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Santrauka

Pluostiné kanapé (Cannabis sativa L.) — tai augalas kaupiantis daugybe zmogaus sveikatai naudingy
junginiy. Jau nuo seno §is augalas buvo naudojamas pluostui ir medicininéje chemijoje. Siuo metu
didelio mokslininky démésio pluostinés kanapés susilaukia del lapy trichomose kaupiamy
terpenofenoliniy junginiy — fitokanabinoidy. Moksliniais tyrimais patvirtinta, kad fitokanabinoidai
gali biti pritaitkomi medicininéje chemijoje dél plataus farmakologinio poveikio, kuris daZniausiai
yra susijes su endokanabinoidy sistema Zmogaus organizme. D¢l augancios paklausos produktams,
kuriy sudedamoji dalis yra pluostiniy kanapiy ekstraktai, aktualu kurti naujus chromatografinés
analizés metodus, tiksliai fitokanabinoidy sudééiai nustatyti. Sio darbo tikslas buvo optimizuoti ir
validuoti dujy ir skys€iy chromatografijos metodus, tinkamus pluostiniy kanapiy bioaktyviy
fitokanabinoidy analizei, bei atlikti Cannabis sativa L. ekstrakty kokybine ir kiekybine analize
optimizuotomis metodikomis.

Siame tyrime buvo optimizuotos fitokanabinoidy analizés salygos su trimis chromatografinémis
sistemomis: iSsamiosios dujy chromatografijos sistema su skriejimo laiko masiy spektrometrijos
detektoriumi, dujy chromatografijos sistema su liepsnos jonizacijos detektoriumi ir efektyvigja
skys¢iy chromatografija su diody matricos detektoriumi. Optimizuoti metodai buvo validuoti
remiantis ICH gairése nurodytais parametrais, jvertinant metody specifiSkumg, preciziskuma,
tiesiSkumg, aptikimo ribas ir nustatymo ribas. ISsamiosios dujy chromatografijos su skriejimo laiko
masiy spektrometrijos detektoriumi metodas validuotas kanabidioliui, kanabigeroliui, kanabinoliui,
kanabichromenui ir kanabidivarinui, dujy chromatografijos su liepsnos jonizacijos detektoriumi
metodas — kanabidioliui, kanabigeroliui, kanabinoliui ir kanabidivarinui, 0 efektyviosios skys¢iy
chromatografijos metodo validacija atlikta kanabidioliui, kanabigeroliui, kanabinoliui,
kanabichromenui, kanabidivarinui, kanabigerolio ir kanabidiolio rugstims. Kiekybiniam junginiy
nustatymui pasirinktas gradavimo grafiko metodas, todél visiems validuotiems fitokanabinoidams
sudarytos kalibracinés kreivés. Tarpusavyje lyginant metodus, geriausios validacijos paramtery
vertés buvo nustatytos efektyviosios skysCiy chromatografijos metodui. Buvo nustatyta, kad
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodo aptikimo riby vertés tarp fitokanabinoidy pasiskirste
1,36-2,96 pg/ml intervale, o nustatymo riby vertés 4,13-8,86 pg/ml intervale. Dujy
chromatografijos su liepsnos jonizacijos detektoriumi metodo fitokanabinoidy aptikimo ribos
iSsidéste 1,71-2,71 pg/ml intervale, o nustatymo ribos 5,19-8,20 pg/ml. ISsamiosios dujy
chromatografijos su skriejimo laiko masiy spektrometrijos detektoriumi metodo ribos auks¢iausios
i§ visy trijy metody, aptikimo ribos pasiskirste 5,00-8,15 pg/ml, o nustatymo ribos 15,15-24,69
pg/ml.



Optimizuoti metodai pritaikyti pluostiniy kanapiy ekstrakty fitokanabinoidy sudéties analizei.
Visuose ekstraktuose didziausiais kiekiais aptiktas kanabidiolis, sekantis gausiausias komponentas
buvo kanabidivarinas. Ekstraktuose taip pat identifikuoti ir kiekybiskai jvertinti buvo kanabinolis,
kanabigerolis, kanabichromenas, kanabigerolio ragstis, taciau $iy fitokanabinoidy kiekiai
ekstraktuose buvo labai mazi.
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Summary

Hemp (Cannabis sativa L.) accumulates plenty of chemical compounds which are beneficial for
human health. For centuries it has been used for textile fiber production and in medicinal chemistry.
Recently, more scientists got interested in hemp because of terpenophenolic compounds, called
phytocannabinoids which are produced in trichomes of leaves. Pharmacological activity of
phytocannabinoids has been proven by many studies and it is related to endocannabinoid system in
humans. Due to growing demand of products with hemp it is important to create new analytical
methods to determine the exact composition of phytocannabinoids in Cannabis sativa L. extracts
and other products. The aim of this study is to optimize gas chromatography and liquid
chromatography conditions for phytocannabinoid analysis and validate them, as well as perform
Cannabis sativa L. extract analysis with validated methods and determine composition of
phytocannabinoids.

In this study conditions of phytocannabinoid analysis was optimized with three chromatographic
systems: gas chromatography with time of flight mass spectrometry, gas chromatography with
flame ionization detector and high performance liquid chromatography with diode array detector.
Methods were validated according to ICH guidlines by evaluating specifity, precision, linearity,
Limit of Detection and Limit of Quantification for each phytocannabinoid in each method. Gas
chromatography with time of flight mass spectrometry method was validated for cannabidiol,
cannabigerol, cannabinol, cannabichromene and cannabidivarin, gas chromatography with flame
ionization detector method was validated for cannabidiol, cannabigerol, cannabinol and
cannabidivarin, high performance liquid chromatography with diode array detector method was
validated for cannabidiol, cannabigerol, cannabinol, canabichromene, cannabigerolic acid and
cannabidiolic acid. For quantative analysis calibration curves were made for each validated
cannabinoid in each method. From all three methods liquid chromatography method had the best
values of validation parameters. It was found that limit of detection and limit of quantification
values for high performance liquid chromatography method respectively were distributed in 1,36—
2,96 pg/ml and 4,13-8,86 pg/ml intervals. For gas chromatography with flame ionization detector
method limit of detection values were within the range of 1,71-2,71 pg/ml and limit of
quantification values within the range of 5,19-8,20 pg/ml. Limit of detection and limit of
quantification values for gas chromatography with time of flight mass spectrometry method were
highest from all three methods, respectively they are within the ranges of 5,00-8,15 pg/ml and
15,15-24,69 pg/ml.

Each method was applied for the phytocannabinoid analysis of Cannabis sativa L. extracts. It was
found that the most abundant phytocannabinoid in all extracts is cannabidiol, followed by
6



cannabidivarin. However, the amount of cannabidivarin was significantly lower. Cannabinol,
canabigerol, cannabichromene and cannabigerolic acid were also identified and quantified in these
extracts, yet in very small quantities.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
2-AG — 2-arachidonilglicerolis
5-HT1a — seratonino 1A receptorius
CB1 — pirmojo tipo kanbinoidy receptoriai
CB2 — antrojo tipo kanbinoidy receptoriai
CBC - kanabichromenas
CBCAS — kanabichromeno rtigsties sintazé
CBD - kanabidiolis
CBDA - kanabidiolio rugstis
CBDAS - kanabidiolio rigsties sintazé
CBDV - kanabidivarinas
CBDVA - kanabidivarino rtigsties sintazé
CBE — kanabielsoinas
CBG - kanabigerolis
CBGA —kanabigerolio ragsis
CBGV - kanabigerovarinas
CBL - kanabiciklolis
CBLA — kanabiciklolio rugstis
CBN — kanabinolis
CBNA — kanabinolio rtigstis
CBND - kanabinodiolis
CBT — kanabicitranas
CYP450 — citochromas P450
CNS — centriné nervy sistema
SFE-CO:2 — superkriziné skysciy ekstrakcija anglies dvideginiu
COX — ciklooksigenaz¢

DAD - diody matricos detektorius
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DAGL — diacilglicerolio lipaze

FAAH — riebaly rtgsciy amidy hidrolazé

GABA — y-amino sviesto riigstis

GC — dujy chromatografija (angl. Gas Chromatography)

GC x GC-TOF/Ms - issamiosios dujy chromatografijos sistema su skriejimo laiko masiy
spektrometrijos detektoriumi (angl. Gas Chromatography with Time of Flight Mass Spectrometry)

HPLC — efektyvioji skysc¢iy chromatografija (angl. High Performance Liquid Chromatography)
LC — skyséiy chromatografija (angl. Liquid Chromatography)
LOD - aptikimo riba (angl. Limit of Detection)

LOQ — nustatymo riba (angl. Limit of Quantification)

MAGL — monoacilglicerolio lipazé

MS — masiy spektrometrija

MTOR - zinduoliy rapamicino taikinys

NAAA — N-aciletanolaming hidrolizuojanciy riigsciy amidaze
NAPE-PLD — N-acilfosfatidiletanolaminui specifiné fosfolipazé¢ D
NF-kb — branduolio faktorius Kappa B

PPARYy — peroksisomos proliferatoriaus aktyvuotas receptorius
SN — standartinis nuokrypis

SSN% — santykinis standartinis nuokrypis

THCAS — tetrahidrokanabinolio riigsties sintazé
TMS — tetrametilsilanas
TRP — laikinas receptoriaus potencialo kanalas

TRPAL1 - pereinamasis receptoriaus potencialo kanalas priklausantis A subSeimai, pirmasis
subSeimos narys

TRPMS8 — pereinamasis receptoriaus potencialo kanalas priklausantis M subSeimai, astuntasis
subSeimos narys

TRPV1 — pereinamasis receptoriaus potencialo kanalas priklausantis V subSeimai, pirmasis
subSeimos narys

UGT - gliukuroniltransferaze
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UPLC - ultra auksto nasumo skys¢iy chromatografija (angl. Ultra Performance Liquid

Chromatography)

UV/Vis — ultravioletiné ir regimoji §viesa
VCAM-1 — kraujagysliy adhezijos baltymas 1
A®-THC — A®-tetrahidrokanabinolis
AB-THCA — A8-tetrahidrokanabinolio riigstis
A®-THC — A°- tetrahidrokanabinolis
A®-THCA — A®- tetrahidrokanabinolio riigtis

A°-THCV — A°-tetrahidrokanabivarinas
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Ivadas

Pluostiné kanapé (lot. Cannabis sativa L.) — tai kanapiniy (Cannabaceae) Seimos Zolinis augalas,
kurio séklose yra daug mitybai vertingo aliejaus ir baltymy, o lapai bei ziedynai sukaupia daug
jvairios struktiiros bioaktyviy sveikatai naudingy junginiy. Sio augalo teigiamas poveikis zmogaus
sveikatai buvo Zinomas jau nuo seno — daugelis kultiiry vartojo pluostines kanapes gydymo tikslais
[1]. Siuo metu kanapéje yra identifikuoti daugiau kaip 550 sveikatai naudingu poveikiu
pasizymintys komponentai: terpenai, fitokanabinoidai, flavanoidai, lignanai, kumarinai, fenoliai ir
t.t. [2]. Dél didelio kiekio Zmogaus sveikatai naudingy junginiy pastaruoju metu su pluostinémis
kanapémis atlickama vis daugiau moksliniy tyrimy siekiant sukurti naujus preparatus jvairiy ligy
gydymui, o taip pat didesnés mitybinés vertés maisto produkty ir maisto papildy suktrimui [3].

Daugiausia mokslininky démesio susilaukia kaip antriniai metabolitai sintetinami unikaliis
terpenofenoliniai junginiai — fitokanabinoidai. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad fitokanabinoidai
yra potencialis kandidatai jvairiy ligy gydymui ir/ar jy sukeliamy neigiamy simptomy mazinimui
[4]. Pavyzdziui, fitokanabinoidai gali stimuliuoti apetitg anoreksija sergantiems pacientams, slopina
veéziniy lgsteliy proliferacijg, mazina pykinimg ir vémima, slopina chroni$kg neuropatinj skausma
véziu, ZIV/AIDS, fibromialgija, reumatoidiniu artritu ar jvairiomis sklerozémis sergantiems
pacientams. Taip pat nustatyta, kad fitokanabinoidai yra potencialiis vaisty junginiai gydant
epilepsija, Alzhaimerio liga, Huningtono liga, diabeta, Sizofrenija, depresija ir nuotaikos sutrikimus

[1].

Farmacijos, maisto ir kosmetikos pramonéje nuolatos kuriami nauji vaistiniai preparatai, maisto
papildai, kremai ir Kiti produktai, kuriy sudétyje siekiama panaudoti daugiau natiiraliy komponenty.
Pastaruoju metu vis daugiau vartotojy atkreipia démes;j j natiiraluma, o dél savo daugybés gydomuyjy
savybiy C. sativa preparatai (dazniausiai ekstraktai) galéty buti gydomyjy produkty sudedamoji
dalis bei natrali ir efektyvi alternatyva daugybés ligy gydymui sintetiniais vaistais. Pluostiniy
kanapiy ekstraktuose dazniausiai aptinkama nuo keliy iki keliolikos skirtingy fitokanabinoidy, kuriy
farmakologinés savybés jau buvo tirtos eksperimentiskai. Prie§ jtraukiant ekstraktg j preparatg itin
svarbu tiksliai isanalizuoti jo sudétj, ypa¢ veikliyjy medziagy koncentracijas. Norint kurti
preparatus tikslingai, apibrézti tiksly farmakologinj poveikj, galimas sgveikas su kitais pacienty
vartojamais vaistais ir jsitikinti, kad produktuose néra kenksmingy medziagy, pvz.: psichoaktyvumu
pasizymin¢io kanabinoido tetrahidrokanabinolio, svarbu atlikti iSsamig chromatografing analizg.
D¢l Sios priezasties aktualu kurti efektyvius, selektyvius, jautrius, rutininei fitokanabinoidy
kokybinei ir kiekybinei analizei tinkamus chromatografinius metodus, o taip pat nustatyti
kokybinius ir kiekybinius rySius tarp Siuo metu taikomy skirtingy metody.

Darbo tikslas — optimizuoti ir validuoti dujy ir skys¢iy chromatografijos metodus, tinkamus
pluostiniy kanapiy bioaktyviy fitokanabinoidy analizei bei atlikti C. sativa ekstrakty kokybing ir
kiekybine analize¢ optimizuotomis metodikomis.

Darbo uzdaviniai:

1. palyginti dujy chromatografijos su liepsnos jonizacijos (FID) bei skriejimo laiko masiy
spektrometrijos (TOF/Ms) detektoriais metodus fitokanabinoidy CBD, CBG, CBC, CBN ir
CBDV analizei ir jvertinti jy efektyvuma bei ypatumus;
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jvertinti jvairias fitokanabinoidy analizés efektyviosios skysC¢iy chromatografijos su diody
matricos detektoriumi (HPLC-DAD) metody salygas ir sudaryti patikimai analizei tinkama
analizés protokola;

. validuoti sékmingiausias dujy ir skysC¢iy chromatografijos metodikas C. sativa bioaktyviy
fitokanabinoidy analizei;

. sudarytas metodikas iSbandyti pluostiniy kanapiy ekstrakty kokybinei ir kiekybinei analizei.
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1. Literatuiros apZvalga
1.1 Kanapés taksonomija ir morfologiniai poZymiai

Kanapé (lot. Cannabis) — svarbus Zolinis augalas, kiles i§ centrinés Azijos Ir jau nuo neatmenamy
laiky naudotas pluostui ir tradicinéje medicinoje [5]. Nors gana ilgai $io augalo nauda buvo
uzmir$ta, pastaraisiais metais susidoméjimas juo vél Zenkliai iSaugo dél kanapése natiraliai
kaupiamy junginiy ir jy plataus pritaikymo jvairiose srityse galimybiy. ISoriniai ir vidiniai kanapés
stiebo audiniai gali biiti naudojami bioplastiky ir j betong panasiy dariniy gamyboje, séklos svarbios
maistui, nes jose yra vidutini$ai 30 % daugiausia i§ polinesociy riebaly rtgsciy sudaryto aliejaus,
vertingy baltymy ir kity zmogaus sveikatai svarbiy komponenty [6], o lapuose esantys fitocheminiai
junginiai pasizymi plataus spektro biologiniu aktyvumu ir tikimasi, jog ateityje jie gali bati
panaudojami jvairiy vaisty sudétyje [5].

Kanapé yra priskiriama magnolijiny (lot. Magnoliophyta) skyriui, kuriam priklauso kanapiniy (lot.
Cannabaceae) seima [7]. Cannabaceae Seimai yra priskiriamos dvi gentys - Cannabis ir Humulus
[8]. Mokslininkai sutaria, jog yra viena Humulus rusis — Humulus lupulus. Ta¢iau mokslininkai iki
Siol diskutuoja, kaip teisingai suklasifikuoti kanapiy rasis ir portsius. Daznai iSskiriamos dvi
nuomonés apie Cannabis genties taksonomijg. Viena i§ jy teigia, kad Cannabis yra viena, stipriai
kintanti monotipiné rasis — C. sativa [9]. Kiti teigia, kad gentis yra politipiné ir yra skiria tris rusis:
séjamosi kanapé (lot. C. sativa), indiné kanapé (lot. C. indica) ir SiukSlyniné kanapé (lot. C.
— afganiné kanapé (lot. C. afghanica), o kai kurie mokslininkai sitilo Cannabis genciai priskirti tik
dvi rasis — C. sativa ir C. indica [10, 11]. Kol kas néra sutarta dél tikslaus klasifikavimo, todél
mokslingje literatiroje kanapés dazniausiai yra jvardinamos kaip viena C. sativa rasis ir Salia
nurodoma jy veislé [7].

\ ' Sativa

Nl Indica
: Indica
' Ruderalis

&

7 = 3
TR T Ruderalis

1 pav. Kanapés rasys: Cannabis sativa, Cannabis indica, Cannabis ruderalis [12]

C. sativa — tai vienmetis augalas, kurio morfologinés savybés daznai yra varijuojancios, nes jos
priklauso nuo augalo kultyvavimo salygy [13]. Augalo stiebas status ir tiesus, Sakotas, stiebo
aukstis dazniausiai yra 50-180 cm [14], bet gali iSaugti iki 5 m [15]. Visas augalas yra apauges
plaukeliais. Lapai prieSiniai, ilgais, vagotais, aStriai plaukuotais lapkociais. Lapkociai pirstiskai
suskaidyti, suskaidymas buna trilapis arba penkialapis, rec¢iau devyniy daliy. Skiltys pailgos,
lancetiskos, pleistisku pagrindu, stambiai dantytais krastais. Lapai — liaukingi. VirSutiniai lapai
prazanginiai, trilapiai arba sveiki. Prielapiai mazi, poriniai, lancetiski arba linijiski, lygiakrasciali,
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nusmailéje. Kuokeliniai ziedai turi trumpus ziedkocius, jie susitelke j ilgus, $akotus, apatinéje dalyje
lapuotus $luotelinius ziedynus. Jy apziedis balsvai zalias, 7-8 mm skersmens, sudarytas i§ 5 buky
lapeliy. Piesteliniai ziedai auga tankiais, varpiskais ziedynais, susitelke virSutiniy lapy pazastyse. Jy
paziedés kiauSiniskos, nusmailéjusia virsiine. Apziedis trumpas, lygiakrastis, apsupa tik mezginés
pagrinda. Vaisius — plikas, 3—-6 mm ilgio ir 2 mm plo¢io rieSutélis, apgaubtas paziedés [14].

Pluostinés kanapés zydi birzelio-liepos ménesiais skleisdamos stipry ir tik Siems augalams btidinga
kvapg. Kanapes apdulkina véjas, 0 séklos sunoksta riigpjic¢io ménesj [14]. Vyriskieji ir moteriskieji
reprodukciniai organai yra skirtinguose augaluose, iSskyrus tuos atvéjus, kai yra specialiai
kultivuojami, jog augty tame paCiame augale [13]. Vyriskieji augalai daznai vadinami tiesiog
pleiskanémis, jy lapai yra smulkesni ir retesni, taciau stiebai aukstesni nei moteriskyjy augaly (zr. 2
pav.). Jy vegetacija trunka trumpiau, pluostas yra plonesnis, jy derlius nuimamas keliomis
savaitémis anksciau [16].

