogacych pochodzi¢ od sktadnikdw matrycy oraz mozliwos$é

jednoznacznego wyznaczenia granic integracji.

W wariancie UHPLC-UV-VIS/DAD chromatogramy wykorzystywane do oznaczen
ilosciowych rejestrowano przy dtugosci fali 278 nm. Identyfikacje pikéw wspomagano przez
poréwnanie widm DAD z widmami zarejestrowanymi dla roztworéw wzorcowych. Oceniano
profil widmowy w maksimum oraz na zboczach piku. Niezgodnos¢ profilu widmowego
stanowita podstawe do ponownej kontroli przypisania sygnatu i granic integracji. Samo widmo

DAD nie byto traktowane jako jednoznaczne potwierdzenie tozsamosci zwigzku.

W wariancie UHPLC-CORONA CAD przypisanie pikdw opierano na zgodnosci czasu
retencji, kolejnosci elucji, ksztattu sygnatu oraz pordwnaniu chromatogramu prébki

z chromatogramem mieszaniny wzorcowe;j.

Szczegblng uwage zwrécono na regiony obejmujgce pary CBND/CBDV, A°-THCA/CBC
oraz CBCA/CBLA. Dla tych par oceniano potozenie maksiméw pikéw, przebieg linii
podstawowej pomiedzy sygnatami oraz mozliwy wptyw sasiadujgcego piku na wyznaczone
granice integracji. Ze wzgledu na uzyskiwane w czesci analiz wartosci rozdzielczosci nizsze niz

Rs = 1,5 regiony te traktowano jako krytyczne.

W prébkach olejowych dominujgcym ilo$ciowo oznaczanym kannabinoidem byt CBD.
Ze wzgledu na jego stezenie sygnat CBD byt wyraznie wiekszy od sygnatéw pozostatych
sktadnikéw. W prébkach materiatu roslinnego ilosciowo oznaczano przede wszystkim CBD
i CBDA. Dla czesci pozostatych kannabinoidow obserwowano sygnaty odpowiadajgce

stezeniom nizszym od granicy oznaczalnosci.

Wyniki iloSciowe raportowano wytgcznie dla stezer mieszczgcych sie w potwierdzonym
zakresie roboczym danego analitu i wariantu detekcji. Sygnaty odpowiadajgce stezeniom
rownym lub wyzszym od LOD, lecz nizszym od LOQ, raportowano jako ,<LOQ”, bez podawania
wyniku ilosciowego. Brak sygnatu lub sygnat odpowiadajgcy stezeniu nizszemu od LOD

raportowano jako ,n.d.”.
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W dalszej czesci podrozdziatu przedstawiono przyktadowe chromatogramy wybranych
probek rzeczywistych. Chromatogramy dobrano tak, aby zilustrowa¢ profile uzyskane dla obu
rodzajow matryc, obecnos¢ dominujgcych kannabinoidéw oraz wyglad krytycznych regionéow
rozdzielenia. Przedstawione chromatogramy majg charakter reprezentatywny, natomiast
wyniki oznaczen dla wszystkich osmiu prébek zestawiono w odpowiednich tabelach

wynikowych.

A NI

-0@,%6,07,510,02,56,07 20 22 2620 ,0

Rysunek 62. Przyktadowy chromatogram probki olejowej CBD - Pure Oil 30% uzyskany z zastosowaniem detekcji

CORONA CAD.
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Rysunek 63. Przyktadowy chromatogram prébki suszu lub materiatu roslinnego CBD Pure Oil 30% zarejestrowany

przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 64. Przyktadowy chromatogram prébki olejowej Kom uzyskany z zastosowaniem detekcji CORONA CAD.
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Rysunek 65. Przyktadowy chromatogram prébki suszu lub materiatu roslinnego Kombinat Konopny Olej CBD

Forte zarejestrowany przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 66. Przyktadowy chromatogram probki olejowej Polski Olej Konopny CD 30% uzyskany
z zastosowaniem detekcji CORONA CAD.
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Rysunek 67. Przyktadowy chromatogram prébki suszu lub materiatu roslinnego Polski Olej Konopny CD 30%

zarejestrowany przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 68. Przyktadowy chromatogram probki olejowej Satiwell CBD 10% uzyskany z zastosowaniem detekcji

CORONA CAD.
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Rysunek 69. Przyktadowy chromatogram prébki suszu lub materiatu roslinnego Satiwell 10% zarejestrowany

przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.

