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Poznamka

Prevadzkové a pokusné podmienky st zreprodukované z povodnych zdrojovych
materidlov, vratane nepublikovanych postupov, validovanych a pouzitych vo vybranych
Statnych laboratdriach podl'a zoznamu pouZitej literatiiry. Rdzne alternativne podmienky
a nahradenie uvedenych komerénych produktov méze v mnohych pripadoch poskytnat
porovnatelné vysledky, ale akdkolvek modifikdcia musi byt pred zapracovanim do
rutinnych laboratérnych postupov validovana.
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1. Uvod

1.1 Vychodisko

Na rozdiel od inych rastlinnych drog, pri ktorych sa pestovanie a produkcia sustred'ujt
iba do zopar krajin, konope sa produkuje takmer vo vSetkych krajinach na celom svete
a konopné produkty su najrozsirenejSie paSované drogy. PaSovanim konope si
ovplyvnené v podstate vSetky krajiny sveta. V roku 2019 bolo hlasenych celosvetovo
5 000 ton zhabaného Kkonope (rastliny a Zivica). Konope nadalej zostava
najpouzivanejSou drogou vo svete s odhadovanym poctom 200 miliénov l'udi, ktori v
roku 2019 uzili konope, takmer 18 % narast v porovnani s uplynulou dekddou a
ekvivalent 4 % svetovej populacie vo veku od 15 azZ 64 rokov [1].

0d konca uplynulého storocia nastal rychly rozvoj v technikach pestovania konope a
met6dy produkcie sa stali sofistikovanejsie. Vyvoj legislativy v niektorych krajinach
viedol k zmenam v dynamike pestovania, produkcie a na trhoch s konope a
konopnymi produktmi. Tieto faktory vyustili v dostupnost Sirokého sortimentu
konope na ilegdlnych trhoch s rastiicimi hladinami tetrahydrokanabinolu (THC),
ktory sa tyka psychoaktivnych zloziek konope a pozostava z réznych izomérov a
stereochemickych variantov, ktoré st zahrnuté v medzindrodnych dohodach o
kontrole drog. Objavil sa tiez ndrast sortimentu produktov obsahujicich THC a
prostriedkov ich uzivania, vratane pozivatin, vapov a dabov a tiezZ narast dostupnosti
konopnych produktov obsahujicich hlavne kanabidiol (CBD), ale ktoré obsahuju aj
nizke hladiny THC [2].

V dosledku toho sa analyza konope a konopnych produktov pre laboratéria na
testovanie drog stala komplexnejSou, s potrebou identifikovat a casto kvantifikovat
nizke hladiny THC, diferencovat jeho izoméry a zvlast delta-9-THC (A°-THC) a delta-
8-THC (A%-THC) a identifikovat’ iné pritomné kanabinoidy. Toto predstavuje
rozmanité analytické vyzvy, ktoré si vyzaduju spolahlivé, reprodukovatelné a
citlivé analytické metddy a techniky. Okrem toho nedostatok dostupného
referenéného materialu o A°-THC, jeho izoméroch a inych kanabinoidoch je pre
forenzné laboratoria rastiicim problémom.
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1.2 Ucel a pouzivanie prirucky

Téato prirucka je jednou zo série podobnych publikdcii UNODC, zaoberajtcich sa
identifikdciou a analyzou roznych typov drog podliehajucich medzindrodnej
kontrole. Tieto priru¢ky sd vysledkom programu, ktory UNODC vyuZiva od zaciatku
80-tych rokov s cielom harmonizovat a vytvorit odporicané postupy analyzy pre
Statne forenzné laboratoéria na analyzu drog.

V roku 1987 UNODC pripravil prva prirucku Odporicané metody na testovanie konope
(ST/NAR/8), ktora bola revidovana v roku 2009. Tato prirucka je reviziou prirucky
UNODC Odporicané metody na identifikiciu a analyzu konope a konopnych produktov,
(ST/NAR/40), ktord bola pripravena ako odozva na sicasné vyzvy, ktorym celia Statne
laboratdria na testovanie drog.