>

-’

o
’A//.r e

4

>
2 pav. Moteriski (kairéje) ir vyriSki (deSinéje) augalai [17, 18]

Kanapéms augti yra tinkami priesmélio ar priemolio dirvozemiai [14]. Kanapés dauginasi séklomis,
kurias geriausia séti rudenj ar pavasarj. Taciau nors daznai kanapés yra kultivuojamos kaip sétinés
kulttros, Sie augalai auga geriau, kai dauginasi savaimine s¢ja [5, 14].

1.2 Cannabis sativa cheminé sudétis ir veikliyju medziagy biosintezé

C. sativa galima rasti daugiau kaip 750 skirtingoms klaséms priskiriamy, junginiy. Viena i8
svarbiausiy grupiy lapuose ir ziedynuose yra fitokanabinoidai — $iai grupei yra priskiriama daugiau
nei 100 iki Siol identifikuoty terpenofenoliniy antriniy Sio augalo metabolity [15]. Dar viena svarbi
klasé — terpenal, kuriy kanapése iki $iol identifikuota 140 junginiy. Be §iy junginiy klasiy, C. sativa
yra identifikuota 50 skirtingy angliavandeniliy, 34 angliavandeniai ir pana$as j juos junginiai, 27
azoto junginiai, 25 nekanabinoidiniy fenoliniy junginiai, 23 riebaly ragstys, 23 flavanoidai, 20
paprasty rigsciy, 13 ketony, 13 esteriy ir laktony, 12 aldehidy, 11 baltymy, 11 steroidy, 3 vitaminai
ir 2 pigmentai. Verta paminéti, kad augale néra identifikuota laisvy flavanoidy, taciau jie aptinkami

kaip glikozidai [19].

Specifinj kvapa pluostinéms kanapéms suteikia terpenoidai: tarp monoterpeny vyrauja D-
limonenas, B-mircenas ir a-pinenas (zr. 3 pav.). Nemaziau svarbis ir seksiterpenai, tarp kuriy
vyrauja kariofilenas ir jo oksidas. Sie junginiai yra labai lakiis ir atlieka apsauginj vaidmenj —
atbaido vabzdzius ir maisto ieSkancius gyvinus. Mokslininkai jrodé, kad C. sativa esantys
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terpenoidai ir fitokanabinoidy ragstys pasizymi sinerginiu veikimu ir yra augalo apsauginé sistema
nuo daugelio vabzdziy ir gyviny [15].

o, 4

3 pav. Kiekybiskai svarbiausi kanapiy monoterpenai (i$ kairés j desing): D-limonenas, [-mircenas ir a-
pinenas.

Terpeny, fitokanabinoidy, flavanoidy, lignany, kumariny, poliketidy ir lipidy biosintezés keliai yra
labai glaudziai susij¢, kadangi augalai naudoja saulés energija, CO2 ir H2O daugelio naudingy
junginiy biosintezei (Zr. 4 pav.). Fotosintezés metu susidariusi gliukozé glikolizés metu yra
ver¢iama fosfoenolpiruvatu, kuris gali metabolizuotis dviem biosintezés budais. Viename, jis yra
konvertuojamas j Sikimino ragstj, kuri yra flavanoidy, lignany ir kumariny pirmtakas. Kitame — yra
katabolizuojama ] acetilkofermentg A, i$ kurio yra sintetinami augaliniai lipidai ir poliketidai. C.
sativa yra aptinkami specifiski fermentai: 111 tipo poliketidy sintazé ir oleino ragsties ciklazé, kurie
konvertuoja acetilkofermentg A j oleino ragstj. Acetilkofermentas A taip pat svarbus biosintezés
budu pasigaminant geranildifosfatui, kuris yra pagrindinis kity terpeny biosintezés tarpinis
produktas. Sis tarpinis produktas taip pat panaudojamas fitokanabinoidy biosintezei.
Geranildifosfatas gali buti veikiamas keliais skirtingais fermentais ir yra konvertuojamas j
skirtingus junginius. Priklausomai nuo veikianéiy fermenty, jis dalyvauja fitokanabinoidy ir terpeny
susidaryme. Sio junginio konversija skirtingais keliais lemia CBGA, monoterpeny ir seksiveterpeny
susidarymg. Veikiant fermentui olivetolato geraniltransferazés, geranildifosfatas jungiasi su oleino
ragstimi ir gaunama CBGA. Geranildifosfatas veikiamas fermento limoneno sintazés, dalyvauja
monoterpeny biosintezés kelyje, 0 veikiamas fermento farnesilpirofosfato (FPP) sintazés —
seksviterpeny biosintezés kelyje. Fitokanabinoidy ir terpeny gausa augale priklauso nuo
tarpusavyje konkuruojanciy Siuose keliuose dalyvaujanéiy fermenty. C. sativa  terpeny
susintetinama gerokai maziau negu fitokanabinoidy [19].
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4 pav. Bioaktyviy C. Sativa junginiy biosintezés schema [19]
1.3 Fitokanabinoidai ir jy biosintezé

Fitokanabinoidai — tai nataralios kilmés produktai, sintetinami C. sativa, kuriy pagrindg sudaro Cz1
terpenofenolinis skeletas [20]. Literaturos Saltiniuose Sie junginiai dar kitaip apibudinami, kaip
izoprenilo rezorcinilo poliketidai [21]. Siuo metu yra identifikuota 120 fitokanabinoidy, kurie yra
suskirstyti 11 grupiy:  (-)-A%-trans-tetrahidrokanabinolio  (A®-THC),  (-)-A%-trans-
tetrahidrokanabinolio (A8-THC), kanabigerolio (CBG), kanabichromeno (CBC), kanabidiolio
(CBD), kanabinodiolio (CBND), kanabielsoino (CBE), kanabiciklolio (CBL), kanabinolio (CBN),
kanabitriolio (CBT) ir mirSri grupé (zr. 1 lentele) [20].

1 lentelé. Fitokanabinoidy klasifikacija [22]

Grupé Kiekis
AS-THC 23
AB-THC 5

CBG 16
CBC 9
CBD 7
CBND 2
CBE 5
CBL 3
CBN 11
CBT 9
Misri grupé 30
I§ viso: 120

Fitokanabinoidy pirmtakas pluostinése kanapése yra CBGA. CBGA | kitus fitokanabinoidus yra

konvertuojamas fermentiniy reakcijy metu. Siose konversijose dalyvauja 3 fermentai:

tetrahidrokanabinolio ragsties sintazé (THCAS), kanabidiolio ragsties sintazé (CBDAS)
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kanabichromeno riigities sintazé (CBCAS). Sie fermentai naudoja CBGA kaip substraty ir
stereoselektyviai katalizuoja oksidacing terpeninés CBGA dalies ciklizacijg. THCAS ir CBDAS
katalizuojamoms reakcijoms reikalingas deguonis, vykstant Sioms reakcijoms susidaro Salutinis
produktas — vandenilio peroksidas. CBCAS katalizuojamai konversijai deguonis néra reikalingas,
taciau kity reakcijy metu susidares vandenilio peroksidas gali CBCAS inhibuoti. Visi trys fermentai
vykdo ir CBGA cis-izomero CBNRA konversijg | atitinkamus fitokanabinoidus, ta¢iau $io izomero
C. sativa yra Zenkliai maziau. Tiriant fermenty aktyvumg buvo nustatyta, kad kaip substratg
naudojant dekarboksilinta CBG, nebuvo pastebétas fermentinis aktyvumas. Tai jrodo, kad
karboksirtig§ties grupé yra batina fermentiniam veikimui. Po fermentinés biosintezés THCA,
CBDA ir CBCA dalyvauja nefermentinése degradacijos reakcijose: junginiai yra dekarboksilinami,
oksiduojami ir kt. taip gaunami Kiti neutraliy formy fitokanabinoidai. Fitokanabinoidai su Cz Sonine
grandine (pvz.: CBDV) yra gaunami veikiant tokiems patiems fermentams, kaip ir Cs [23].
Daugiausia fitokanabinoidy yra sintetinama klampiame skystyje, kuris yra iSskiriamas i§ lapy
trichomy moteriSkos lyties augaluose. Tuo tarpu, vyriSkos lyties augalai turi tik keletg trichomy ir
gali sintetinti fitokanabinoidus mazais kiekais (2r 5 pav.) [15].

COOH
CsHyq
CBGA

Delta-9-THC ~ CO,

/zomerizacija

CsH1q

Delta-8-THC

5 pav. Fitokanabinoidy biosintezés schema [23]

Svarbu paminéti, kad C. sativa savaime nesintetina A%-THC, CBD, CBG ar CBC, bet
karboksirligities grupe turinéius jy prekursorius A>-THCA, CBDA, CBGA ir CBCA. Kanapiy
ekstraktai, kuriuose yra THCA, nepasizymi psichoaktyviu veikimu, tol kol yra paveikiami tam tikra
temperattra, kuri sukelia rugsciy dekarboksilinimg. Dekarboksilinimo metu isskiriama CO:
molekulé. Fitokanabinoidy rugséiy dekarboksilinimas jvyksta pakankamai greitai esant 105 °C ir
aukStesnei temperatiirai. Aplinkos salygomis dekarboksilinimas vyksta létai, taCiau greitéja keliant
temperatiirg. Dideli dekarboksilinty fitokanabinoidy kiekiai zaliavoje parodo, kad ji buvo laikoma
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netinkamai arba yra pasenusi. Oksidacijos metu vyksta A®>-THC konversija j CBN, taigi didelé CBN
koncentracija taip pat parodo, kad zaliava buvo laikoma netinkamomis salygomis [19].

THC tipo fitokanabinoidy kiekis C. sativa zaliavoje lemia jos klasifikavimg. ISskiriami du tipai:
narkotinés kanapés ir pluostinés kanapés. Pagrindinis Siy tipy skirtumas yra pagrindinio
psichoaktyvaus fitokanabinoido A°-THC kiekis. Zaliava, kurioje A°-THC Kiekis yra didesnis nei 0,2
% (Kai kuriose valstybése, pvz. JAV 0,3 %) priskiriama narkotiniam tipui. Zaliava, kurioje A°>-THC
kiekis yra mazesnis nei 0,2 % priskiriama pluostiniam tipui [24].

1.4 Endokanabinoidy sistema

Iki 20 a. paskutiniy dviejy deSimtmeciy pluostinés kanapés buvo maziau tiriamos, jomis doméjosi
nedaug mokslininky [25]. Dél ypaé lipofilinés fitokanabinoidy prigimties ilgai buvo klaidingai
manoma, kad jy farmakologinis poveikis pasireiSkia, nes lipofilinés molekulés nespecifiskai kerta
lasteliy membrany lipidinj sluoksnj. Taciau 1988 metais tiriant sintetiniy kanabinoidy poveikj buvo
nustatyta, kad jie veikia labiau specifiniu mechanizmu. Pirmojo tyrimo, parodancio, kad
fitokanabinoidai galéty jungtis su tam tikrais receptoriais, metu buvo nustatyta, kad fitokanabinoidai
slopina fermento adenililciklazés sintezg, o véliau buvo nustatyta, kad kanabinoidy jungimosi
centry yra ir smegenyse — taip buvo atrastas receptorius CB1. 1993 metais dar vienas
endokanabinoidy receptorius CB2 buvo rastas bluznyje. Abu CB1 ir CB2 receptoriai tai dviejy 7
kartus membrang kertan¢iy domeny receptoriai, kurie priklauso su G baltymu susijusiy receptoriy
superSeimai. GenetiSkai Sie receptoriai turi 48 % identiS8ky aminortig§¢iy seky. Abu receptoriai per
G baltymg yra sujungti su adenililo ciklaze ir mitogeny aktyvinama proteiny kinaze (MAPK3) [26].

I§ pradziy buvo manoma, kad CB1 receptoriai lokalizuoti tik centrinéje nervy sistemoje, dél to jie
buvo laikomi smegeny kanabinoidy receptoriais. Siuo metu jau yra Zzinoma, kad §iy receptoriy yra
daugelyje periferiniy organy, taCiau kai kuriuose i§ jy Siy receptoriy kiekis labai mazas.
Endokanabinoidy pasiskirstymas ir nuo to priklausantis poveikis apibendrintas 2 lenteléje [27].

2 lentelé. Endokanabinoidy receptoriy pasiskirstymas organizme ir nuo vietos priklausantis aktyvumas [27].

Endokanabinoidy receptoriy

Receptoriy valdomos organizmo

Potencialus fitokanabinoiduy

vieta organizme funkcijos efektas
Smegeny zievé, hipokamas, limbiné | Suvokimas, atmintis, budrumas, | Sutrikes  suvokimas,  atmintis,
sistema nuotaika ir elgesys, | budrumas, nuotaikos ir elgesio
laiko/garso/vaizdo suvokimas poky€iai, rySkiau ar silpniau

sovikiamas garsas/vaizdas.

Bazinés ganglijos, smegenélés

Koordinacija, judéjimas

Sutrikusi koordinacija

Pagumburys

Apetitas

Apetito padidéjimas

Pailgosios smegenys

Pykinimas ir vémimas

Pykinimo ir vémimo sumazinimas

Nugaros smegenys ir periferiniai
nociceptoriai

Skausmo suvokimas

Skausmo suvokimo sumazinimas

Regos sistema Akispudis Akispiidzio sumazinimas

Sirdies ir kraujagysliy sistema Sirdies ritmas, kraujo spaudimas Uminis Sirdies ritmo ir kraujo
spaudimo padidéjimas

Virskinimo trakto sistema Virskinamojo trakto motorika Virskinimo  trakto ~ motorikos
sumazéjimas

Imuniné sistema

Imunitetas

Imuninés sistemos stimuliacija arba
slopinimas
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Endokanabinoidy sistemai yra priskiriami ne tik receptoriai, tafiau ir jy ligandai -
,endokanabinoidai“. Du labiausiai mokslininky iStyrinéti endogeniniai ligandai — tai N-
arachidonoiletanolaminas (anandamidas), kuris yra $iy receptoriy dalinis agonistas ir 2-
arachidonoilglicerolis (2-AG), kuris yra visiskas §iy receptoriy agonistas (Zr. 6 pav.).

6 pav. Anandamido ir 2-AG strukttiros

Be Siy dviejy pagrindiniy endogeniniy ligandy endokanabinoidy sistemai priskiriami dar trys
ligandai: N-arachidonoildopaminas (NADA) - jungiasi prie CB1 receptoriy [28], O-
arachidonoiletanolaminas (OAE) — CB1 receptoriy antagonistas [29], 2-arachidonoilglicerilo eteris
(noladino eteris) — jungiasi prie CB1 receptoriy, taiau mokslininkai nesutaria dél tikslaus jo
priskyrimo endokanabinoidy sistemai, kadangi Sio junginio Kiekis iSskirtas i§ smegeny labai
nedidelis [30]. Endokanabinoidy sistemai taip pat priskiriami 5 fermentai, kurie atsakingi uz
endogeniniy ligandy biosintez¢: NAPE-PLD, a-DAGL, B-DAGL, FAAH, MAGL [31].

CBI1 receptoriy aktyvacija endogeniniais ligandais lemia adenililciklazés inhibicijg ir jtampos
valdomy kalcio kanaly blokada, dél kurios sumazéja neurotransmiteriy judéjimas, taip pat vykdoma
ir kalio kanaly blokada (zr. 7 pav.) [32]. Dideli $iy receptoriy kiekiai presinapsiniuose ir
postsinapsiniuose terminaluose reiskia, kad CBI1 receptoriy aktyvavimas endokanabinoidais
sumazina neurony jautrumg ir neurotransmiteriy judéjimg. Toks poveikis leido pradéti
fitokanabinoidy tyrimus dél epilepsijos gydymo. Keletas farmacijos kompanijy bando susintetinti
CB1 antagonistus ir agonistus diabeto, metabolinio sindromo ir priklausomybés nuo vaisty
gydymui. CB2 receptoriy CNS yra nedaug, Sie receptoriai daugiausia i$sidéste uz imuniniy lgsteliy
produkcija ir reguliacija atsakinguose audiniuose: bluZnyje, tonzilése ir uzkricio liaukoje. Sie
audiniai reguliuoja B ir T limfocitus, monocitus, makrofagus, putligsias lasteles [33].

‘ Endokanabinoidu receptoriy ligandai

‘ Neurotransmiteriai

7 pav. CBI1 ir CB2 receptoriai postsinapsinéje membranoje [34]
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1.5 Fitokanabinoidy farmakologinis poveikis

Fitokanabinoidy farmakologinio poveikio tyrin¢jimas prasidéjo dar 1940 metais, pragjus keliems
desimtmeciams po to, kai fitokanabinoidai buvo pirmg kartg identifikuoti pluostinése kanapése [35].
Ilga laikg jie buvo naudojami skausmui malSinti, taciau atradus endokanabinoidy sistemg paaiskéjo,
kad $ie junginiai galéty biiti vartojami ir daugelio kity negalavimy gydymui: nuotaikos ir nerimo
sutrikimy, Parkinsono ir Hungtintono ligoms, neuropatinio skausmo, i$sétinés sklerozés, stuburo
smegeny pazeidimams, aterosklerozei, miokardo infarktui, insultui, hipertenzijai, glaukomai,
nutukimui ir osteroparozei ir kt. [36].

Stipriausiai i§ §iuo metu identifikuoty fitokanabinoidy endokanabinoidy sistema dirgina A%-THC.
Tai C. Sativa komponentas, kuris pasizymi psichoaktyvumu. A>-THC gali aktyvuoti tiek CB1, tiek
CB2 receptorius. Taciau abiems receptoriams jis yra dalinis agonistas, kadangi jis negali visiskai
aktyvuoti Siy receptoriy, kad sukelty maksimaly jy atsaka. Lyginant su endogeniniais ligandais
anandamidu ir 2-AG, receptoriy suzadinimo stiprumas yra panasus. A>-THC savo funkcinémis
savybémis labiau panasus j anandamida, kuris taip pat yra dalinis agonistas. Taciau skiriasi nuo 2-
AG, kuris yra visiSkas agonistas ir gali sukelti maksimaly receptoriy atsakg. Atlikus bandymus su
sveikomis pelémis buvo nustatyta, kad jis slopina judesiy koordinacijg, mazina kiino temperatiira,
sukelia katalepsijg ir pasizymi stipriu skausma malSinanciu veikimu. Visi Sie poveikiai yra susij¢ su
CB1 receptoriumi. Taip pat nustatyta, kad A°-THC turi prieSuzdegiminiy ir imunomoduliaciniy
savybiy, kurios susijusios su CB2 receptoriy aktyvacija [15]. Keliais tyrimais buvo patvirtinta, kad
CB2 receptoriy stimuliacija inhibuoja uZdegiminius citokinus, kurie suaktyvéja esant
uzdegiminiams agentams, pvz.: lipopolisacharidui (LPS) — gramneigiamy bakterijy iSorinés sienelés
membranos komponentui [37]. A>-THC taip pat parodé efektyvuma gydant nervine anoreksija [38],
tap pat maZina pykinima ir vémima, maZina neuropatinj, véZio sukelta, skausma. Siuo metu
peroraliai skiriamas grynas sintetinis A°-THC (dronabinolis) yra vartojamas véZzio gydymo
chemoterapijos sukeltam pykinimui ir vémimui bei apetito suzadinimui anoreksija sergantiems
ZIV/AIDS pacientams. Nustatyta, kad A°~THC padeda ne tik suzadinti ZIV/AIDS pacienty apetita,
taciau ir kovoja prie§ virusg dar neiStirtu mechanizmu. 2012 metais atlikto tyrimo metu nustatyta,
kad A%-THC padeda $io viruso gydymui dél CB2 receptoriy aktyvacijos [39]. Taip pat
medikamentas (Sativex), kurio sudétyje yra i§ pluostiniy kanapiy isskirtas A%-THC ir CBD yra
naudojamas stipraus véZio ir skleroziy skausmui maZinti [40]. Prie$véZiniai tyrimai atlikti su A°-
THC parodé¢ daug zadanCiy rezultaty, nustatyta, kad jis mazina véziniy lasteliy proliferacija,
metastaze ir angiogeneze [41].