-B)P 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Rysunek 70. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego Amnesia uzyskany z zastosowaniem detekcji

CORONA CAD.
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Rysunek 71. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego Amnesia zarejestrowany przy

dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 72. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego CBD White Widow Hemp flower

uzyskany z zastosowaniem detekcji CORONA CAD.
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Rysunek 73. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego CBD White Widow Hemp flower

zarejestrowany przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 74. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego Orange Bud uzyskany z

zastosowaniem detekcji CORONA CAD.
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Rysunek 75. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego Orange Bud zarejestrowany przy dtugosci fali

278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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Rysunek 76. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego préba od rolnika uzyskany z zastosowaniem

detekcji CORONA CAD.
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Rysunek 77. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego préba od rolnika zarejestrowany przy dtugosci

fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.
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uzyskany z zastosowaniem detekcji CORONA CAD. .......cocuiieeiiiiieeeiiee e cereeesteeeeeste e e ssaeeeesataeeesstaeessreeessnseeenanns 200
Rysunek 73. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego CBD White Widow Hemp flower
zarejestrowany przy dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD.........cccooveveeereeireecieeveereereens 201
Rysunek 74. Przyktadowy chromatogram prébki suszu konopnego Orange Bud uzyskany z
zastosowaniem detekcji CORONA CAD. ......oeccuieieiiieee et e eeite e e etee e e ste e e eette e e eetaaeeessbaeeeessaeesassaaessataeeeanssaessnnsens 201
Rysunek 75. Przyktadowy chromatogram proébki suszu konopnego Orange Bud zarejestrowany przy
dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekcji UV-VIS/DAD. .......ccccecueruerererereererieeesiestesieseessesseeseensessesseseesses 202
Rysunek 76. Przyktadowy chromatogram probki suszu konopnego préoba od rolnika uzyskany z
zastosowaniem detekCji CORONA CAD. ....ooiiiiiiieiieenttestte ettt e st sate e s bt e s bt e sabeesabeesabeesabeeenseesabeesseesabeeenneesanes 202
Rysunek 77. Przyktadowy chromatogram proébki suszu konopnego préba od rolnika zarejestrowany przy

dtugosci fali 278 nm z zastosowaniem detekeji UV-VIS/DAD. ......ccceeieieieeeireeeeeeecieeeeeeeeteeesveeeareesaveessseesneensnes 203
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Development and Validation of a UHPLC Analytical Method for the Determination of Cannabinoids in
Plant and Oil Matrices Using UV-DAD and Corona CAD Detectors
I Konferencja ,,Forum doktoranckie” w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych UAM.
25.06.2025, prezentacja wynikow, abstrakt plus wystapienie ustne
13) Duczmal, D.; Bazan-Wozniak, A.; Niedzielska, K.; Pietrzak, R.
Profilowanie gtownych i pomniejszych Rannabinoidow, w tym ich form Kwasowych, w matrycach

konopnych metodqg UHPLC-CAD: opracowanie i walidacja metody.
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Na Pograniczu Chemii, Biologii i Farmacji. 31.05-03.06.2026, prezentacja wynikow,
abstrakt plus wystgpienie ustne

Nagrody i wyrdznienia:

Il Ogdlnopolska Konferencja ,,Bioaktywne zwigzki pochodzenia naturalnego”, zajecie IlI

miejsca za prezentacje posterowa.

Bioaktywne zwiazki
@ pochodzenia
» @ naturalnego

&
.O.' &

9-10.10.2023
Trzebnica

II Ogolnopolska Konferencja
,Bioaktywne zwiqzki pochodzenia
naturalnego”

DYPLOM

za zajecie III miejsca za prezentacje posterowq

dla

H.%r. Dominika Duczmalo.

Przewodniczaca

Komitetu Organizacyjnego Prezes Oddziatu Wroctawskiego PTTZ
D'r e Dr inz. Anna Kancelista
Anna Chojnacka, prof. UPWr

9-10.10.2023 Trzebnica

Zatacznik 1. Dyplom za zajecie 11l miejsca za prezentacje posterowa.
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e, INSTYTUT WEOKIEN NATURALNYCH | ROSLIN ZIELARSKICH
Panstwowy Instytut Badawczy

ParsTwowy msT ™" ul. Wojska Polskiego 71 B, 60-630 Poznari, Polska KRS 0000321899 NIP 7811830940 REGON 301027411
eapawczY
Y, +48618455800 BN sekretariat@iwnirzpl oy +48618417830 @& www.iwnirzpl & wwwsklep.iwnirzpl

Poznan, dnia 25 wrzesnia 2026 r.