V stlade s celkovym cielom tejto série publikicii UNODC, navrhuje tito prirucka
pristupy, ktoré mézu pomdct pracovnikom analyzujiicim drogy pri vybere vhodnych
postupov pre skdmand vzorku a rozsahu technoldgii a zdrojov, ktoré mézu mat v
laboratéridch k dispozicii, priCom ponechdva priestor na adapticiu podla trovne
vybavenosti roznych laboratérif a réznych pravnych potrieb.

Prirucka zahfna analytické metodolégie, pouZzitie roznych technik a praktickych rezimov
prevadzky. VacSina metdd uvedenych v tejto prirucke bola validovana a mnohé boli tiez
publikované vo vedeckej literatiire. Citatel' by mal mat' na zreteli, Ze st k dispozicii aj iné
publikované metddy, ktoré tiez mézu priniest prijatelné vysledky. Akykolvek novy
postup, ktory sa ma pouzit v laboratériu, vSak musi byt pred rutinnym pouzivanim
validovany a/alebo overeny.

Hoci existuje niekol'ko sofistikovanych pristupov, nemusia byt pre rutinné prevadzkové
uplatnenie potrebné. Preto by postupy, ktoré su tu popisané, mali byt chdpané ako
usmernenie; mierne upravy na prisposobenie sa miestnym okolnostiam by bezne
nemali zmenit validitu vysledkov. Vyber metodologie a pristup k analyze, ako aj
rozhodnutie, ¢i je potrebné pouzit dodato¢né postupy, spociva na analyzujicom
pracovnikovi a mézZe tiez zavisiet od dostupnosti primeraného vybavenia a drovne
pravnej akceptovatel'nosti dokazu v jurisdikcii kde analytik pracuje.

Pozornost treba upriamit aj na nesmierne doleziti dostupnost referencnych
materidlov pre analyzujtcich pracovnikov, literatiry o zneuzivani drog a technikach
analyzy. A Co viac, analyzujuci pracovnik musi byt neustale oboznameny s aktualnymi
trendmi v analyzovani drog, dosledne sledovat aktudlnu analytickii a forenznu
vedeckd literattru.

Laboratérna a vedecka sekcia UNODC vita pripomienky k obsahu a uzitocnosti
predkladanej prirucky. Pripomienky a navrhy mozete adresovat na:
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Laboratdrna a vedecka sluzba

Kancelaria Organizacie Spojenych narodov pre drogy a zlocin,
Medzinarodné centrum Viedeil

P.0.Box 500

1400 Vieden, Raktsko

Fax: (+43-1) 26060-5967

Email: lab-unodc@un.org

VSetky prirucky a tiez smernice a iné vedecko-technické publikicie si mozete
vyziadat na vysSie uvedenej adrese alebo ich ziskat' cez online pristup.






2. Produkcia konope, trh a
trendy

Pestovanie a produkcia konope ovplyviiuje vSetky regiény na celom svete a konopné
produkty sd stdle najrozSirenejSie pouZzivané drogy. Konope moZe rast v podstate v
Iubovolnej krajine a tieZ sa stale CastejSie pestuje v interiéri. Pocas uplynulej dekady
nahlasilo pestovanie konopnej rastliny UNODC 151 krajin, pricom niektoré krajiny hlasili
pestovanie v exteriéri aj interiéri. Exteriérové pestovanie konope je vo svete nadalej
rozsirenej$ie ako interiérové pestovanie, hoci jeho narast je podstatne vyssi. Castejsie
hlasené pestovanie konope v interiéri je problémom v krajinich Eurépy a Severnej
Ameriky, s hlavnym zameranim na dosiahnutie vysokého obsahu delta-9-THC [1]. Hoci
produkcia rastlinného konope (marihuana) je Siroko rozptylena po svete, konopna zivica
(hasis) sa produkuje hlavne v niektorych krajinach severnej Afriky, Stredného vychodu a
juhozapadnej Azie.