CBD yra pluostiniy kanapiy komponentas, kuris Siuo metu sulaukia daugiausiai démesio dé¢l savo
farmakologiniy savybiy. Skirtingai nei A®>-THC, CBD psichoaktyvumu nepasizymi. CBD yra CB1
receptoriy antagonistas, todél mazina sukeltg neigiamag A°-THC poveikj ir kaikuriy sintetiniy vaisty,
CBI receptoriy agonisty, poveikj. CBD taip pat aktyvina CB2 receptorius, ta¢iau $iuos receptorius
aktyvina maziau ir pasizymi prieSuzdegiminiu, prieStraukuliniu poveikiu [42]. Taip pat, manoma,
kad tai tinkamas kandidatas Alzhaimerio ligai gydyti [43]. Mokslininkai nustaté, kad CBD
farmakologinj poveikj lemia ne tik endokanabinoidy sistemos receptoriy aktyvavimas, taciau taip
pat jis gali reguliuoti pereinamuosius receptoriy potencialo kanalus (TRP), daugiausiai TRPV1,
TRPAL ir TRPMS8. Taciau $i veikimo sistema mokslingje literatliroje dar néra iki galo i$nagrinéta.
Nemaziau yra svarbios CBD stiprios antioksidacinés savybés, dé¢l kuriy jis suriSa reaktyvias
deguonies formas, kurios gali pazeisti jvairias lgsteles ir sukelti uzdegimg. CBD antioksidacinés
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savybés prilyginamos vitaminui E. Taip pat CBD pasizymi patikimesniu priestraukuliniu poveikiu
i§ visy fitokanabinoidy. Pastaruoju metu atliekami tyrimai su pacientais serganciais epilepsija, 0
tyrimy rezultatai daug zadantys [15]. Dar daugiau, jrodyta, kad CBD mazina nerima, o jo 300 mg
dozés poveikis yra prilyginamas benzodiazepinui diazepamui [44]. Mokslininkai iStyré jvairiy
fitokanabinoidy priesvézinj veikimg. Tyrimo metu CBD pasiZzyméjo geriausiu rezultatu i§ visy
kanabinoidy, o jo rugstiné forma CBDA - prasCiausiu. Toks CBD aktyvumas aiskinamas
kanabinoido savybe sukelti apoptoze dél CB2 ir TRPV1 receptoriy aktyvavymo [45]. Taip pat buvo
atlikti tyrimai su jvairiy formy glioblastoma gyviinuose ir zmonése, kurie parodé, kad AS-THC ir
CBD, naudojami kartu ar atskirai slopina glioblastomos lasteliy augimg [33]. Mokslininkai nustaté,
kad fenilo zieda turintys fitokanabinoidai yra efektyviis antimikrobiniai agentai prie$ meticilinui
atspary Staphylococcus aureus, 0 CBD i$ visy kanabinoidy pasizymi geriausiu antimikrobiniu
veikimu [46]. Taip pat CBD pasizymi itin naudingomis savybémis CNS (Zr. 8 pav.) [33].
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8 pav. CBD poveikis CNS [33]

Magvairas su mokslininky grupe atliko tyrimg su Sizofrenija serganCiais pacientais. 6 savaites
pacientai vartojo CBD ir lyginant su placebo grupe, buvo pastebétas pageréjimas. Rezultatai parode,
kad CBD teigiamai veikia Sizofrenija sergancius pacientus, o jo veikimo mechanizmas nepagrjstas
dopamino receptoriy antagonizmu, kaip daugelio antipsichotiniy vaisty. Manoma, kad CBD veikia
nauju veikimo mechanizmu, kuris mokslinéje literatiiroje néra istirtas ir platesniy klinikiniy tyrimy
kolkas néra atlikta [47].

A®-THCV yra Cs $onine granding turintis A°>-THC homologas. Nustatyta, kad tai daug silpnesnis
receptoriy agonistas nei A’-THC. Kaip ir A>-THC jis pasizymi skausma maZinanéiu poveikiu.
Taciau taip pat pasireiSkia ir jo katalepsinis poveikis [40], kurj galima sumazinti vartojant CB1
antagonistus [15]. Silpnesnis receptoriy aktyvavimas aiSkinamas trumpesne Sonine anglies
grandinéle, kadangi maksimalus receptoriy aktyvavimas pasireiskia Soninéje grandinéje esant Cg
grandinei [48]. CB2 receptorius AS-THCV veikia kaip dalinis agonistas — gali § receptoriy
aktyvuoti, taciau tik iki tam tikro lygio [15]. Nustatyta, kad THCV ir CBD tinkttra gali padéti
diabetu sergantiems pacientams mazinti Sios ligos sukelta svorio augima, $is poveikis pasireiskia
del CB1 receptoriy aktyvavimo [49]. A®-THCV pasizymi neuroprotekciniu poveikiu, jis maZina
motorinj slopinima, kurj sukelia 6-hidroksidopaminas, todél slopina Parkinsono ligos simtomus ir
atitolina neurodegradacija [50].

CBG yra nepsichoaktyvus kanabinoidas, o CB1 ir CB2 receptorius veikia kaip dalinis agonistas.
CBG gali antagonizuoti neigiamag A>-THC poveikj. CBG aktyvuoja oz-adrenoreceptorius, blokuoja
ir 5-HT1a receptorius [51], mazina akispudj ir yra potencialus vaistas glaukomai gydyti [15]. Taip
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pat, pasizymi antioksidaciniu ir uzdegima mazinanciu poveikiu, tinkamas kandidatas gydyti
uzdegiminéms zarnyno ligoms, taip pat storosios zarnos véziui gydyti [45]. Pastaraisiais metais
atlikto tyrimo metu iStirta, kad ekstraktai turintys CBD/CBDA ir CBG/CBGA inhibuoja aldozés
reduktazés aktyvuma, todél gali bati naudojamas diabeto komplikacijy prevencijai ir gydymui [52].
CBG reguliuoja kaikuriy fermenty aktyvuma: monoacilglicerolio lipaze (MAGL), N-
acitetanolamido rugsSties amino (NAAA) hidrolaze, ciklooksigenazg¢ (COX). Reguliuoja
prostaglandino-E2 produkcija, ihibuoja dopaming, norepinefring, GABA ir seratoning, pasizymi
proliferacijos slopinimu, tinkamas gydyti kai kuriems nuotaikos sutrikimams, ypac depresijai [53].
Taip pat tyrimy metu pasizyméjo stipriu priesgrybeliniu veikimu [54].

CBC - yra vienas i$ daznai aptinkamy fitokanabinoidy, taciau yra tik keletas darby, kuriuose
tiriamas jo farmakologinis poveikis [55]. Yra zinoma, kad tai nepsichoaktyvus fitokanabinoidas,
kuris pasizymi prieSuzdegiminiu [56], raminanéiu, nuotaikg stabilizuojanc¢iu [57], analgetiniu [58],
antibakteriniu bei priesgrybeliniu poveikiu [59]. CBC aktyvuoja TRPA1 uzdegiminio proceso metu
[60]. Jis stiprina bradikardija, sukelta A°>-THC, tadiau pats bradikardijos nesukelia [37]. Dar vieno
atlikto tyrimo metu nustatyta, kad CBC skatina kauly augimg. Kadangi neurogeniniu poveikiu
pasizymintis junginiai yra gana reti, atlikus daugiau tyrimy, CBC galéty tapti svarbus gydant
Alzhaimerio ir kitas neurodegradacines ligas [61].

A®-THCA ir CBDA — nepsichoaktyviis A>-THC ir CBD pirmtakai, kurie pasizymi kitokiu veikimo
mechanizmu nei kiti fitokanabinoidai. A>-THCA ir CBDA neaktyvuoja CB1 ir CB2 receptoriy. In
vitro THCA gali reguliuoti dviejy TRP kanaly aktyvuma, veikdamas kaip TRPAL agonistas ir
TRMB8 antagonistas. THCA taip pat inhibuoja ciklooksigenazes COX1 ir COX2. CBDA ir THCA
laikomi geresne alternatyva chemoterapijos sukeltam pykinimui ir vémimui gydyti negu A°-THC,
kadangi Sie kanabinoidai veikia kitokiu mechanizmu, nesukeldami psichoaktyviy ir motorika
slopinan¢iy Salutiniy poveikiu [62]. CBDA yra selektyvus COX2 inhibitorius, dél ko pasizymi
priesuzdegiminiu poveikiu [63]. CBDA, kaip ir CBD gali padidinti 5-HT1a receptoriaus aktyvuma
in vivo ir in vitro, dél ko ir pasireiskia vémimg ir pykinima slopinantis veikimas [55, 64]. CBDA
taip pat pasizymi prieSvéziniu veikimu, taciau kitaip nei CBD jis taip stipriai neveikia lasteliy
proliferacijos. CBDA prieSvézinis veikimas pagrjstas kitokiu mechanizmu. IStirta, kad CBDA
vienintelis i§ fitokanabinoidy stabdo ne véziniy lasteliy proliferacija, taciau slopina jy migracijg |
kitus audinius, $is slopinimas pasireiskia ir agresyvioms krities vézio formoms [65].

CBDV ir CBGV blokuoja TRMPS8 katijony kanala, taip pat gali ir aktyvuoti, ir desensibilizuoti
TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 ir TRPV4 katijony kanalus. CBDV, tac¢iau ne CBGV, gali
inhibuoti NAAA fermenta, kuris katalizuoja metabolinj palmitoiletanolamido degradacijg, inhibuoja
DAGLa enzimg ir esant dideléms koncentracijoms inhibuoja anandamido pasisavinimg lgstelése
[55]. CBDV potencialiai gali bati naudojamas epilepsijos gydymui, pasizymi prieStraukuliniu
veikimu [66].

CBN yra A%-THC nefermentinés oksidacijos produktas, galintis jungtis prie CB1 ir CB2 receptoriy,
kurio aktyvumas desimt karty maZesnis uz A>-THC [67]. CBN pasizymi sedaciniu, antikonvulsiniu
poveikiu tyrimuose su gyvinais ir Zzmonémis, taip pat prieSuzdegiminiu, antibakteriniu poveikiais.
CBN laikomas potencialiu pavir§inio naudojimo medikamentu, kuris slopina keratinocity
proliferacijg ir veikia nuo CBR nepriklausomu veikimo mechanizmu, todél galéty biiti naudingas
pacientams sergantiems zvyneline ar gydant nudegimus. Mokslingje literatiiroje yra pateikta
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irodymy, kad CBN gali inhibuoti nemazai fermenty: COX1 ir COX2, lipooksigenaze, ir citochromo
P450 izozimus CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4, CYP3A5, CYP2A6, CYP2D6,
CYP1BL1 ir CYP3AT7. Taip pat CBN stimuliuoja fosfolipazes, gali slopinti kriities vézj [54]. Taip
pat kaip ir A>-THC stimuliuoja apetita anoreksija sergantiems pacientams, ta¢iau §is CBN poveikis
daug silpnesnis nei A>-THC [68].

Apibendrinus, pagrindinis fitokanabinoidy farmakologinis poveikis ir jy suzadinami receptoriai
pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Fitokanabinoidy farmakologinis poveikis [15, 69].

Sutrikimas Sutrikima, lengvinantys Veikimo kelias
fitokanabinoidai
Skausmas A®-THC, CBD, CBC Periferiniai CB1 receptoriai, CB2 receptoriai, TRPV1,
GPR55 ir PPARS
ISsétiné sklerozeé A°-THC, CBD CBL1 ir CB2 receptoriai
Anoreksija Ae-THC, CBG CBL1 ir CB2 receptoriai
Pykinimas ir | A9-THC CBL1 ir CB2 receptoriai
vémimas
Opinis kolitas CBD, CBG, CBC, A°- | CB2 receptoriai
THCA
Miego sutrikimai AS%-THC, CBD CBL1 ir CB2 receptoriai
Tureto sindromas AS%-THC, CBD CB1 ir CB2 receptoriai
Nerimas CBD CB2 receptoriai
Epilepsija AS-THC, CBD, A9-THCV CB1 ir CB2 receptoriai
Sizofrenija CBD CB2 receptoriai, dopamino ir seratonino receptoriai
Alzhaimerio liga AS-THC, CBD CBL1 ir CB2 receptoriai, GPR3, GPR6 ir GPR12
Parkinsono liga A%-THC, CBD, A>-THCV CB1 ir CB2 receptoriai
Diabetas CBD, THCV CB1 receptoriai
UZdegimas CBDA, CBD, CBCA, CBC, | CB2 receptoriai,
CBGA
VéZiniy lgsteliy | THCA, CBD, CBC, CBG CB2 receptoriai ir TrpV1
proliferacija

1.6 Fitokanabinoidy farmakokinetika

Nors dél nemazo teigiamo poveikio zmogaus sveikatai, mediky ir pacienty susidoméjimas
fitokanabinoidais vis did¢ja, taciau Siuo metu Vvis dar néra atlikta uztektinai tyrimy, kad gydytojai
galéty saugiai skirti juos pacientams [70]. Tyrimus komplikuoja ir tai, kad didzioji dalis
kanabinoidy medikamenty yra sudaryta ne i§ vieno, bet keliy bioaktyviyjy fitokanabinoidy.
Didziausig nerimg mokslininkams kelia pluoStinése kanapése esantis pagrindinis psichoaktyvus
kanabinoidas — A%-THC, kuris sukelia daugiausiai zinomy Salutiniy poveikiy fitokanabinoidus
vartojantiems pacientams. Daznai medikamenty formuluotése yra nemazas kiekis CBD -
kanabinoido, kuris neturi psichoaktyvaus poveikio, gali blokuoti A°-THC organizme ir kaip jau
minéta, gali biiti naudojamas daugeliui ligy gydyti. Atlikta tyrimy, kad CBD organizme gali jungtis
ne tik prie endokanabinoidy sistemoje esan¢iy CB1 ir CB2 receptoriy, taciau ir prie kity
nekanabinoidy receptoriy [71], todél prie§ skiriant gydyma labai svarbu i$siaiskinti tikslius Siy
junginiy veikimo buidus. Kadangi vis dar neaiskis tiksliis veikimo mechanizmai organizme ir jy
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saveikos su kitais medikamentais, norint tikslingai skirti fitokanabinoidy turin¢ius medikamentus
pacientams, svarbu atlikti iSsamesnius farmakokinetikos tyrimus.

1.6.1 Absorbcija

Fitoanabinoidai vartojami inhaliacijos btidu pasizymi panaSia kinetika, kaip ir vartojami
intraveniniu biidu [72]. Po inhaliacijos A%-THC ir CBD maksimalios koncentracijos kraujo
plazmoje yra pasiekiamos greitai — po 3-10 min. Jos yra didesnés nei vartojant per burng. AS-THC
biologinis prieinamumas po inhaliacijos varijuoja tarp 10 % ir 35 %, priklausomai nuo inhaliacijos
charakteristiky (inhaliacijy skaiciaus, trukmés, intervalo tarp inhaliacijy, kvépavimo sulaikymo,
inhaliuojamo tiirio), pacio inhaliatoriaus ir inhalivojamy daleliy dydzio [73]. Nustatytas CBD
biologinis prieinamumas yra apie 31 % [72]. Tiek AS-THC, tiek CBD yra lipofilinés molekulés,
todél turi maza biologinj prieinamuma vartojant per burna — apie 6 % [74]. Geriamos A°-THC ir
CBD kompozicijos yra stipriai metabolizuojamos kepenyse pirminio metabolizmo metu, taip pat Sie
kanabinoidai daznai degraduoja dar skrandyje [75]. Dél Siy priezasCiy pasiekiama maZesné
maksimali koncentracija plazmoje, lyginant su inhaliacija. Maksimali koncentracija pasiekiama ir
zenkliai lé¢iau — per 120 min [72]. Remiantis $iais duomenimis, A°>-THC ir CBD geriamosios
kompozijos galéty buti vartojamos pacientams, kuriems reikalingas simptomy sumaZzinimas per
ilgesnj laikotarpj [70]. Nustatyta, kad A°>-THC absorbcija gerina sezamy aliejus, todél geriamosiose
kapsulése jmaiSoma jo, norint padidinti absorbcijg [76]. Fitokanabinoidus j organizmg jvedant
transderminiu  biidu yra iSvengiama pirminio metabolizmo kepenyse, tafiau kadangi
fitokanabinoidai yra labai hidrofobiski jie negali difunduoti per vandens turin¢ius odos sluoksnius
[77]. Norint i§vengti pirminio metabolizmo kepenyse, buvo sukurta keletas formuluo¢iy AS-THC
turin¢iy supozitorijy rektaliniam administravimui. Didziausiu biologiniu pricinamumu pasizyméjo
A®-THC ir hemisukcinato supozitorijos, kuriy biologinis prieinamumas sieké 13,5 %, 0 tai yra du
kartus daugiau negu administruojant per burng [76].

1.6.2 Pasiskirstymas

A%-THC koncentracija plazmoje po suvartojimo greitai sumazéja dél metabolizmo kepenyse ir
greito pasiskirstymo organuose. Nustatyta, kad Sio fitokanabinoido koncentracija reikalinga pasiekti
farmakologinj efektg yra 0,2 —4,4 mg [76]. Kanabinoidai greitai pasiskirsto organuose, turin¢iuose
gerai i8vystytg kraujagysliy sistemg — plaucius, $irdj, smegenis, kepenis [78]. Nuolat vartojant, gali
prasidéti fitokanabinoidy akumuliacija riebaliniuose audiniuose [70]. Manoma, kad taip galéty buti
dél to, kad A>-THC ir jo metabolitas 11-OH-THC formuoja konjugatus su riebiosiomis riigstimis,
dél ko padidéja A°-THC stabilumas riebaluose [76].

1.6.3 Metabolizmas

Literatiiroje galima rasti keliy fitokanabinoidy metabolizmo organizme kelius. A°%-THC
metabolizmas daugiausiai vyksta kepenyse, katalizuojant citochromo P450 (CYP 450) izosimams
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4. A>-THC metabolizuojamas j 11-OH-THC ir 11-COOH-THC,
paskui vyksa jo gliukouronizacija katalizuojant fermentui gliukuroniltransferazei (UGT) ir
metabolitas pasalinamas su iSmatomis ir $lapimu (zr. 9 pav.) [74]. A>-THC metabolizmas taip pat
vyksta audiniuose, kuriuose vyksta CYP450 raidka: plonojoje Zarnoje ir smegenyse. A°-THC
metabolitas 11-OH-THC taip pat yra psichoaktyvus [70].
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9 pav. A°-THC metabolizmo 7mogaus organizme schema

CBD taip pat yra metabolizuojamas kepenyse, katalizuojant CYP 450 izosimams CYP2C19,
CYP3A4, CYP1Al, CYP1A2, CYP2C9 ir CYP2D6 [79]. Po hidroksilinimo gaunamas 7-OH-CBD,
toliau CBD metabolizmo mechanizmas vyksta kaip ir A>-THC: 7-OH-CBD metabolizuojamas j 7-
COOH-CBD, kuris konjuguojasi su glukurono ragstimi, katalizuojant UGT (zr. 10 pav.).
Metabolitai i$skiriami su iSmatomis, maziau su Slapimu. Taciau nepaisant to, kad CBD
metabolizmo kelias organizme yra iSnagrinétas, labai mazai informacijos yra Zinoma apie CBD
metabolity poveikj zmogaus organizmui [72].