Polygen sp. z o.0.
ul. Portowa 16L
44-102 Gliwice

LIST INTENCYJNY

Szanowni Panstwo,

Instytut Widkien Naturalnych i Roélin Zielarskich —Panstwowy Instytut Badawczy w Poznaniu
wyraza zainteresowanie kontynuacja wspolpracy z firma Polygen sp. z 0.0. W zakresie rozwoju
i wdrazania nowoczesnych metod analitycznych.
Istotnym elementem planowanej wspolpracy jest wdrozenie, do konca 2026 roku, metody
oznaczania kannabinoidow opracowanej w ramach doktoratu wdrozeniowego realizowanego
na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu we wspélpracy z firma Polygen sp. z
0.0.
Metoda wykorzystuje chromatografi¢ cieczowa UHPLC oraz dwa uzupehiajace si¢ warianty
detekcji: DAD i CAD. Zastosowanie detektora DAD umozliwia rejestracje widm UV -Vis i
wspiera identyfikacj¢ oznaczanych zwiazkow, natomiast detektor CAD zapewnia
komplementarna odpowiedz dla zwiazkow nielotnych i rozszerza mozliwoéci oceny probek.
Wykorzystanie obu detektorow pozwoli zwigkszy¢ zakres informacji uzyskiwanych podczas
analizy oraz wzmocni¢ wiarygodnos¢ interpretacji wynikow.
Planowane wdrozenie bedzie praktycznym wykorzystaniem rezultatéw doktoratu
wdrozeniowego. Pozwoli przenies¢ opracowane rozwiazanie z etapu badan do rutynowej pracy
laboratoryjnej Instytutu oraz rozwina¢ mozliwosci analizy surowcow i produktow
otrzymywanych z konopi.
Wspolpraca bedzie obejmowala transfer metody na aparaturg Instytutu, wykonanie badan
potwierdzajacych jej prawidlowe dzialanie, przygotowanie zespolu analitycznego oraz
opracowanie niezbgdnej dokumentacji wdrozeniowej.
Instytut deklaruje gotowos¢ do dalszych uzgodnief organizacyjnych i technicznych z firma
Polygen sp. z 0.0. w celu skutecznej realizacji planowanego wdrozenia.
#a>iTHUT WEOKIEN NATURAL:
| ROSLIN ZIELARSKICH
PBI‘WM Instytut m,
ul. Wojska Polskiego 71 B8
60-630 POZNAN  °

tel. (61) 845-58-00, fax (61) 841-75.
NIP 7811830940 REGON 30107~

. — W
Refarzync 1V

logpbenimow bisionat | Pieczec i podpis
IWNIRZ - P8 )
v <
1ISO 22000:2018 Bank Account: Bank Account:
Food Safety Management Systems ~ BNP PARIBAS BANK POLSKA S.A. Getin Noble Bank S.A.
Certyfikat GMP ul. Kasprzaka 2, 01-211 Warszawa ul. Przyokopowa 33, 01-208 Warszaw
Dobra Praktyka Wytwarzania PL 80 1600 1462 1807 6476 9000 0001 PL 60 1560 0013 2895 4995 5000 00(

Zatacznik 2. List intencyjny Instytutu Witékien Naturalnych i Roslin Zielarskich — Panstwowego Instytutu
Badawczego dotyczacy planowanego wdrozenia metody oznaczania kannabinoidéw opracowanej w ramach doktoratu

wdrozeniowego.
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OH

HO
Kannabidiwaryna (CBDV)

HO
Kwas kannabidiolowy (CBDA)

Kannabidiol (CBD)

OH

HO
Kwas kannabigerolowy (CBGA)

Kannabigerol (CBG)

HO

Kwas kannabidiwarynowy
(CBDVA)
OH
0 Kwas A°-
Tetrahydrokannabiwaryna A®-Tetrahydrokannabinol (A®- tetrahydrokannabinolowy (A°-THCA)
(THCV) THC)

7\0
A%-Tetrahydrokannabiforol (A%-
THCP)

Zatacznik 3. Struktury chemiczne kannabinoidow objetych zakresem badan
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HO

Kannabichromen (CBC)
Kwas kannabichromenowy
(CBCA)

OH

HO
O

Kannabicyklol (CBL) © i

Kwas kannabicyklolowy (CBLA)

OH o} ‘ OH
0 HO ‘

Kwas kannabinolowy (CBNA) Kannabinodiol (CBND)

Zatacznik 4. Struktury chemiczne kannabinoidéw objetych zakresem badan.
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Kwas kannabichromowarynowy
(CBCVA)

O ‘OH
(0]

Kannabinol (CBN)

OH

Kannabigerocin (CBGO)