CH,OH COOH

CYP2C9
CYP3A4

CBD

7-OH-CBD 7-COOH-CBD
10 pav. CBD metabolizmo Zmogaus organizme schema

Kiti audiniai, tokie kaip smegenys, virskinimo sistema ir plauciai taip pat gali metabolizuoti
fitokanabinoidus A%-THC ir CBD, nors pagrindinis metabolizmas vyksta kepenyse. Metabolizmas
ne kepenyse pastebimas tada, kai dél ligy ar kity priezas¢iy susilpnéja kepeny funkcija ir jos
nebefunkcionuoja tinkamai [76].

1.6.4 Galimos saveikos

Galimos sgveikos tarp abiejy A®-THC ir CBD, ir kiekvieno jy su kitais vaistais, vykstant fermenty
inhibicijai ir indukcijai. Taip pat galimos farmakodinaminés vaisto-vaisto sgveikos [80]. Kadangi
A%-THC yra endokanabinoidy receptoriy agonistas, o CBD — antagonistas, CBD slopina neigiama
psichoaktyvy A®-THC poveikj, konkuruodamas su juo ir taip neleisdamas jam aktyvuoti receptoriu.
A%-THC inhibicijos CBD laipsnis priklauso nuo abiejy fitokanabinoidy kiekio organizme.
Fitokanabinoidai skatina fermento CYP1A2 veiklg, todél tai galéty bati reikSminga pacientams,
vartojantiems vaistus, kurie yra metabolizuojami CYP1A2, pvz.: paracetamolj ar olanzaping [81].
Yra zinoma atvéjy, kai fitokanabinoidai vartojami kartu su Fluoksatinu sukelia manija, o vartojami
kartu su vaistu Disulframu — kliedesius ir hipomanijg, ta¢iau iy sgveiky mechanizmai néra aiskas
[70]. In vitro tyrimai parodé, kad CBD inhibuoja P-glikoproteiny reguliuojamag vaisty transportg. |
tai reikty atkreiptj demesj kartu su CBD skiriant vaistus [82]. Taip pat in vitro tyrimuose paaiskéjo,
kad CBD yra fermento CYP2C19 inhibitorius [83]. Sis fermentas veréia vaisto klobazamo aktyvyji
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metabolitg | neaktyvy, todél vartojant klobazama ir CBD kartu, klobazamo aktyviojo metabolito
koncentracija kraujo plazmoje gali padidéti, 0 dél to gali didéti ir vaisto aktyvumas, gali atsirasti
papildomy Salutiniy poveikiy [84].

1.7 Bioaktyviuy junginiy iSskyrimas i§ Cannabis sativa L. Zaliavos

Bioaktyviems junginiams i$skirti i§ C. sativa augalinés zaliavos §iuo metu dazniausiai naudojama
ekstrakcija superkriziniu anglies dvideginiu. Superkrizinés ekstrakcijos (SFE) panaudojimas maisto,
kosmetikos ir farmacijos pramonéje Zenkliai iSaugo pastaraisiais metais. Siuo budu isskiriant
bioaktyvias medziagas gaunamos ekstrakty iSeigos, kurios prilygsta nepoliskais organiniais
tirpikliais gaunamoms iseigoms. Taciau SFE, lyginant su ekstrakcija organiniais tirpikliais, turi
keletg pranasumy. Ekstrakcijai naudojamas tirpiklis yra netoksiskos, nedegus, nesukelia korozijos,
pigus, kadangi lengvai pagaminamas pramoniniu mastu [85]. SFE-CO laikoma ekologiska
(“zaligja*) technologija, kuri galéty reikSmingai pakeisti lipofilisky bioaktyviy junginiy ekstrakcija
organiniais tirpikliais. Taip pat abu ekstrakcijos metodus galima derinti tarpusavyje, siekiant geriau
iSekstrahuoti jvairiy savybiy medziagas. Kadangi ekstrakcijy metu yra naudojamos neaukstos
temperatiiros, iSvengiama kar$¢iui neatspariy junginiy skilimo, todél gaunamas kokybiSkesnis
ekstraktas. Taip pat dél Zemy temperatiiry sumazéja energijos sgnaudos [86].

Ekstrakcija paremta superkrizinio CO> savybémis. Superkriziné bisena pasiekiama virSijus
medziagos krizinio slégio ir temperatiiros taskg. Krizine temperatira yra vadinama tokia
temperatira, kurioje dujos nebegali pereiti | skystg faze jy papildomai nesuslégus. Kriziniu slégiu
vadinamas minimalus slégis, kuriame dujos pereina ] skysta faze, jy krizin¢je temperatiiroje.
Superkriziniai skys¢iai pasizymi tiek dujinés tiek ir skystosios fazés fizikinémis savybémis, t.y.
vienu metu elgiasi ir kaip dujos ir kaip skyséiai. Superkrizinis skystis pasizymi dujinémis
savybémis, kadangi jis uzpildo ir jgauna celés, kurioje yra patalpintas formg, molekuliy judéjimas
Sioje biuisenoje yra panasus j judéjima dujinéje biisenoje. Kita vertus, superkrizinio skyséio tankis
panaSus ] skystoje biisenoje esancios medziagos, todél jame gali iStirpti jvairsis augaluose esantys
junginiai. Taigi, savo dujas primenanciomis savybémis superkrizinis CO2 uzpildo cele su zaliava ir
po ja pasiskirsto, o dél skystos fazés savybiy geba iSekstrahuoti junginius i$ zaliavos [87].

Superkriziné biisena geriau paaiSkinama idealiy faziy diagrama (zr. 11 pav.). Diagramoje matyti,
kad esant tam tikram slégiui ir temperatiirai medziaga gali bati kietoje, skystoje ir dujingje fazéje.
Kreivés, kuriose dvi fazés egzistuoja kartu (kieta-dujiné, kieta-skysta ir skysta-dujiné) riboja faziy
regiony plotus. Taip pat kreiveése atidéti taskai, kurie zymi pokytj 1§ vienos fazés i kita: kietos fazés
sublimacijos taskas, kietos medziagos lydimosi taskas ir trigubas taskas, kuriame visos trys fazés
yra pusiausvyroje. Tam tikroje temperatiiroje ir slégyje egzistuoja kritinis taskas. Po Sio tasko
nesvarbu kiek didinsime temperatiirg ar slégj medziaga nebegali i§ skystos fazés pereiti j dujing ir
atvirk$ciai, tai jau yra superkrizinis skystis [87]. CO2 dujoms S§is kritinis taSkas yra esat 31,1 °C
temperatdrai ir 74 atm slégiui.
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11 pav. CO; bisenos priklausomybé nuo slégio ir temperatiiros [87]

Atlikus ekstrakcijg, pagrindiniai fitokanabinoidai yra savo ragstinése formose, kurios pasizymi ne
taip stipriai iSreikstu farmakologiniu aktyvumu, kaip neutraliis fitokanabinoidai. D¢l Sios priezasties
reikia atlikti dekarboksilinimo procesa. Jj lemia trys veiksniai: kaitinimas, sandeliavimo trukmé ir
Sarminé aplinka, i§ kuriy daZniausiai naudojama terminé degradacija. Galima vykdyti ir pacios
zaliavos dekarboksilinima, taCiau tada eteriniai aliejai taip pat pasalinami i§ zaliavos. Tada atliktus
SFE-CO, ekstrakte fitokanabinoidai bus nebe ruigstinése, 0 neutraliose formose, jie yra nepoliniai ir
juos taip pat galima iSekstrahuoti naudojant CO,. Ekstrakte taip pat licka didelis kiekis vasky,
kuriuos pasalinti galima atlikus taip vadinamg vinterizavimo procesg. Procesas vykdomas ekstraktg
iStirpinus organiniame tirpiklyje, dazniausiai n-heksane, etanolyje ar metanolyje ir patalpinus |
7zemg temperatiirg (zemiau 0 °C), tada sustinge vaskai yra lengvai nufiltruojami ar kitaip pasalinami
i§ ekstrakto, 0 organinis tirpiklis nugarinamas. Dalis fitokanabinoidy i$ ekstrakto yra pasalinami
kartu su vaskais, ta¢iau pasalinus vaskus padidéja fitokanabinoidy iSeiga ekstrakte [88].

1.8 Cannabis sativa fitokanabinoidy analizé

Fitokanabinoidy kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui dazniausiai yra naudojami instrumentinés
analizés metodai. Dujy chromatografija (GC), efektyvioji skys¢iy chromatografija (HPLC), ultra
efektyvioji skys¢iy chromatografija (UPLC) — tai dazniausiai naudojamos instrumentinés analizés
sistemos taikomos fitokanabinoidy analizei [89].

GC yra junginiy, kurie nesuyra garavimo metu, miSinio komponenty iSskirstymo } individualius
junginius metodas. Kolonél¢je, kurioje yra poringa stacionari fazé¢, misinio komponentai juda dujy
sraute. MiSinio analites neSanciosios dujos turi biti inertinés, dazniausiai yra naudojamas helis.
Anali¢iy atskyrimas vyksta dél nevienodo miSinio komponenty giminingumo kolonéleje esanciai
stacionariai fazei. Skirtingu giminingumu pasiZymintis komponentai yra sulaikomi stacionarioje
fazéje. Kuo didesnis giminingumas, tuo miSinio komponentai yra ilgiau joje uzlaikomi. Maziau
giminingi miSinio komponentai i§ analitinés kolon¢lés paSalinami greiCiau. Taip vyksta miSinio
komponenty chromatografinis isskirstymas [90]. GC su liepsnos jonizacijos detektoriumi (FID) ar
masiy spektrometrija (Ms) daznai naudojami analizuoti pluostinéms kanapéms ir jy produktams
[91]. Tai greitas, paprastas ir jautrus metodas nustatyti bendram kanabinoidy kiekiui (neutralios ir
ragstinés formos suma), ta¢iau $iuo metodu negalima analizuoti natiraliai Zaliavoje esanciy
rugstiniy fitokanabinoidy formy. Analizuoti fitokanabinoidus riig§tinése formose galima jeigu yra
atliekama derivatizacija, kadangi GC analizés metu dél méginio iSgarinimo naudojamos aukstos

29



temperatiros ir Vyksta Siy riigs¢iy dekarboksilinimas [89]. Derivatizacija — tai yra cheminis junginiy
modifikavimas, kurio metu gaunami junginiai tinkami GC tyrimui [90], pvz.: norint iSvengti ragsciy
dekarboksilinimo fitokanabinoidy derivatizacijos metu ruosiami trimetilsililo (TMS) esteriai [89].
Derivatizacija taip pat gali buti atlickama ir fitokanabinoidams neutraliose formose, taip norint
padidinti jy lakuma. Taciau tai yra papildomas analizés etapas, kuris prailgina analize ir reikalauja
daugiau sgnaudy.

LC — tai yra nelakiy arba didelés molekulinés masés junginiy skirstymo technologija, kurioje
judrioji fazé yra ne dujos, o skystis, o stacionari fazé skystoji arba kietoji [90]. Daznai stacionari
fazé yra kietoji — stipriai poréta medziaga, kurioje dél giminingumo uzsilaiko misinio komponentai.
Dazniausiai naudojamos sistemos fitokanabinoidy analizei: HPLC ir UPLC. HPLC ir UPLC leidzia
analizuoti fitokanabinoidus tiek rugstinése, tiek neutraliose formose be derivatizacijos [91], kadangi
analizés metu nereikalinga auks$ta temperatiira, tod¢l nepakinta Siy junginiy struktiira. Vienas i$
didziausiy HPLC minusy — nepakankamas fitokanabinoidy atskyrimas, dél sudétingos C. sativa
chemingés sudéties ir dél fitokanabinoidy panasSios cheminés prigimties, smailés daznai persidengia
[89]. Dazniausiai analizei naudojamos atvirks¢iy faziy kolonélés. Paprastai detekcijai naudojami
DAD arba Ms/Ms detektoriai [91]. UPLC analizés privalumai — didesnis jautrumas ir atskyrimas,
trumpesnis analizés laikas dél naudojamy kolonéliy, kuriy daleliy dydis 2 pm ir mazesnis. Dél
didesnio jautrumo ir geresnio atskyrimo UPLC sistemos daznai naudojamos kriminalinéje
chemijoje, fitokanabinoidy ir jy metabolity nustatymui biologiniuose skysciuose (Slapime, kraujyje,
seilése) [89].

Skysc¢iy chromatografijos metody vystymas susideda i§ optimaliy salygy (tinkama stacionari faze,
mobili fazé, temperatiira, pH, mobilios fazes gradientas ir t.t.) paieSkos, kurioms esant
fitokanabinoidy misinj pavykty isskirstyti j individualius junginius. D¢l fitokanabinoidy panasios
cheminés prigimties, daznas reiskinys LC ir GC yra piky persidengimas, todél metodo vystymas yra
varginantis ir reikalaujantis daug laiko [92].

Did¢jant fitokanabinoidy paklausai rinkoje ir vis dar esant daug neaiskiy klausimy Sioje srityje, yra
reikalingi placiai pritaikomi, jautras, kokybinei ir Kiekybinei analizei tinkami chromatografiniai
metodai, kurie galéty biti pritaikomi tiek produkty, savo sudétyje turinCiy fitokanabinoidy, tiek
jvairiems moksliniams tyrimams §ioje srityje. Siuo metu mokslingje literatiiroje galima rasti keleta
tokiy metody, taciau taip pat dalis Siy metody daznai yra nepakankamai jautrts ir/arba jas negalima
pilnai atskirti fitokanabinoidy, taip pat kaikurie yra sunkiai pritaikomi dél naudojamy sudétingy
analizés instrumenty.

1.9 Fitokanabinoidy dujy chromatografijos analizés metodai

Literatiiroje yra apraSyta keletas GC metody fitokanabinoidy analizei. Kardenija su bendraautoriaus
[93] sieké sukurti naujg metodg pagrindiniy pluostinése kanapése esanéiy fitokanabinoidy tyrimams
su GC-MS sistema. Kad bty iSvengiama riigS§¢iy dekarboksilinimo ir jas biity galima aptikti su
dujy chromatografija, pirmiausia buvo atlikta jy derivatizacija. Buvo atliktos dvi derivatizacijos
reakcijos: metilinimas ir sililinimas. Tyrimui buvo naudojama Restek RTX 5 kolonélé (10 m ilgio x
0,1 mm vidinio skersmens x 0,1 um stacionarios fazés sluoksnio storio), neSanciosios dujos — helis.
Termostato temperatiiriné programa: nuo 180 °C iki 250 °C temperatiira keliama 10 °C/min grei€iu,
tada keliama iki 350 °C temperatiros, 60 °C/min greiCiu, Si temperatiira laikoma pastovia 5 min.
Meéginio jleidimo temperatiira — 300 °C. Bendras analizés laikas apie 14 min. Apacioje pateiktoje
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chromatogramoje matyti, kad Siuo metodu nepavyko pasiekti 5 ir 6 numeriu pazyméty
fitokanabinoidy atskyrimo (zr. 12 pav.).
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12 pav. Fitokanabinoidy GC-Ms chromatograma [93]

Kiekybiniam pagrindiniy kanabinoidy, C. sativa aptinkamy didziausiomis koncentracijomis (A°-
THC, CBD ir CBN) nustatymui jvairiuose produktuose: aluje, pastilése, aliejuje ir t.t. buvo
validuotas GC-Ms metodas. Chromatografinis misinio komponenty atskyrimas pasiektas su HP-
5MS kolonéle (30 m ilgio x 0,25 mm vidinio skersmens x 0,25 pm stacionarios fazés sluoksnio
storio). Inzektoriaus temperatira — 260 °C, jony S$altinio temperatira — 230 °C, kvadrupolio
temperatira — 150 °C. Termostato temperatiiriné programa: pradiné temperatira 120 °C, Sioje
temperatiroje sulaikoma 2 min, temperatira keliama 20 °C/min grei¢iu iki 290 °C, Sioje
temperatiroje sulaikoma 10 min. Méginio jpurskimo srauto pasiskirstymas — 1/15, spektras buvo
fiksuojamas masés intervale 40 — 550 M. A8-THC buvo naudojamas kaip vidinis standartas.
Bandiniai derivatizuoti su MSTFA-2 % TMCS. A>-THC LOQ — 1.0 ng/g, CBD LOQ — 2 ng/g [94].

Hazekampas su mokslininky grupe [95] taip pat apra$é¢ metodg 9 fitokanabinoidams analizuoti su
GC-Ms sistema. Chromatografiskai buvo atskirti $ie fitokanabinoidai: AS-THC, A%-THC-Cs, A®-
THC, THCV, CBD, CBN, CBG, CBC ir CBL. Analiz¢ atlikta lyginant dvi kolonéles — pusiau
poling HP-50+ ir nepoling DB-1. Fitokanabinoidus pavyko atskirti su abiejomis kolonélémis.
Naudota termostato temperatiiriné programa: nuo 100 °C iki 280 °C temperatiira keliama 10 °C/min
grei¢iu ir laikoma pastovia 30 min. A%-THC buvo naudojamas kaip vidinis standartas nustatyti
kanabinoidy eliucijos laikus. Kadangi prie§ méginio injekcija derivatizacija neatlikta, negalima
aptikti fitokanabinoidy rtigstiniy formuy.

2016 metais dar viena mokslininky grupé publikavo metoda su GC-FID sistema, kuris buvo skirtas
nelegaliems C. sativa produktams analizuoti. Chromatografinis atskyrimas buvo pasiektas su DB-
IMS kolonéle (15 m ilgio x 0,25 mm vidinio skersmens x 0,25 um stacionarios fazés sluoksnio
storio), inzektoriaus temperatira — 240 °C, detektoriaus temperatiira — 270 °C, ileidZiamo méginio
taris — 1pl, termostato temperatiiriné programa: pradiné temperatira — 170 °C, §i temperatiira
laikoma pastovia 1 min, tada temperatiira iki 250 °C keliama 10 °C/min greiciu, ir laikoma pastovia
3 min. Visos analizés trukmé — 12 min. 4-androsteno-3,17-dionas buvo naudojamas kaip vidinis
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standartas. Metodas tinkamas identifikuoti ir kokybiskai nustatyti 7 fitokanabinoidus: A°-THC, A8-
THC, CBD, CBC, CBG, CBN ir CBL [89].

Dar vienas GC-FID metodas buvo validuotas Brazilijoje, A>-THC, CBD ir CBN kiekybiniam
nustatymui. Chromatografinis atskyrimas buvo pasiektas su HP-5 lydyto silikagelio kolonéle (30 m
ilgio x 0,32 mm vidinio skersmens x 0,25 pum stacionarios fazés sluoksnio storio), inzektoriaus
temperattra — 270 °C, detektoriaus temperatiira — 280 °C, termostato temperattriné programa: 150
°C temperatiira laikoma pastovia 1 min, tada temperattra keliama 15 °C/min greiciu iki 250 °C, §i
temperatiira laikoma pastovia 13 min. Sis gana paprastas GC-FID metodas yra skirtas nustatyti,
kuriam Cannabis Sativa L. fenotipui priskiriama zaliava t.y. pluostinei ar narkotinei [96].

Vatanabé su mokslininky grupe [97] sukiré GC-FID metoda AS-THC, CBD, CBC ir CBN
analizuoti. Chromatografinis atskyrimas pasiektas su HP-5MS kolonéle (30 m ilgio x 0,25 mm
vidinio skersmens x 0,25 pm stacionarios fazés sluoksnio storio). Termostato temperatiiriné
programa: temperatiira keliama nuo 50 °C iki 250 °C, 6,5 °C/min greiciu. [leidziamo méginio tiiris —
1ul, méginio jleidimo srauto pasiskirstymas prie§ kolonéle — 1/50, analizés trukmé — 30 min.
Analizuojant tokiu metodu, negalima atskirti visy minéty kanabinoidy, chromatogramose
persidengia CBC ir CBD smailés.

Mokslininky komanda validavo dar vieng GC-FID metoda, skirta 10 fitokanabinoidy, THCV, CBD,
CBC, A°-THC, A%-THC, CBG, CBN, CBDA, CBGA ir THCA-A, kokybiniam ir kiekybiniam
nustatymui. Chromatogramoje (zr. 13 pav.) pateiktos ir CBDV, CBL, CBDVA smailés tik
kokybiniam nustatymui pagal sulaikymo trukmg¢, Siems fitokanabinoidams metodas nevaliduotas.
Visiems kanabinoidams pries analiz¢ buvo atlikta TMS derivatizacija. Atskyrimas buvo pasiektas
naudojant Agilent Technologies DB-1MS (15 m ilgio x 0,25 mm vidinio skersmens x 0,25 pum
stacionarios fazés sluoksnio storio) kolonéle, méginio jleidimo srauto pasiskirstymas — 1/20,
inzektoriaus temperatiira — 275 °C, detektoriaus temperatira — 300 °C, termostato temperattriné
programa: pradiné temperatiira — 190 °C, ji iSlaikoma pastovia 1 min, tada temperatiira keliama 30
°C/min greiciu iki 230 °C, temperatira laikoma pastovia 2 min, tada temperatiira keliama 5 °C/min
greiciu iki 250 °C, 8i temperatara laikoma pastovia 1 min, toliau 20 °C/min grei¢iu temperatiira
keliama iki 300 °C, 8i temperatara laikoma pastovia 2,75 min. Metodo trukmé — 17,5 min [98].
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13 pav. Fitokanabinoidy GC-FID chromatograma [98]
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1.10 Fitokanabinoidy analizé skys¢iy chromatografijos metodais

Noestedenas su mokslininky grupe [99] atliko 11 fitokanabinoidy analize, kurio tikslas buvo sukurti
greitg, jautry ir placiai pritaikomg LC analitinj metoda, skirta 11 kanapése esanciy fitokanabinoidy,
tiek ruigStinése, tiek neutraliose formose. Darbe buvo analizuojami §ie fitokanabinoidai: CBGA,
CBG, CBCA, CBC, A%-THCA, A°’-THC, A%-THC, CBDA, CBD, CBL, CBN. Eksperimentai buvo
atlikti atskirai su UPLC-DAD ir UPLC-Ms/Ms sistemomis. Chromatografinis atskyrimas buvo
pasiektas naudojant Kintex (1,3 um daleliy dydzio x 50 mm ilgio x 2,1 mm vidinio skersmens x
100 A pory dydzio) kolonélg. Geriausias atskyrimas buvo pasiektas izokratinémis eliuicijos
salygomis, kaip mobilig faze¢ naudojant 55 % acetonitrilo ir 0,1 % skruzdziy ragsties misinj [99].

Mei Vangas atliko 9 fitokanabinoidy, CBD, A8-THC, THCV, A%-THC, CBN, CBG, THCA-A,
CBDA, CBGA analiz¢ su ultra auk$to naSumo superkrititine skys¢iy chromatografija ir fotodiody
matricos detektoriumi ir masiy spektrometrija sistema. Fitokanabinoidy atskyrimui buvo naudotas
Sis metodas: mobili fazé buvo sudaryta i§ CO2 (A), izopropanolio ir acetonitrilo miSinio santykiu
80:20 su 1 % vandens (B). Mobilios fazés gradientas: B nuo 4 % iki 9 % keliama per 4,5 min, tada
per 2,5 min B gradientas keliamas iki 30 % ir §i koncentracija laikoma pastovia 3 min. Tékmés
greitis — 1,4 ml/min. Kolonélés temperatira — 30 °C. Siuo metodu pavyko pilnai atskirti 9
fitokanabinoidus, apacioje pateikta gauta chromatograma (zr. 14 pav.) [100].

AU
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14 pav. UHPSFC/PDA (220 nm) 9 kanabinoidy standarty chromatograma: 1. CBD 2. A3-THC 3. THCV 4.
AS-THC 5. CBN 6. CBG 7. THCA-A 8. CBDA 9. CBGA [100]

Dar vienas metodas buvo sukurtas su HPLC-MS/MS sistema SeSiems pagrindiniams augale
aptinkamiems fitokanabinoidams analizuoti: A®-THC, AS-THCA CBD, THCV, CBG ir CBN.
Chromatografinis atskyrimas buvo pasiektas su Kinetex C18 kolonéle (2,6 pum daleliy dydzio x 30
mm ilgio x 3 mm vidinio skersmens x 100 A pory dydzio), ir apsaugine kolon¢le (0,5 pm gylio
filtras x 0,1 mm). Mobilios fazés A/B gradientas (A — Milli Q vanduo su 0,1 % skruzdziy ragstimi,
B — MeOH su 0,1 % skruzdziy rtgstimi): pradzioje tirpiklio B koncentracija — 50 %, per pirmaja
minut¢ koncentracija keliama iki 80 %, Sioje koncentracija laikoma pastovia, kol pasiekiama 11
min, per kitas 2 min, koncentracija keliama iki 95 % ir laikoma pastovia iki 16 min, per 2 min B
koncentracija sumazinama iki 50 % ir $i koncentracija palaikoma iki 28 min. Tékmés greitis — 0,25
ml/min, koloné¢lés temperatiira — 30 °C, jleidziamo méginio turis — 10 pl, metodo trukmé — 28 min
[101].
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Dar viena mokslininky grupé validavo metoda penkiy kanabinoidy CBD, CBDA, THC, THCA ir
CBN kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui su skys¢iy chromatografija masiy spektrometrija ir
jony gaudyklés sistema. Chromatografinis atskyrimas buvo pasiektas su Hypersil BDS kolonéle
(150 mm ilgio x 2,1 mm vidinio skersmens x 3 um daleliy dydzio). Mobili fazé buvo sudaryta ir
tirpikliy A ir B. Tirpiklis A sudétis — 10 mM amonio acetato ir 0,2 % skruzdziy ragsties metanolyje,
tirpiklio B — 10 mM amonio acetato ir 0,2 % skruzdziy riigsties vandenyje Mobilios fazes A/B
gradientas: 0 min — 0,5 min intervale tirpiklo A koncentracija — 60 %, 0,5 min — 1 min intervale A
koncentracija keliama iki 80 %, ir laikoma pastovia iki 21 min, 21 min — 21,5 min A koncentracija
keliama iki 95 %, $i koncentracija laikoma pastovia 7 min, 28 min koncentracija mazinama iki 60
%, tada 6 min skiriamos instrumento stabilizacijai iki kito méginio jleidimo. Srauto tekmés greitis —
0,2 ml/min, jleidziamo méginio turis — 10 pl, kolonélés temperatiira — 30 °C, automatinio bandyniy
ileidimo mechanizmo temperatiira — 10 °C [102].

Laura A. Ciolino sukiiré HPLC-DAD metoda vienuolikai kanabinoidy: CBD, CBDA, A%-THC, A°-
THCA, CBN, A%-THC, A8-THCA, CBG, CBGA, CBDV, THCV. Atskyrimas buvo komplikuotas
tarp dviejy kanabinoidy pory: CBD ir CBG (junginiai skiriasi Soniniu fenilo radikalu, CBG — atvira
fenilo ziedo $oniné grandiné, CBD — uzdaras fenilo Ziedas), AS-THC ir A.-THC (dvigubojo rysio
pozicijos izomerai). Atskyrimas buvo pasiektas su MacMod ACE 5 C18-AR analitine kolonéle (250
mm ilgio x 4,6 mm vidinio skersmens x 5 um daleliy dydzio), mobilios fazés sudétis: A — 66:34
ACN su 0,5 % acto ragstimi (pH 2,9), B — 83:17 MeOH su 50 mM citrato (pH 4,2). JleidZziamo
méginio tiris — 25 pl, srauto tekmés greitis — 1 mL/min, metodo trukmé — 50 min, kanabinoidy
chromatograma gali biiti registruojama keliuose bangos ilgiuose: 220 nm, 240 nm, 270 nm ir 307
nm. Pateikta chromatograma registruota 240 nm (zr. 15 pav.). Matyti, kad nors ir pavyko atskirti
prie$ tai minétas problemines poras, yra matomas kitos poros smailiy persidengimas — CBG ir
CBGA [103].
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15 pav. Kanabinoidy chromatograma su HPLC-DAD: 1 — CBDV, 2 - CBDA, 3-CBGA, 4 -CBG, 5 -
CBD, 6 - THCV, 7 -CBN, 8 - A>-THC, 9 - A®-THC, 10 - CBC, 11 - A®-THCA [103]

1.11 Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

C. sativa — zolinis augalas, jau nuo seny laiky vertinamas dél savo farmakologiniy savybiy ir
plataus panaudojimo medicinoje. Kanapiy séklos vertinamos dé¢l savo maistingumo, o lapuose ir
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zieduose kaupiami jvairlis sveikatai naudingi junginiai — flavanoidai, terpenoidai, kumarinai ir t.t.
Siuo metu bene didziausio démesio sulaukia lapy trichomose kaupiami fitokanabinoidai.
Dazniausiai jvardijami fitokanabinoidy farmakologiniai poveikiai yra skausmo malSinimas, nerimo
slopinimas, miego sutrikimy gydymas, pykinimo ir vémimo slopinimas, sedacija, traukuliy
slopinimas, prieSuzdegiminés ir imunomoduliacinés savybés, kanabinoidai potencialiai gali gydyti
Alzhaimerio ligg, Sizofrenija, Tureto sindromg. Visi Sie poveikiai yra susij¢ su 20 a. pabaigoje
atrasta endokanabinoidy sistema organizme, kurig saudaro CB1 ir CB2 receptoriai ir $iy receptoriy
endogeniniai ligandai. Prie §iy receptoriy jungdamiesi fitokanabinoidai gali reguliuoti atitinkamas
organizmo funkcijas ir taip sukelti farmakologinj poveikj. D¢l pluostinése kanapése esanciy
psichoaktyviy junginiy labai svarbu iSanalizuoti C. sativa ekstrakty ar produkty sudétj, tokiai
analizei placiausiai naudojama GC ir LC. GC metodais negalima analizuoti fitokanabinoidy
rugstinése formose, kadangi auks$toje temperatiroje vyksta rigsciy dekarboksilinimas. Dujy
chromatografija nustatomas suminis kanabinoidy kiekis. LC nereikalauja aukstos temperatiiros,
todel kokybiskai ir kiekybiskai galime nustatyti ir riigStis. Atlikus literatiiros analize rasti iki Siol
sukurti ir validuoti fitokanabinoidy GC ir LC analizés metodai. Pastebéta, kad dalis $iy metody turi
trukumy. Tai patvirtina, kad Siuo metu vis dar yra aktualu ieSkoti naujy efektyviy ir selektyviy
rutininés kokybinés ir kiekybinés fitokanabinoidy analizés metody.
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2. MedZziagos ir tyrimy metodai
2.1 Tyrimo objektas

Tyrimo objektas — pluostinés kanapés ir jose kaupiami fitocheminiai bioaktyvis junginiai —
fitokanabinoidai. Atliekamas fitokanabinoidy chromatografiniy metody optimizavimas ir jy
palyginimas tarpusavyje. Analizuojami individualiy fitokanabinoidy analitiniai standartai ir
ekstraktai iSskirti i§ C. sativa Zaliavos SFE-CO.. Analizei naudoti trys SFE-CO. C. sativa
ekstraktai, kuriuos tyrimams perdavé UAB ,,Borela®, kuri §iuo metu pakeité pavadinimg j Aurora
Hemp (zr. 16 pav.). Ekstraktai iki analizés buvo laikomi Saldytuve, sandariai uzdarytose talpyklése.

16 pav. Darbe analizuoti ekstraktai gauti SFE-CO- biidu i$§ C. sativa augalinés Zaliavos

2.2 Naudotos medzZiagos

Visi tirpikliai, analitiniai standartai ir kitos naudotos medziagos, jeigu nenurodyta kitaip, buvo
jsigytos 1§ komerciniy tiekéjy ir papildomai negrynintos:

e >99,9 % grynumo acetonitrilas, HPLC analizei jsigytas i§ HoneyWell (JAV),

e >99,9 % grynumo metanolis, HPLC analizei jsigytas i§ Sigma Aldrich (JAV),

e iSgrynintas H.O, HPLC analizei issigytas i§ Sigma Aldrich (JAV),

e auksto §varumo helio dujos, GC analizei i$sigytos i§ AGA GAS AB (Svedija),

e metanolis vasky pasalinimui i$ ekstrakty i$sigytas i§ Eurochemicals (Lietuva),

e izopropanolis balastiniy medziagy pasalinimui i$ ekstrakty iSsigytas i§ Eurochemicals
(Lietuva),

e skystas azotas GC sistemos $aldymui, i$sigytas i§ AGA GAS AB (Svedija),

e ortofosforo rtigstis 85 % HPLC mobiliai fazei jsigyta i§ Sigma Aldrich (JAV),

e >99,9 % grynumo analitiniai fitokanabinoidy standartai: CBD, CBG, CBDV, CBC, CBN 1
mg/ml koncentracijos metanolyje ir CBDA, CBGA 1 mg/ml koncentracijos acetonitrile,
jsigyti i§ Sigma Aldrich (JAV) (Zr. 4 lentele).
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4 lentelé. Darbe analizuoti fitokanabinoidai

Empiriné formulé Moliné masé Struktiiriné formulé
CBD C21H3002 314,464 g/mol
CBC C21H3002 314,46 g/mol
= =
O CsH 14
CBN C21H2602 310,4319 g/mol
O OH
0] I CsH 14
CBG C21H320, 316,48 g/mol OH
A
CBDV C19H2602 286,4 g/mol
CBDA C21H3002 314,464 g/mol
CBGA C22H3204 360,49 g/mol
| HO CsH 14

2.3 Méginiy paruoSimas
2.3.1 Méginiai kalibracinéms kreivéms

GC-FID Kkalibracinéms kreivéms sudaryti, individualis CBDV, CBD, CBN analitiniai standartai
buvo skiedziami >99,9% analitinio grynumo acetonitrilu, 0,005 mg/ml — 0,1 mg/ml koncentracijy
intervale: i§ kiekvieno 1 mg/ml fitokanabinoido analitinio standarto tirpalo gaminami Siy
koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,005 mg/ml. CBG kalibraciné kreivé
buvo ruosiama 0,025 mg/ml — 0,1 mg/ml koncentracijy intervale: ruosiami 0,1 mg/ml; 0,075 mg/ml;
0,05 mg/ml; 0,025 mg/ml koncentracijy skiediniai.
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GC x GC-TOF/Ms kalibracinéms kreivéms sudaryti, individual@is standartai buvo skiedziami >99,9
% analitinio grynumo acetonitrilu, 0,0125 mg/ml — 0,1 mg/ml koncentracijy intervale. IS CBD ir
CBG 1 mg/ml analitiniy standarty gaminami Siy koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,075 mg/ml;
0,05 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,0125 mg/ml. Is CBC ir CBN 1 mg/ml analitiniy standarty gaminami
Siy koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,0125 mg/ml. 1§ CBDV 1
mg/ml analitinio standarto gaminami $iy koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,075 mg/ml; 0,025
mg/ml; 0,0125 mg/ml.

HPLC-DAD kalibracinéms kreivéms sudaryti CBC, CBN, CBDV, CBDA analitiniai standartai
buvo skiedziami >99,9 % analitinio grynumo acetonitrilu, 0,0005 mg/ml — 0,1 mg/ml koncentracijy
intervale. IS kiekvieno 1 mg/ml fitokanabinoido analitinio standarto tirpalo gaminami $iy
koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,005 mg/ml; 0,001 mg/ml; 0,0005
mg/ml. Individualis CBD, CBG ir CBGA analitiniai standartai buvo skiedziami 0,001 mg/ml — 0,1
mg/ml koncentracijy intervale. I§ kiekvieno 1 mg/ml fitokanabinoido analitinio standarto tirpalo
gaminami Siy koncentracijy skiediniai: 0,1 mg/ml; 0,05 mg/ml; 0,01 mg/ml; 0,005 mg/ml; 0,001
mg/ml.

Kalibraciniy kreiviy Zemiausio taSko koncentracija kiekvienam idividualiam fitokanabinoido
standartui nustatoma eksperimentis$kai, nustaCius Zemiausig koncentracija, kurioje kiekvienas
fitokanabinoidas yra vis dar aptinkamas detektoriaus.

CBD, CBG, CBGA, CBN ir CBC fitokanabinoidy analitiniai standartai ir visi i§ jy paruosti
darbiniai tirpalai bei i§ C. sativa ekstrakty paruosti méginiai analizuojami i$ karto arba laikomi ne
aukStesnéje kaip -18 °C temperatiroje ir saugomi nuo Sviesos. CBDV ir CBDA fitokanabinoidy
analitiniai standartai ir visi 1§ jy pasiruosti darbiniai tirpalai laikomi ne aukstesnéje kaip -70 °C
temperatiiroje ir saugomi nuo Sviesos.

2.3.2 Méginiai i§ Cannabis Sativa L. ekstrakty

2.3.2.1 Ekstrakto valymas nuo balastiniy medZiagy

Norint i$ ektrakty paSalinti balastines medziagas, baltymus ir riebalus, 5 g ekstrakto tirpinama 50 ml
polinio tirpiklio — izopropilo alkoholio. Gautas tirpalas filtruojamas per Biuchnerio piltuvag padengta
popieriniu filtru. Filtratas surenkamas, tirpiklis nugarinamas, gautas ekstraktas toliau naudojamas
kitame valymo etape.

2.3.2.2 Vasky pasSalinimas

Vaskai i§ ekstrakto paSalinami taip vadinamu vinterizavimo badu (Zr. 17 pav.). 10 g C. sativa
ekstrakto tirpinama 100 g metanolio (santykiu 1:10) ir uzdaroje stiklinéje kaitinama 50 °C
temperatiiroje ant magnetinés maisykles, kol tirpiklyje iStirpsta kiek jmanoma daugiau ekstrakto.
Ekstraktas Saldomas Saldymo kameroje -18 °C temperatiiroje 24 valandas. Po 24 valandy méginys
nufiltruojamas per Biuchnerio piltuva, padengta popieriniu filtru. Filtratas surenkamas, tirpiklis
nugarinamas, gaunama tamsiai zalios spalvos klampi derva.
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17 pav. Vaskai, pasalinti i§ Cannabis Sativa L ekstrakto

2.3.2.3 Vandens pasalinimas

Vanduo i$ ekstrakty paSalinamas liofilizuojant. Liofilizacija atliekama su MAXI Dry Lyo (Danija)
liofilizatoriumi, méginys susaldomas skystu azotu ir tada liofilizuojamas. Proceso trukmé — 24
valandos.

Atlikus visus valymo etapus, gaminami darbiniai tirpalai istirpinant 10 mg ekstrakto 1 ml >99,9 %
acetonitrilo. IS 8iy tirpaly ruosiami tirpalai analizei: GC-FID ir GC x GC-TOF/Ms analizuojami 1
mg/ml koncentracijos méginiai, HPLC-DAD analizuojami 0,1 mg/ml koncentracijos méginiai.
Atlikus skiedimus, méginiai gerai sumaiSomi ir filtruojami per Svirkstinius filtrus.

2.4. Instrumentiné analizé

2.4.1 Dujy chromatografija su liepsnos jonizacijos detektoriumi

Individualiy analitiniy standarty kalibracinés kreivés ir ekstrakty kiekybiné ir kokybiné analizé
atlikta Perkin Elmer Clarus500 dujy chromatografu (Shelton, USA) su liepsnos jonizacijos
detektoriumi (FID). >99,9 % grynumo vandenilio dujos j GC sistemg tiekiamos i§ Perkin Elmer
PGXH. 100, 250 ml/min vandenilio dujy generatoriaus (Shelton, USA). GC sistemg sudaro
neSanciyjy dujy rezervuaras su inertinémis dujomis, dujy srauto grei¢io reguliavimo sistema,
rankiné meéginiy ileidimo sistema, termostatas su uZprogramuota temperatlrine programa ir
detektorius. Krosnel¢je patalpinta analitiné kolonélé, kurioje vyksta miSinio analiciy
chromatografinis atskyrimas (zr. 18 pav.)
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Negantios dujos Krosnelé

18 pav. Principiné GC schema [104]

FID viduje daZniausiai yra vandenilio ir oro pagalba sukuriama liepsna, j kurig i$éj¢ 1§ koloné¢lés
patenka miSinio komponentai. Patek¢ j liepsng Sie miSinio komponentai oksiduojasi ir sudaro
elektros kriiv] turinCias daleles — jonus [84]. Norint identifikuoti Siuos jonus, detektoriuje yra
jmontuoti du elektrodai, katodas ir anodas, kurie sukuria potencialy skirtumg. Teigiamas elektrodas
yra jmontuotas prie purkstuko galvutés, kurioje yra sukuriama liepsna, o neigiamas elektrodas
jmontuotas vir§ liepsnos. Judantys jonai yra surenkami, o jy sukurtas elektrinis signalas yra
iSmatuojamas (zr. 19 pav.) [105].

Jonizacija ~

Sroves matuoklis

Liepsna

ons LTI

Vandenilis -----

Meéginys -------+
19 pav. Principiné FID schema [105]

Misinio anali¢iy chromatografinis atskyrimas pasiektas su Elite-5 lydyto silicio kapiliarine
kolonéle, kurios stacionari fazé sudaryta i§ 5 % difenilo ir 95 % dimetilpolisiloksano (30 m ilgio x
0,25 mm vidinio skersmens x 0,25 um stacionarios fazés sluoksnio storio) (Perkin Elmer, Shelton,
USA). Nesanciosios dujos — helis, jleidimo slégis 15 psi, dujy srauto greitis — 1,3 mi/min.
Detektoriaus temperatiira — 300 °C, inzektoriaus temperatiira — 260 °C, bandinio jleidimo srauto
paskirstymas (Split) — 1/10. [leidZziamo méginio bandinio taris — 1 ul. Metodo trukmé — 40 min.
Optimizuota termostato temperatiiriné programa pateikta 4 lenteléje.
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4 lentelé. GC-FID temperatiiriné programa

Temperatiira, °C Temperatiiros kélimo greitis, Pastovios temperatiiros
°C/min palaikymas, min
50 12 0
200 4 0
280 0 7,5

Individualiy etaloniniy standarty kalibraciniy kreiviy tiesiniy priklausomybiy ir kiekviena ekstrakty
analiz¢ atlikta trimis pakartojimais, ruosiant tris vienas nuo kito nepriklausomus skiedinius. I$ gauty
rezultaty paskaic¢iuotas standartinis nuokrypis (1) ir santykinis standartinis nuokrypis (2).

SN = /leT—x_lz(l)

SSN = 57"’ x 100% (2)

X — apibrézia kiekvieng imties vertg (X1, X2...Xn); X — vidurkis, n— reikSmiy kiekis.
Suminis CBD kiekis apskaiciuotas pagal (3) formule.
CBDsuminis = CBDxonc. + (CBDAkonc. X 0,877) (3)

2.4.2 ISsamiosios dujy chromatografijos sistema su skriejimo laiko masiy spektrometrijos
detektoriumi

Individualiy analitiniy standarty kalibracinés kreivés ir ekstrakty kiekybiné ir kokybiné analizé
atlikta su iSsamigja GC x GC-TOF/Ms LECO Pegasus 4D sistema, kurig sudaro Agilent 7890A GC
dujy chromatografas, Gerstel MPS automatinis méginiy jleidimo jrenginys (Gerstel GmbH,
Mulheim an der Ruhr, Germany), TOF/Ms detektorius (LECO, St.Joseph, MI, USA) dviejy srauty
modulatorius (Zoex, Houston, TX, USA), kuris jmontuotas tarp pirminés ir antrosios kolonéliy (Zr.
20 pav.).

Meéginiy jleidimo jrenginys

 e—
Detektorius

Antriné kolonélé

Pirminé kolonélé
20 pav. Principiné GC x GC schema [106]

Prie GC x GC sistemos jmontuotas TOF/Ms detektorius, kuris sudarytas i§ lazerio, jonizuojancios
srovés Saltinio — kvadrupolio, vakuuminiy siurbliy, sudaranciy vakuuma sistemoje, susidiirimo su

41



inertinémis dujomis celés ir jony laisvo skiejimo kelio celés, kuriuo dél kinetinés energijos
judédami jonai atsimusa j reflektoriy ir juda link Ms detektoriaus (zr. 21 pav.).

Lazeris Susidirimo cels
.»"..l
Q A S| S o _
| I Detektorinz
Ewvadrpolis ]
1 — i/ oy skrigjimo
Valruminiai =~ | kelias
siurbliz
= = | Reflektorius

21 pav. Principiné TOF/MS detektoriaus schema [107]

Agilent 7890A GC kameroje instaliuotos dvi analitinés kapiliarinés kolonéles: nepoliné BPX-5 (30
m ilgio x 0,25 mm vidinio skersmens x 0,25 um stacionarios fazés sluoksnio storio) (SGE
Analytical Science, Australia), kurios stacionari fazé sudaryta i§ 5 % fenilo polisilfenileno-
siloksano ir poliné BPX-50 (2 m ilgio x 0,10 mm vidinio skersmens X 0,1 pum stacionarios fazés
sluoksnio storio), kurios stacionari fazé sudaryta i§ 50 % fenilo polisilfenileno-siloksano. Nesancios
dujos — helis, inzektoriaus temperattriné programa: nuo 120 °C iki 270 °C temperatira keliama 10
°C/min greiciu, §i temperatiira iSlaikoma pastovia 5 min; jpurSskiamo bandinio kiekis — 1 pl.
TOF/Ms registravimo greitis 10 spektry per s. Identifikuojant junginius masiy diapazonas — 30550
m/z vienety. Detektoriaus jtampa — 1550 V, jony Saltinio temperatiira — 250 °C, méginiai jleidziami
be srauto pasiskirstymo (Splitless). Dvidimenciné GC X GC analizé buvo atlickama pasirinkus
optimaly 15 s moduliacijos perioda, karStos srovés laikas — 1,25 s, atSaldymas tarp cikly — 6,25 s,
sistema Saldoma -80 °C temperatiiroje su skysto azoto Therm Scientific EK90/GE $aldymo sistema.
Duomenys i§ GC x GC-TOF/MS sistemos apdorojami su ChromaTOF v.4.22 programine jranga
(LECO). Metodo trukmé — 40 min. Pirmosios ir antrosios kolonéliy temperatiirinés programos
pateiktos 5 ir 6 lentelése.

5 lentelé. GC x GC-TOF/Ms pagrindinés BPX-5 kolonélés temperatiiriné programa

Temperatiira, °C Temperatiiros kélimo greitis, Pastovios temperatiiros
°C/min palaikymas, min
50 12,5 0
200 4 0
280 0 7,5

6 lentelé. GC x GC-TOF/Ms antrosios BPX-50 kolonélés temperatiiriné programa

Temperatiira, °C Temperatiiros kélimo greitis, Pastovios temperatiiros
°C/min palaikymas, min
55 12,5 0
205 4 0
285 0 7,5
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Individualiy etaloniniy standarty kalibraciniy kreiviy tiesiniy priklausomybiy ir kiekviena ekstrakty
analiz¢ atlikta trimis pakartojimais, ruosiant tris vienas nuo kito nepriklausomus skiedinius. 1§ gauty
rezultaty paskaiCiuotas standartinis nuokrypis (1) ir santykinis standartinis nuokrypis (2).

2.4.3 Efektyvioji skys¢iy chromatografija su diody matricos detektoriumi

Individualiy analitiniy standarty kalibracinés kreivés ir ekstrakty kiekybiné ir kokybiné analizé
atlikta su HPLC sistema Prominence-i LC-2030C (Shimadzu, Japonija), kurig sudaro mobilios fazés
tiekimo sistema, kurioje filtruojamas ir degazuojamas eliuentas, automatinis méginiy jleidimo
mechanizmas su termostatu, skirstymo sistema, kurig sudaro apsauginé ir chromatografinio
skirstymo analitiné kolonélés bei kolonéliy termostatas, kuriame atlickamos kolonélés Sildymo ir
ausinimo funkcijos (zr. 22 pav.).

Filtraz ¢ Mobilics Széz

_:l_l tiekimo siztema

Magimio jleidimo
sistema

E:‘ata o Aukitoslémio | T4
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LIRS -1 | R — r g e )
kolensle Skirstymo
siztema
Analitind
Druomany kelonsls
apdorojimo
siztema
Dretektorive
tiuTa- . Kompivteriz} ! ¥
j Joamem] ’ Atliskos
" apdorojimmas

22 pav. Principiné HPLC sistemos schema [108]

Prie Sios HPLC sistemos prijungtas ultravioletinés ir regimosios Sviesos (UV-Vis) diody matricos
detektorius (DAD), kurj sudaro $viesos $altinis, veidrodis, monochromatorius, i$sklaidantis $viesg j
skirtingy bangos ilgiy spinduliuotes ir diody matrica (zr. 23 pav.).

veidrodis

N\

N N\

Qﬁ plysys / meéginys
\ plysys

Sviesos
Saltinis

Diody matrica

monochromatorius

23 pav. Principiné DAD schema
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Chromatograma fiksuojama 220 nm bangos ilgyje. Chromatografinis fitokanabinoidy atskyrimas
pasiektas su NexLeaf CBX C18 (nepoliné stacionari fazé sudaryta i§ 18 anglies atomy turinCiy
molekuliy) atvirkéiy faziy analitine kolonéle (150 mm ilgio x 4,6 mm vidinio skermens x 2,1 um
pory dydzio) (Shimadzu, Japonija) ir NexLeaf CBX 2,7 pum pory dydzio apsaugine prieskolonéle
(Shimadzu, Japonija). Mobili fazé sudaryta i§ tirpikliy A ir B: A — 0,085 % ortofosforo riigsties
vandenyje, B — 0,085 % ortofosforo rugsties acetonitrile, $is tirpiklis naudojamas ir sistemos
praplovimui. Srauto tekmés greitis — 1 ml/min, jleidZziamo méginio taris — 10 pl, kolonélés
temperattira — 50 °C, automatinio méginiy jleidimo mechanizmo temperatiira — 10 °C. Duomenys
gauti i§ Prominence-i LC-2030C sistemos apdorojami LabSolutions ver. 5.84 kompiuterine
programine jranga (Shimadzu, Japonija). Metodo trukmé — 10 min. Naudota mobilios fazés
gradientiné programa pateikta 7 lenteléje.

7 lentelé. HPLC-DAD metode naudota mobilios fazés gradientiné programa

Laikas, min A, proc. B, proc.
0-3 30 70
3-7 30-15 70-85

7-7,01 15-5 85-95
7,01-8 5 95
8-8,01 5-30 95-70
8,01-10 30 70

Individualiy etaloniniy standarty kalibraciniy kreiviy tiesiniy priklausomybiy ir kiekviena ekstrakty
analiz¢ atlikta trimis pakartojimais, ruoS$iant tris vienas nuo kito nepriklausomus skiedinius. IS gauty
rezultaty paskaiéiuotas standartinis nuokrypis (1) ir santykinis standartinis nuokrypis (2).

2.5 Validacijos parametry nustatymas

Validacija — tai procesas, kurio metu patvirtinama, kad kiekvieng karta analizuojant meéginj
nustatytomis sglygomis bus gaunami teisingi rezultatai. Chromatografiniy metody jvertinimas ir
palyginimas atliktas pagal ICH gairése pateiktus analitiniy procedtry validacijos parametrus [109]:
specifiSkumas, tiesiSkumas, preciziskumas (pakartojamumas ir tarpinis preciziSkumas), aptikimo
riba (LOD) ir nustatymo riba (LOQ), kiekvienam kanabinoidui: CBD, CBG, CBC, CBN ir CBDV
dujy chromatografijos metoduose ir CBD, CBG, CBC, CBN, CBDV, CBGA, CBDA skysciy
chromatografijos metode.

2.5.1 SpecifiSkumas

Metodikos specifiskumas — tai yra sistemos gebéjimas identifikuoti norimos analités buvimag
meéginyje tarp kity méginio komponenty. Idealus variantas, kai kiekviena chromatografiné smailé
atitinka atskirg junginj miSinyje [109]. Kiekvieno metodo specifiSkumas buvo jvertinamas
indentifikavimo testu eksperimentiSkai analizuojant individualius analitinius fitokanabinoidy
standartus ir jvairius §iy analitiniy standarty miSinius, identifikuojant visus Zinomos sudéties
standarty miSinio komponentus.

2.5.2 TiesiSkumas

Tiesiskumas — tai sistemos gebéjimas gauti tokius rezultatus, kurie yra tiesiogiai proporcingi
analités koncentracijai analizuojamame méginyje [109]. Kiekvieno metodo tiesiskumas vertinamas
sudarius kiekvieno individualaus fitokanabinoido standarto kalibracines kreives, kurias sudaro 4—6
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taskai. Kiekvieno fitokanabinoido kalibracinés kreivés sudarymui, Kiekvienai koncentracijai
sudaromi trys nepriklausomi méginiai ir vedamas rezultaty vidurkis. Kiekvienai kreivei
apskaiGiuotos tiesés lygtys ir determinacijos koeficientas R?, kurie neturéty biiti mazesni kaip 0,99
[110].

2.5.3 PreciziSkumas

PreciziSkumas — parodo rezultaty, gauty po daukartinés to pacio homogenisko méginio analizés
nustatytomis sglygomis, glaudumg [109]. Kiekvieno metodo preciziskumo jvertinimui
apskaiCiuotas analitiniy standarty po analizés gaunamy rezultaty pakartojamumas ir tarpinis
preciziSkumas. Pakartojamumas — parodo rezultaty tikslumg atlickant analiting procediirg tokiomis
paciomis nustatytomis salygomis, per trumpg laiko tarpg — tg pacia dieng. Tarpinis preciziskumas —
jvertina, kaip rezultaty tikslumg koreguoja atsitiktiniai jvykiai. Analitiné procedira atliekama esant
toms pacioms nustatytomis analizés sglygoms per ilgesn;j laiko tarpa — skirtingomis dienomis [109,
110] .

Pakartojamumo ir tarpinio preciziSkumo analizés atliktos vertinant smailiy ploty variacijas.
Pakartojamumo tyrimui atliktos trys to paties pavyzdzio injekcijos ta pacig dieng tokiomis paciomis
salygomis, tarpinio preciziSkumo — to paties pavyzdzio injekcijos tokiomis paciomis salygomis
atliekamos tris skirtingas dienas. Gauty rezultaty glaudumas jvertintas pagal SSN% (2). Nuspresta,
kad SSN wverté, vertinant smailés ploto rezultaty variacijas, Kkiekybinio tyrimo atveju
chromatografinémis sistemomis turéty biti <5 proc.

2.5.4 Aptikimo riba ir nustatymo riba

LOD - tai maziausias analités kiekis méginyje, kuris yra aptinkamas detektoriaus, ta¢iau nebitinai
tiksliai nustatomas kiekybiskai. LOQ — tai maziausias analités kiekis, kuris gali bati tiksliai
nustatomas kiekybiskai [109]. Nustatyti LOD ir LOQ galima keliais skirtingais biidais, ta¢iau Siame
darbe jie buvo nustatyti i$§ kalibraciniy kreiviy regresijos lygties statistiniy duomeny.

LOD ir LOQ buvo apskaiciuoti pagal (4) ir (5) formules:

LOD = 3,3 x f (4)

LOQ = 10 x 5(5)

o — tirlamo junginio kalibracinés kreivés regresijos lygties nuokrypio standartinis nuokrypis;

a — tiriamo junginio Kalibracinés kreivés regresijos lygties nuolydis.
2.6 Tyrimo duomeny jvertinimas

Eksperimentiniai duomenys apdoroti naudojant statistiniy duomeny analizés paketa Microsoft
Office Excel (Microsoft, JAV). Microsoft Office Excel programa naudota duomeny susisteminimui,
tiesiniy priklausomybiy braizymui, SN ir SSN% apskai¢iavimui, LOD ir LOQ skai¢iavimams.
Statistinis rezultaty reikSmingumas buvo nustatytas naudojant statistiniy duomeny analizés paketa
Statgraphics 18 (Statgraphics Technologies, JAV). Statistinis patikimumas jvertintas FiSerio LSD
testu (p < 0,05). Visi kiekybinio nustatymo rezultatai iSreiksti vidurkiais + standartiniu nuokrypiu.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Atlikus literatiiros analize ir iSanalizavus literatiiroje rastus fitokanabinoidy chromatografinés
analizés metodus, pirmiausia dalis jy buvo ishandoma naudojant universitete turimas sistemas.
Taciau dél skirtingy instrumenty parametry, literatiiroje nurodytomis analizés salygomis nepavyko
pasiekti efektyvaus junginiy atskyrimo ir chromatogramose buvo stebimi anali¢iy smailiy
persidengimai. D¢l Sios priezasties nuspresta parinkti skirtingas fitokanabinoidy analizés salygas ir
patvirtinti jy efektyvumag validuojant metodikas pagal pasirinktus parametrus ir palyginant jas
tarpusavyje.

3.1 Metody salygu optimizavimas

Analizei nuspresta palyginti tiek dujy, tiek skys¢iy chromatografines sistemas, kadangi Sios abi
sistemos turi privalumy ir trikumy analizuojant fitokanabinoidus. Darbe buvo optimizuojamos ir
lyginamos GC-FID, GC x GC-TOF/MS ir HPLC-DAD metodikos.

Analitinés kolon¢lés GC pasirinktos atsizvelgiant j literatiiroje pateiktas metodikas. GC daZniausiai
naudojamos 15 m arba 30 m ilgio kolon¢lés, beveik visuose pateiktuose metoduose jy vidinis
skersmuo 0,25 mm, o stacionarios fazés sluoksnio storis — 0,25 pm. Todél abiejuose GC metoduose
pasirinktos 30 m ilgio, 0,25 mm vidinio skersmens ir 0,25 um stacionarios fazés sluoksnio storio
kapiliarinés analitinés kolonélés. Literaturoje rastuose LC metoduose pateikiamos kolonélés
skirtingos, todél pasirinkta instrumento gamintojo rekomenduota kolonélé — nepoliné C18,
atvirksciy faziy, 150 mm ilgio; 4,6 mm vidinio skermens ir 2,1 um pory dydzio analitiné kolonélé.

Nenorint per daug apkrauti ir net uztersti kolonélés jpurSskiamo j ja méginio taris GC analizéje
dazniausiai bina 1 pl, todél toks méginio tiris pasirinktas ir mano darbe. Jpur§kiamo méginio
srauto pasiskirstymo prieS kolonéle (angl. Split) santykis buvo parinktas eksperimentiskai.
Pasirinktas LC jleidimo taris — 10 pl, toks taris nurodytas beveik visuose pateiktuose
fitokanabinoidy analizés metoduose, todél toliau nebuvo kei¢iamas. LC mobilios fazés sudétis ir
mobilios fazés gradientiné programa rekomenduoti instrumento gamintojo. Visos krosneliy
temperatiirinés programos, inZektoriaus, detektoriaus temperatiiros, moduliacijos periodas
optimizuoti eksperimentiskai.

3.2 Fitokanabinoidy analizés metodo validacija su iSmaniosios dujy chromatografijos ir
skriejimo laiko masiy spektrometrijos detektoriumi sistema

Analizei naudota GC x GC-TOF/MS yra apriipinta ] méginio virSerdve issiskyrusiy junginiy
analizés riedais, todél ja galima isskirstyti, identifikuoti ir kokybiskai nustatyti ne tik tirpale
esancius lakiuosius junginius (skystame méginyje) bet ir jo virSerdvéje. Sistemoje naudojama viena
i§ efektyviausiy ir papras¢iausiy masiy spektrometrijos formy. Sios sistemos veikimo principas yra
paremtas atskirty kolonélé¢je miSinio komponenty jonizavimu ir skriejimo laiko detektoriuje
iSmatavimu. Daleliy judéjimo greitis ir tuo paciu skriejimo laikas priklauso nuo masés ir kriivio
santykio (m/Q) — didesnés masés to paties kriivio jonai judés lé¢iau nei to paties kriivio mazesnés
masés jonai. Tuo tarpu lyginant tos pacios masés jonus, greiciau judés didesnj kriivj turincios
dalelés [81, 82]. Zinant jony skriejimo nuo jonizacijos Saltinio iki detektoriaus laikg, jy masés ir
krivio santykj, eksperimento parametrus ir naudojantis masiy spektry duomeny bibliotekomis
galima identifikuoti beveik visus misinio komponentus [83].
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Eksperimentiskai isbandZzius jvairius GC x GC-TOF/Ms sistemos termostato ir méginio jpursSkimo
parametrus, buvo optimizuotas metodas, kuris i§ visy iSbandyty metody pasizyméjo geriausiu
fitokanabinoidy skirstymu. Pirmosios kolonélés termostato temperatiiriné programa: nuo 50 °C iki
200 °C, temperatura keliama 12,5 °C/min grei¢iu, tada 4 °C/min grei¢iu temperatiira keliama iki 280
°C temperatiiros, §i temperatira laikoma pastovia 7,5 min. Antrosios kolonélés termostato
temperatiiriné programa: nuo 55 °C iki 205 °C, temperatiira keliama 12,5 °C/min greiciu, tada 4
°C/min grei¢iu keliama iki 285 °C, $i temperatiira laikoma pastovia 7,5 min; inzektoriaus
temperatiriné programa: nuo 120 °C iki 270 °C temperatiira keliama 10 °C/min greiciu, $i
temperatiira sulaikoma 5 min; jpurskiamo méginio kiekis — 1 pl, jpurskimas atliekamas be srauto
pasiskirstymo pries kolon¢le (angl. Splitless), norint aptikti mazesnes junginiy koncentracijas.

Kadangi riigsciy derivatizacija prie$ analize nebuvo atlikta, Siuo budu galima nustatyti tik neutralios
formos fitokanabinoidus: CBD, CBC, CBN, CBG ir CBDV. Pastebéta, kad su GC x GC-TOF/MS
sistema nepavyksta atskirti kanabinoidy CBD ir CBC. To priezastis galéty biti labai artimas
junginiy giminingumas ir vienoda junginiy molekuliné masé — 314,464 g/mol. Dél smailiy
persidengimo metodas buvo validuotas keturiems kanabinoidams CBD, CBG, CBN ir CBDV Kartu,
0 CBC validacijos parametrai nustatyti atskirai. Kadangi pluoSinése kanapése CBD visada
aptinkamas didziausiais kiekiais, o CBC labai mazais arba daznai i§ vis neaptinkamas, $is
fitokanabinoidas neturéty trukdyti tiksliam CBD nustatymui. Taciau kadangi kiekviena smailé
chromatogramoje neatitinka individualios misinio analités, Sis metodas néra specifiskas visiems
norimiems fitokanabinoidams, o geresnio fitokanabinoidy atskyrimo viendimensine GC analize
pasiekti nepavyko. Toks CBD ir CBC smailiy persidengimas buvo pateikiamas ir literattros
Saltiniuose [97].

CBDV, CBD, CBC, CBG ir CBN 0,05 mg/ml koncentracijos miSinio chromatogramos fragmentas
pateiktas 24 pav. Fitokanabinoidy eliucijos laikai atitinkamai yra - 1492,9 s; 1713,8 s ;1717,6 s;
1875,6 s; 1879,6 s.
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24 pav. 0,05 mg/ml CBDV, CBD, CBC, CBG ir CBN misinio, GC x GC-TOF/Ms chromatogramos
fragmentas
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Taip pat buvo jvertintas metodo preciziSkumas t.y. nustatytos metodo pakartojamumo ir tarpinio
preciziskumo smailés plotui vertés, kurios isreikStos SSN% (zr. 8 lentelé). Pakartojamumo vertés
yra gana stipriai varijuojancios tarp fitokanabinoidy nuo 1,29 % iki 7,91 %. Nustatyta, kad geriausiu
pakartojamumu pasizymi CBC, o prasCiausiu — CBG. Tarpinio preciziskumo rezultaty variacijos
tarp fitokanabinoidy yra Siek tiek mazesnés, nuo 5,16 % iki 8,90 %. Beveik visy fitokanabinoidy,
iSskyrus CBG, pakartojamumo vertés nevirSija nustatyty 5 % ribos, ta¢iau visy fitokanabinoidy
tarpinio preciziskumo vertés virSija 5 %. Toks rezultaty glaudumas yra laikomas nepriimtinu,
kadangi visy fitokanabinoidy tiek pakartojamumo, tiek tarpinio preciziskumo vertés Kiekybinei
analizei turéty biiti nedaugiau, kaip 5 %.

Vertinant LOD ir LOQ reik§mes, Zemiausios koncentracijos Siame metode buvo nustatytos CBD:
LOD - 5,00 pg/ml, LOQ — 15,15 pg/ml, o auks¢iausios CBN: LOD — 8,15 pg/ml, LOQ — 24,69
pg/ml (Zr. 8 lentelé). Taip pat buvo sudarytos visy fitokanabinoidy CBD, CBG, CBN, CBC ir
CBDV Kkalibracinés kreivés, apskaiciuotos tiesés lygtys ir determinacijos koeficientai R?, kurie yra
aukstesni uz 0,99. CBG determinacijos koeficiento R? verté auks¢iausia — 0,998414, o zemiausia
CBN - 0,994168. Taigi, tokie rezultatai patvirtina $io metodo tiesiSkuma (zr. 25 ir 26 pav).
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25 pav. Kanabinoidy CBD, CBG, CBC, CBN Kkalibracinés kreivés, x asyje — koncentracija mg/ml, y asyje —
detektoriaus atsakas.
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CBDV kalibracin¢ kreive
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26 pav. CBDV kalibraciné kreivé, x asyje — koncentracija mg/ml, y asyje — detektoriaus atsakas.

Visi GC x GC-TOF/MS metodo validacijos rezultatai pateikti 8 lenteléje.

8 lentelé. GC x GC-TOF/MS validacijos rezultatai

CBD CBG CBC CBN CBDV
Sulaikymo 1713,8 1875,6 1717,6 1879,6 1492,9
trukme, S
LOD, 5,00 5,52 7,29 8,15 6,62
pg/ml
LOQ, 15,15 16,72 22,09 24,69 20,06
pg/mi
Pakartoja- 4,53 7,91 1,29 3,92 3,01
mumas, proc.
Tarpinis pre- 5,40 8,90 7,22 5,16 5,41
ciziskumas,
proc.
Kalibracinés 0,0125-0,1 0,0125-0,1 0,0125-0,1 0,0125-0,1 0,0125-0,1
kreives
intervalas,
mg/ml
Kalibracinés |y = y= y= y= y=
kreivés lygtis | 2057970755,95x | 2182871666.39x | 3070690403.55x | 2409989938.78x | 2375010394.71x

—15639128,43 - 16136691.81 - 23145897.19 - 15775242.13 - 18093511.22
R? 0,996126 0,998414 0,996806 0,994168 0.997370
Kadangi norimo atskyrimo viendimensiniu metodu nepavyko pasiekti, buvo pasitelkta

dvidimenciné (2D) GC x GC-TOF/MS. Dazniausiai 2D chromatografija yra naudojama labai
kompleksiskiems arba norint atskirti giminingy struktiry junginiy
persidengianc¢ias miSinio komponenty smailes. GC x GC-TOF/MS yra naudojamos dvi kolonélés,

miSiniams analizuoti
abi jos dazniausiai yra skirtingos prigimties, pvz.: nepoliné ir poliné, ir skirtingy ilgiy — antroji
kolonélé yra trumpesné. Tokiam atskyrimui yra naudojama terminé moduliacija — tai procesas,
kurio metu skystas azotas yra naudojamas i§ pirmosios dimensijos kolonélés iSeinan¢iy miSinio
komponenty imobilizavimui. Po tam tikro nustatyto laiko, Silumos srové vél pavercia daleles
mobiliomis. Tuo metu, kai dalelés vél tampa mobiliomis, jos patenka i antrosios dimensijos
koloné¢le. Laikas, kurio metu dalelés yra imobilizuotos, t.y. kol i§ pirmosios dimensijos kolon¢lés
patenka ] antrosios dimensijos kolonéle, vadinamas moduliacijos periodu [79].
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Norint nustatyti optimaliausiag moduliacijos perioda fitokanabinoidy atskyrimui buvo iSbandyti
keturi periodai: 5s,10s,15sir 20 s. Esant 5s, 10 s ir 15 s periodams, CBD ir CBC smailes atskirti
pavyko, taciau kaip paSalinis efektas buvo pastebétas kity fitokanabinoidy smailiy iSsiskaldymas.
Toks poveikis kompikuoja analize, todél siekama, kad smailiy iSsiskaldymas buty kiek jmanoma
mazesnis. Nustatyta, kad optimaliausias moduliacijos periodas yra 15 s, todél kad esant Siam
periodui nustatytas maziausias kity smailiy i$siskaldymas, taciau taip pat pasiekiamas CBC ir CBD
atskyrimas (zr. 27 pav.). Trimatis chromatogramos vaizdas pateiktas 28 pav.
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27 pav. 0,05 mg/ml CBDV, CBD, CBC, CBG ir CBN GC x GC-TOF/Ms chromatogramos fragmentas, kai
moduliacijos periodas — 15 s
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28 pav. 0,05 mg/ml CBDV, CBD, CBC, CBG ir CBN GC x GC-TOF/Ms trimacio vaizdo chromatogramos
fragmentas, kai moduliacijos periodas — 15 s
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Ilginant moduliacijos perioda iki 20 s, chromatogramoje vél stebimas CBD ir CBC smailiy
persidengimas (zr. 29 pav.).
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29 pav. 0,05 mg/ml CBDV, CBD, CBC, CBG ir CBN GC x GC-TOF/Ms chromatogramos fragmentas, kai
moduliacijos periodas — 20 s

Taciau dvidimensiniam metodui validacija néra atlikta, todél juo galima tik identifikuoti ar CBC yra
tirlamajame meéginyje ir jvertinti jo reikSmingumg analizei pagal smailés intensyvuma.

3.2 Fitokanabinoidy analizés metodo validacija dujy chromatografijos su liepsnos jonizacijos
detektoriumi sistema

GC-FID - tai sistema, skirta nustatyti lakiems nesuoksidintos anglies turintiems junginiams, kurie
sudega detektoriuje esancioje liepsnoje, sudarydami jonus. GC-FID yra jautri sistema, kuria galima
tiksliai nustatyti labai mazg organiniy junginiy kiekj, ta¢iau taip pat turinti ir keletg trikumy: $iuo
detektoriumi galima nustatyti analités buvimg méginyje, taciau, skirtingai nei Ms detektorius, FID
neturi duomeny bibliotekos, todél anali¢iy negalime identifikuoti, jei nezinome tikslaus jy eliucijos
laiko. FID nevisada gali identifikuoti neorganinius lakius junginius, o analizuojant halogenintus
angliavandenilius gaunamas prastas detektoriaus atsakas [85].

GC-FID metodo analizé buvo atlikta naudojantis 5 % difenilo ir 95 % dimetilpolisiloksano lydyto
silicio stacionarios fazés Kkapiliarine kolonéle. Detektoriaus temperatira — 300 °C. Bandinio
jleidimo srauto paskirstymas (angl. Split) — 1/10. [leidziamo bandinio tiris — 1 pl. Inzektoriaus
temperatira — 260 °C. Termostato temperatiiriné programa: nuo 50 °C keliant temperatiirag 12
°C/min grei¢iu iki 200 °C, toliau nuo 200°C temperatira keliama 4°C/min greiciu iki 280°C, $i
temperatira laikoma pastovia 7,5 min.

GC-FID metodo analizé buvo atlikta keturiems fitokanabinoidams: CBD, CBG, CBDV ir CBN.
Analizuojant individualy CBC analitinj standartg pastebéta, kad chromatogramoje gaunamos kelios
smailés vietoje vienos. D¢l Sios priezasties, buty sunku atlikti CBC tikslig kiekybing analize. Taigi,
Sis metodas néra specifiSkas CBC, kadangi detektoriaus atsakas Siam junginiui néra individuali
smailé.
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CBD, CBG, CBN ir CBDV 0,05 mg/ml koncentracijos misinio chromatograma pateikta 30 pav.
CBDV smail¢ matome ties 20,50 min, CBD ties 23,77 min, CBG sulaikymo trukmé 26,41 min, o
CBN - 26,66 min.
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30 pav. CBD, CBG, CBN ir CBDV 0,05 mg/ml koncentracijos misinio chromatograma su GC-FID sistema.

Ivertinus GC-FID metodo preciziskuma, nustatyta, kad visos pakartojamumo ir tarpinio
preciziSkumo SSN% vertés nevirsija 5 %. Lyginant su virSuje aptartu GC x GC-TOF/MS metodu,
veréiy variacijos tarp fitokanabinoidy yra daug mazesnés. Pakartojamumo vertés yra intervale nuo
0,94 % iki 2,44 %. Tarpinio preciziSkumo vertés yra intervale nuo 2,15 % iki 4,07 %.
Maziausiomis SNN% vertémis pasizyméjo CBN, o didziausiomis CBD.

Lyginant LOD ir LOQ vertes, Zemiausios ribos nustatytos CBN, atitinkamai LOD — 1,71 pg/ml,
LOQ - 5,19 pg/ml, aukséiausios CBG — 2,71 pg/ml ir 8,20 pg/ml. CBDV ribos 1,93 pg/ml ir 5,85
pg/ml, o CBD 2,36 pg/ml ir 7,16 pg/ml. Sudarytos visy fitokanabinoidy kalibracinés kreivés ir
apskaiGiuotos tiesés lygtys ir R?, kurie visais atvéjais yra aukstesni uz 0,99. CBN determinacijos
koeficientas R? auks¢iausias — 0,999604, o zemiausias CBD — 0,999142. Taigi, tokie rezultatai
patvirtina $io metodo tiesiSkumg (zr. 31 ir 32 pav.).
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31 pav. CBD ir CBG kalibracinés kreivés, x asyje — koncentracija mg/ml, y aSyje — detektoriaus atsakas.
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CBN Kkalibraciné kreivé CBDV Kkalibraciné kreive
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32 pav. CBN, CBDV Kkalibracinés kreivés, x asyje — koncentracija mg/ml, y aSyje — detektoriaus atsakas.
Visi GC-FID metodo analizés rezultatai pateikti 9 lenteléje.

9 lentelé. GC-FID validacijos rezultatai

CBD CBG CBN CBDV
Sulaikymo trukmeé, 23,77 26,41 26,66 20,34
min
LOD, pg/ml 2,36 2,71 1,71 1,93
LOQ, pg/ml 7,16 8,20 5,19 5,85
Pakartojamumas, 2,89 1,85 0,94 1,89
proc.
Tarpinis 3,42 3,60 4,07 2,15
precizi§kumas, proc.
Kalibracinés kreivés 0,005-0,1 0,025-0,1 0,005-0,1 0,005-0,1
intervalas, mg/ml
Kalibracinés kreivés y = 761150x - y =619411x - y = 748867 — y = 877115.34x
lygtis 3111 12059 2001,5 — 852,05
R? 0,998264 0,999418 0,999604 0,999524

Lyginant gautus rezultatus su GC x GC-TOF/Ms metodo validacijos rezultatais, nustatyta kad GC-
FID metodas pasizymi geresniu preciziSkumu, kadangi visos vertés nevirSijo nustatyty riby, taip pat
gerokai zemesnés ir LOD ir LOQ vertés, o tai reiSkia, kad GC-FID metodu galima identifikuoti ir
kiekybiskai nustatyti maZesnes fitokanabinoidy koncentracijas.

3.3 Fitokanabinoidy analizés metodo validacija efektyviosios skys¢iy chromatografijos su
diody matricos detektoriumi sistema

HPLC-DAD - tai universali sistema tinkama didelés molekulinés masés ir/ar nelakiems junginiams
analizuoti. Judri fazé ¢ia yra skysta, todél nereikalingos aukstos temperatiiros méginio iSgarinimui.
DAD analizei yra tinkamas tuomet kai analiCiy strukttirose yra Ziedy arba dvigubyjy jungciy, kurie
absorbuoja UV/Vis spinduliuote. Taigi, tai ganétinai paprasta sistema, tafiau tinkama
fitokanabinoidy analizei, dél fitokanabinoidy cheminés struktiiros. Si sistema suteikia galimybe
analizuoti fitokanabinoidus riigstinése formose be derivatizacijos.

Chromatografinis fitokanabinoidy atskyrimas pasiektas su NexLeaf CBX CI18 atvirksciy faziy
analitine (150 mm ilgio x 4,6 mm vidinio skersmens x 2,1 um pory dydzio) kolonéle. Mobili fazé
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sudaryta i$ tipiklio A — 0,085% ortofosforo riigsties vandenyje ir tirpiklio B — 0,085% ortofosforo
ragsties acetonitrile. Mobilios fazés gradientiné programa: nuo 0O min iki 3 min, tirpiklio A
koncentracija — 30 %, B — 70 %, nuo 3 min iki 7 min, A koncentracija mazinama iki 15 %, o B
didinama iki 85 %, nuo 7 min iki 7,01 min A koncentracija mazinama iki 5 %, o B didinama iki 95
%, intervale nuo 7,01 min iki 8 min mobilios fazés gradientas islaikomas pastovus, A —5 %, 0 B —
95 %, nuo 8 min iki 8,01 min gradientiné programa sugrazinama j prading buisena, A koncentracija
didinama iki 30 %, o B mazinama iki 70 %. Intervale nuo 8,01 min iki 10 min $is koncentracijy
gradientas iSlaikomas pastovus iki analizés pabaigos. [leidziamo méginio tiris — 10 pl.
Chromatograma uzfiksuota 220 nm bangos ilgyje.

CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, CBN ir CBC 0,05 mg/ml koncentracijos miSinio
chromatograma pateikta 33 pav. Junginiy sulaikymo trukmés atitinkamai yra — 2,61 min; 3,47 min;
3,96 min; 3,96 min; 4,12 min; 5,71 min; 7,41 min. Taigi, vertinant Sio metodo specifiskuma,
kiekvienas fitokanabinoidas misinyje, chromatogramoje atitinka individualia smaile. Nors
fitokanabinoidy CBG ir CBD smailés yra labai arti, taciau toks smailiy atskyrimas dar laikomas
pakankamu. Lyginant su aprasytais dujy chromatografijos metodais, Sis metodas pasizymi geriausiu
specifiSkumu.

mV
z Detector A 220nm
]
300~
] =~ <
Q o < e
g 5§ g
E O
200 ag
100
0 i e A { {J ——.
T T T ' I ' ' ‘ ' 1 ' ' ' ' 1 ' ' ' '
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min

33 pav. CBDV, CBDA, CBGA, CBG, CBD, CBN ir CBC 0,05 mg/ml koncentracijos mi§inio
chromatograma su HPLC-DAD sistema

Ivertinus metodo preciziskuma, fitokanabinoidy pakartojamumo reik§més yra labai mazos ir
varijuoja siaurame intervale nuo 0,06 % iki 0,17 %, maziausia reik§mé — CBDV, didziausios — CBD
ir CBG. Tarpinio preciziskumo vertés tarp fitokanabinoidy taip pat varijuoja siaurame intervale nuo
0,93 % iki 1,30 %. Toks rezultaty glaudumas yra laikomas priimtinu ir lyginant su virSuje
apraSytais metodais §ios varijacijos yra maZziausios, taigi galima daryti prielaida, kad analizuojant
méginius Siuo metodu, rezultatai turéty biiti labiau patikimi.

Apskai¢iuotos HPLC-DAD metodo LOD reik8més varijuoja 1,36-2,96 pg/ml koncentracijy
intervale, LOQ reikimés varijuoja 4,13-8,96 pg/ml intervale. Zemiausios vertés — CBC, 0
auksciausios — CBDV. Sudarytos visy fitokanabinoidy kalibracinés kreivés, apskaiciuotos tiesés
lygtys ir R?, kurie visais atvéjais yra aukstesni uz 0,99. Taip pat $ios vertés yra auksciausios i§ visy
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trijy metody, jos yra intervale nuo 0,999929 iki 0,999990, zemiausia verté — CBGA, o auksciausia

— CBD. Tokie rezultatai patvirtina HPLC-DAD metodo tiesiSkuma (zr. 34 ir 35 pav).
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34 pav. CBC, CBN, CBD, CBG, CBGA ir CBDA kalibracinés kreivés; x asyje — koncentracija, mg/ml; y

aSyje - detektoriaus atsakas.
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CBDV kalibraciné kreivé

3000000
2500000 s"{
2000000
1500000 Isc”'
1000000 i
500000

o oF

0 002 004 006 008 01 012

35 pav. CBDV Kkalibracinés kreivés; x asyje — koncentracija, mg/ml; y asyje - detektoriaus atsakas.

Visi HPLC-DAD metodo validacijos rezultatai pateikti 10 lenteléje.

10 lentelé. HPLC-DAD validacijos rezultatai

CBD CBG CBC CBN CBDV CBDA CBGA

Sulaikymo 4,12 3,96 7,41 5,71 2,61 3,47 3,96
trukme,
Min
LOD, pg/ml 2,33 1,95 1,36 1,43 2,96 1,57 2,25
LOQ, pg/mi 7,05 5,91 4,13 4,32 8,96 4,76 6,80
Pakartoja- 0,17 0,17 0,10 0,08 0,06 0,08 0,09
mumas,
proc.
Tarpinis 1,30 1,27 1,10 1,13 0,93 1,21 1,16
precizis-
kumas, proc.
Kalibracinés | 0,001 - 0,001- | 0,0005- | 0,0005- | 0,0005- | 0,0005- 0,001 -
kreivés 01 0,1 0,1 0,1 01 01 01
intervalas,
mg/ml
Kalibracinés y= y= y= y= = y= y=
kreivés 24787054,6 | 24669978,3 | 22808961, | 42464630,6 | 26637699,3 | 27760948,1 | 27802604,2
lygtis 5X — 3X — 60X — 9X — 2X — X — 8X —

2272,05 2637,27 5973,08 13523,72 6704,98 10330,52 9778,11
R? 0,999990 0.999980 0,999975 | 0,999952 0,999971 0,999948 0,999929

3.4 Kokybiné ir kiekybiné Cannabis Sativa L. ekstrakty analizé

Nustacius visy trijy metody validacijos parametry vertes, toliau optimizuoti metodai buvo pritaikyti
i§ C. sativa zaliavos SFE-CO; budu gauty ekstrakty analizei. Buvo analizuojami trys nezZinomos
sudeéties ekstrakty prototipai, kuruos pagamino ir perdave tyrimams UAB Borela.

Pirmajame C. sativa ekstrakte identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti fitokanabinoidai CBD, CBG,
CBN ir CBDV (Zr. 36 pav.). Kaip ir nurodyta literatiiros Saltiniuose, daugumoje Siuo metu
sertifikuotose pluostiniy kanapiy veisliy ekstraktuose vyrauja CBD. Analizuojant trimis metodais
gauta, kad sio fitokanabinoido kiekis 1 mg ekstrakto yra 338,33 + 2,52 ug; 327,33 £ 10,12 ug ir
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0,367 + 2,89 pg. HPLC-DAD ir GC-TOF/Ms vertés yra gana artimos, jvertinus statistiSkai,
nustatyta, kad Sios reikSmés statistiSkai nesiskiria. Taciau analizuojant GC-FID metodu, Sio
junginio kiekis buvo didesnis, o statistinis vertinimas parodé¢, kad Sis skirtumas yra reikSmingas.
Taciau jvertinant tai, kad kiekvienoje metodikoje buvo naudojami skirtingi detektoriai, kuriy
jautrumas fitokanabinoidams gali skirtis, ir kolonélés, kuriy stacionarios fazés taip pat yra
skirtingos, tokie skirtumai kiekybiniame nustatyme yra galimi. Taip pat svarbu paminéti, kad jei
ekstraktuose yra rugs¢iy GC analizés metu jos dekarboksilinasi. CBG pavyko identifikuoti tik su
HPLC-DAD, jo nustatyta labai nedaug — 5,72 £ 0,016 pg. Kitais metodais dél mazo kiekio, Sio
fitokanabinoido aptikti nepavyko. Fitokanabinoidai CBN ir CBDV buvo aptikti visais trimis
metodais. CBN kiekiai gana artimi: 14,50 = 0,10 pg; 11,53 + 1,10 pg ir 12,27 =+ 0,21 pg. CBDV
Kiekiai tarp metody varijuoja stipriau — 6,89 + 0,22 ug; 9,10 £ 0,10 pug ir 4,40 £ 0,17 pg, taciau visi
Sie kiekiai yra mazesni uz visy metody LOQ vertes Siam fitokanabinoidui, todél galima teigti, kad
zemiau $iy riby fitokanabinoidy kiekiy nustatymas yra netikslus ir varijacijos tarp metody gali bati
didesnés. Siame ekstrakte neaptikta fitokanabinoidy rigstinése formose, todél galima daryti
prielaida, kad ekstraktas pasengs, buvo laikomas netinkamomis s3alygomis arba Siam ekstraktui
buvo atliktas dekarboksilinimo procesas.

I-o0jo C. sativa ekstrakto fitokanabinoidy sudétis
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36 pav. Pirmojo ekstrakto fitokanabinoidy sudéties diagrama

a-C — mazosios raidés prie Kiekvienos vertés reiskia, kad tomis paciomis raidémis pazymétos individualaus junginio reiksmés pagal
FiSerio LSD testa (P<0,05) statistiSkai nesiskiria.

Antrajame ekstrakte identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti fitokanabinoidai CBD, CBG, CBN,
CBDV, CBC ir CBGA (zr. 37 pav.). CBD kiekis didziausias i$ visy fitokanabinoidy, taciau Siuo
atvéju variacijos tarp metody yra Siek tiek didesnés. Nustatyta, kad Sie skirtumai yra reikSmingi
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statistiskai. CBD kiekiai 1 mg ekstrakto yra 199,33 + 1,15 ug; 176,33 £ 6,81 pg ir 237,33 * 4,62
Hg. Siame ekstrakte antrasis pagal gausuma fitokanabinoidas yra CBDV, kurio nustatyti kiekiai yra
25,17 + 0,15 ug; 27,47 + 2,34 ug ir 21,90 + 0,82 pg . Siuo atvéju Siam fitokanabinoidui variacijos
tarp metody yra mazesnés nei aukS¢iau minétame ekstrakte, kadangi jo Kiekis didesnis uz
apskaiciuotas kiekvieno metodo LOQ ribas. Nustatyta, kad tarp rezultaty, gauty HPLC-DAD ir GC
x GC-TOF/MS statistinio reikSmingumo néra, taciau po GC-FID analizés gautas didesnis Sio
fitokanabinoido kiekis ir Sis skirtumas yra statistiSkai reikSmingas. Galima teigti, kad didéjant
junginio koncentracijai, kiekybinis nustatymas yra tikslesnis. CBN aptiktas visais trimis metodais,
jo kiekiai nors ir labai mazi, ta¢iau gana panasis — 6,78 £ 0,02 pg; 7,23 £ 0,25 pg ir 5,39 + 0,26
Hg. CBG, CBGA ir CBC buvo identifikuoti tik su HPLC-DAD ir labai mazais kiekiais. CBGA yra
ragstis, todél ja identifikuoti galime tik su skysCiy chromatografija. GC-FID metodas buvo
nevaliduotas CBC, o jo nustatytas kiekis su HPLC-DAD yra mazesnis nei GC-TOF/Ms metodo
LOD. Todél §iuos fitokanabinoidus pavyko aptikti tik su HPLC-DAD sistema. Siame ekstrakte
aptikta tik CBGA, kurios kiekis labai mazas, todél taip pat galima daryti prielaida, kad ekstraktas
buvo laikomas netinkamomis sglygomis, pasengs arba jam atliktas dekarboksilinimo procesas.

I1-ojo C. sativa ekstrakto fitokanabinoidy sudétis
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37 pav. Antrojo ekstrakto fitokanabinoidy sudéties diagrama

a-C — mazosios raidés prie kiekvienos vertés reiskia, kad tomis paciomis raidémis pazymétos individualaus junginio reiksmés pagal
FiSerio LSD testa (P<0,05) statisti§kai nesiskiria.

TreCiajame ekstrakte identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti fitokanabinoidai CBD, CBDA, CBN,
CBDV ir CBC (zr. 38 pav.). Skys¢iy chromatografijos pagalba nustatyta, kad Siame ekstrakte yra
CBDA, kurios kiekis — 90,72 + 0,04 pg. Taciau kadangi dujy chromatografinés analizés metu
jvyksta Sios rtigsties dekarboksilinimas, todél ja galime nustatyti tik suminj CBD kiek;j ekstrakte.
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Vykstant CBDA dekarboksilinimui ir atskylant CO, molekulei, Sios riigSties masé sumazéja 44
atominiais masés vienetais. Remiantis Siomis ziniomis, pagal formulg apskaiciuotas suminis CBD
kiekis HPLC-DAD yra 212,99 pg. Suminis CBD Kkiekis nustatytas dujy chromatografijos metodais
yra 189,67 + 4,04 pg ir 229,67 + 11,50 pg . Taigi, CBD kiekio varijacijos tarp metody néra itin
didelés, taciau vis délto jos yra statistiskai reik§mingos. Visais trimis metodais identifikuoti CBN ir
CBDV fitokanabinoidai, kuriy kiekiai ekstrakte mazi. CBC nustatytas tik su HPLC-DAD sistema, 0
apskaiciuotas jo kiekies 13,56 + 0,02 ug 1 mg ekstrakto. Kadangi ekstrakte aptiktas nemazas CBDA
kiekis, galima daryti prielaida, kad Sis ekstraktas, priesingai nei auks¢iau aptarti ekstraktai, nebuvo
pilnai dekarboksilintas.
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37 pav. Treciojo ekstrakto fitokanabinoidy sudéties diagrama

a-C — mazosios raidés prie kiekvienos vertés reiskia, kad tomis paciomis raidémis pazymétos individualaus junginio reiksmés pagal
FiSerio LSD testa (P<0,05) statistiSkai nesiskiria.

Atlikus C. sativa ekstrakty kokybing ir kiekybing analize, pastebéta, kad apskaiciuoti
fitokanabinoidy kiekiai varijuoja tarp metody. Sios variacijos gali atsirasti dél keliy priezasciy.
Labiausiai tikétina, kad kiekybinio nustatymo skirtumai atsirado dél naudojamos jrangos ypatumy.
Visuose metoduose naudojamos kolonélés su skirtingomis stacionariomis fazémis. Fitokanabinoidai
gali biti labiau giminingi vienoms stacionarioms fazéms negu kitoms, taigi nuo vienos stacionarios
fazés gali buti sunkiau paSalinami negu nuo kitos. Dalis jy gali uzsilikti kolonélése. Taip pat
analizei buvo naudojami trys skirtingi detektoriai, kuriy jautrumas fitokanabinoidams irgi gali buti
skirtingas. Taciau lyginant apskaiCiuotus junginiy kiekius, skirtumai tarp jy néra labai dideli.
Didesnése koncentracijose varijacijos tarp kiekiy yra mazesnés negu mazesnése, taigi pagrindinius
fitokanabinoidus galima pakankamai tiksliai nustatyti visais trimis metodais.
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3.5 Chromatografiniy metody palyginimas
3.5.1 SpecifiSkumas

Lyginant visy trijy metody specifiskuma, HPLC-DAD metodas pasizyméjo geriausiu specifiSkumu
analizuotiems fitokanabinoidams, taip pat su Siuo metodu galime analizuoti daugiausiai
fitokanabinoidy, kadangi jis nekeicia (nedekarboksilina) natiiraliai pluostinése kanapése esanciy
rigsciy. Kiekviena smailé septyniy fitokanabinoidy (CBD, CBG, CBN, CBC, CBDV, CBDA ir
CBGA) misinio chromatogramoje atitiko individualy junginj. GC x GC-TOF/MS nepavyko atskirti
CBD ir CBC viendimensiniu metodu. Todél metodas buvo validuotas keturiems fitokanabinoidams
CBD, CBG, CBN ir CBDV misinyje kartu, o idividualaus CBC analitinio standarto validacija
atlikta atskirai. Siuos junginius pavyko atskirti tik pasinaudojus dvidimencine dujy chromatografija.
Taciau, kaip jau buvo minéta, tai komplikuoja analizg, kadangi misinio anali¢iy smailés iSsiskaldo.
Tokia analizé gali bati ne tokia tiksli. Ta¢iau S§is metodas nebuvo validuotas ir juo galime tik
identifikuoti ar CBC yra tiriamajame méginyje. GC-FID metodu pavyko gerai atskirti keturis
fitokanabinoidams: CBD, CBG, CBN ir CBDV. CBC analitinio standarto analizés metu,
chromatogramoje stebimos kelios smailés vietoje vienos, todél nuspresta, kad tiksliai kokybiskai
jvertinti § junginj biity sudétinga.

3.5.2 PreciziSkumas

Vertinant visy metody preciziSkumg, buvo apskaiciuotos pakartojamumo ir tarpinio preciziskumo
vertés. Maziausiomis SSN% vertémis pasizymejo HPLC-DAD metodas. Visy tos pacios dienos
méginiy pakartojamumo vertés varijuoja Siaurame intervale 0,06-0,17 %, 0 tarpinio preciziskumo
0,93-1,30 %. GC-FID smailés ploty pakartojamumo ir atkartojamumo variacijos koeficientai buvo
aukstesni, tacCiau rezultaty glaudumas laikomas priimtinu, kadangi nei viena reikSmé nevirsijo
nustatytos 5 % ribos. Maziausiu preciziSskumu pasizyméjo GC x GC-TOF/MS metodas. Nustatyta,
kad SSN% reiksmés tarp fitokanabinoidy varijuoja placiame intervale nuo 1,29 % iki 7,91 %, taip
pat visy fitokanabinoidy tarpinio preciziSkumo SNN% vertés virSijo 5 %. Toks rezultaty glaudumas
yra per mazas, todél kiekybiné analizé Siuo metodu gali biiti maziau tiksli.

3.5.3 TiesiSkumas

Visi trys metodai atitiko tiesiSkumo reikalavimus, t.y. galima gauti rezultatus, kurie yra tiesiogiali
proporcingi tiriamo junginio koncentracijai analizuojamame méginyje. Tai patvirtina visy metody
kalibraciniy kreiviy determinacijos koeficientai R?, kurie visais atvéjais yra aukstesni nei 0,99.
Lyginant metodus tarpusavyje, HPLC-DAD metodo R? reikmés yra labai aukstos, ty. R? vertés
nemazesnés kaip 0,9999. GC x GC-TOF/MS metodo R? yra Zemiausios.

3.5.4 Aptikimo ribos ir nustatymo ribos

Apskaic¢iavus visy trijy metody LOD ir LOQ vertes, galima teigti, kad Zemiausiomis ribomis
pasizyméjo HPLC-DAD metodas. Sio metodo LOD reikimés varijuoja 1,36-2,96 ug/ml
koncentracijy intervale, o LOQ pasiskirs¢iusios nuo 4,13 pg/ml iki 8,96 pg/ml. Sioms riboms
pakankamai artimos yra ir GC-FID metodo ribos: LOD vertés yra 1,71-2,71 pg/ml koncentracijy
intervale, 0 LOQ 5,19-8,20 pg/ml intervale. GC x GC-TOF/Ms ribos yra auks¢iausios i§ metody:
LOD pasiskirsto intervale nuo 5,00 pg/ml iki 8,15 pg/ml, o LOQ — intervale nuol15,15 pg/ml iki
24,69 pg/ml. Atlikta ekstrakty analizé patvirtina, apskaiCiuotus rezultatus, kadangi kaikuriuos

60



fitokanabinoidus pavyko identifikuoti tik su HPLC-DAD metodu, kuriame jy LOD ir LOQ
reikSmeés buvo zemiausios.
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ISvados

. Buvo sékmingai parinkti efektyviosios skys¢iy chromatografijos parametrai visy septyniy
tyrimams atrinkty fitokanabinoidy (kanabidiolio, kanabigerolio, kanabinolio, kanabichromeno,
kanabidivarinu, kanabigerolio riigsties ir kanabidiolio rugsties) kokybinei ir kiekybinei analizei.
Nustatyta, kad optimizuotomis issamiosios dujy chromatografijos su skriejimo laiko masiy
spektrometrijos detektoriumi sistema metodo salygomis, miSinyje galima identifikuoti ir
kiekybiskai nustatyti fitokanabinoidus: kanabidiolj, kanabigerolj, kanabinolj ir kanabidivaring.
Kanabichromenas gali bati atskirtas ir identifikuotas miSinyje tik dvidimensinés
chromatografinés analizés budu papildomai pries skirstymg antrojoje kolonéléje panaudojus
misinio eliuenty moduliatoriy taikant 15 s moduliacijos perioda.

. ISbandzius jvairius analizés dujy chromatografijos su liepsnos jonizacijos detektoriumi
parametrus, buvo parengtas analizés protokolas Keturiy pasirinkty fitokanabinoidy kanabidiolio,
kanabigerolio, kanabinolio ir kanabidivarino identifikavimui ir kiekybinei anaizei.

. Nustatyta, kad Zemiausiomis aptikimo ir nustatymo ribomis pasizyméjo efektyvioji skysciy
chromatografija: jy reikSmés atitinkamai yra 1,36-2,96 pg/ml ir 4,13-8,96 pg/ml intervaluose.
Analogiskos dujy chromatografijos su liepsnos jonizacijos detektoriumi metodo vertés buvo tik
nezenkliai didesnés - atitinkamai 1,71-2,71 pg/ml ir 5,19-8,20 pg/ml. ISmaniosios dujy
chromatografijos ribos yra auksé¢iausios i§ trijy metody: aptikimo ribos pasiskirs¢iusios 5,00—
8,15 pug/ml, o nustatymo ribos 15,15-24,69 pg/ml.

. Palyginus visy trijy metody specifiSkuma, preciziSkuma, tiesiSkumg, aptikimo ir nustatymo
ribas, nustatyta, kad geriausiomis validacijos parametry vertémis pasizyméjo efektyviosios
skysc¢iy chromatografijos metodas.

Pritaikius optimizuotus metodus Cannabis sativa L. superkrizinés ekstrakcijos anglies
dvideginiu budu gauty ekstrakty kokybinei ir kiekybinei analizei nustatyta, kad visuose
ekstraktuose kanabidiolio koncentracija buvo didZiausia (176,33-366,67 pg 1 mg ekstrakto).
Kity fitokanabinoidy - kanabinolio (4,57-14,50 ug), kanabidivarino (4,40-27,47 ug),
kanabigerolio (2,93-5,72 ug), kanabichromeno (6,91-13,56 ug), kanabigerolio ragsties (5,05
Hg) buvo daug maziau. Kanabichromenas, kanabigerolis, kanabigerolio ragstis ir kanabidiolio
rugstis aptikti tik efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu.
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