Okrem hlavnej transformacie pestovania konope v uplynulych rokoch sa aj trh s konope
diverzifikoval do takej miery, Ze teraz pozostava zo Sirokého sortimentu produktov s réznym
obsahom delta-9-THC a prostriedkami uZivania, i¢innostou a u¢inkami [1]. Konopna Zivica
predavana v Eurdpe ma teraz vysSiu ucinnost ako predtym, s obsahom delta-9-THC v
priemere medzi 20 aZ 28 %, o je takmer dvojnasobok rastlinného konope (8-13 %).
Konopné produkty dostupné v Eurdpe teraz zahffiaju aj tie s vysokym obsahom delta-9-THC
a tiez produkty obsahujice konopné vytazKy s nizkou hladinou delta-9-THC. Na nelegalnych
trhoch sa tiez objavili nové formy konope, o zvySuje obavy o zdravie. Objavuji sa aj spravy o
produkcii vysoko ucinnych vytazkov konope na malych plochach. Podrobnejsi a aktualnejsi
prehlad celosvetovej produkcie, paSovania a uZzivania konope ndjdete vo vyrofnych
Svetovych spravach o drogach, publikovanych Kancelariou Organizacie Spojenych Narodov
pre drogy a zlocin.






3. Vseobecny uvod

3.1 Nazov konopnej rastliny

Cannabis sativa L. (Linnaeus)

3.2 Definicie

Definicie konope a konopnych produktov uvedené v ¢lanku 1 Jednotného dohovoru
o omamnych latkach z roku 1961 v zneni Protokolu z roku 1972 [3] st uvedené
nizsie.

Clanok 1. Definicie

(b) "Konope" znamena kvitniice alebo rodiace vrsky rastliny konope (okrem semien
a listov, ak nie st pritomné na vr$koch), z ktorych nebola extrahovana Zivica, bez ohl'adu na
to, akym nazvom sa oznacuju.

(c) "Konopna rastlina" znamena akakol'vek rastlina z rodu Cannabis.

(d) "Konopna Zivica" znamena separovana Zivica, ¢i uz surova alebo precistena,
ziskana z konopnej rastliny.

"Konope a konopna Zivica a extrakty a tinktiry z konope" st zahrnuté v Prilohe I
Jednotného dohovoru o omamnych latkach z roku 1961 v zneni Protokolu z roku 1972

[3].

Chemické zliceniny konope, ktoré st uvedené v Dohovore o psychotropnych latkach z
roku 1971 st uvedené v Casti 4.

3.3 Synonyma

Existuje vela miestnych a poulicnych nazvov a synonym pouZzivanych pre konope a
uvadzat ich vsetky je mimo rozsah tejto prirucky. Patria sem nazvy ako napriklad
marihuana, pot, gandza, trava, chanvre [4]. Pojem "konope" sa tieZ vo vSeobecnosti
pouziva na opisanie roznych produktov ziskanych z konopnej rastliny [5].
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3.4 Taxonomia

Rody Cannabis a Humulus (chmel) patria do rovnakej rodiny Cannabaceae, ktora
tieZ zahffa iné rody [6], [7].

Bez ohl'adu na pretrvavajicu diskusiu o tom, ¢i je rod Cannabis zastdpeny jednym alebo
viacerymi druhmi, vo vSeobecnosti sa povazuje sa jednodruhovy (Cannabis stavia L.) a
zahfiia poddruhy, ako napriklad C. sativa poddruh sativa a C. sativa poddruh indica [6],
[8]. Medzi odrody, ktoré boli hlasené patria Cannabis sativa L. poddruh sativa var.
sativa; Cannabis sativa L. poddruh sativa var. spontanea Vavilov (= C. ruderalis,
Janishevsky); Cannabis sativa L. poddruh indica var. indica (Lam) Wehmer; Cannabis
sativa L. poddruh indica var. kafiristanica (Vavilov) [9], [10].

Chemické a morfologické rozdiely réznych poddruhov casto nie su volne rozliSitelné,
javia sa ako environmentalne modifikovatelné a neustale sa roznia. Stadie DNA [6], [8],
[11]-[14] vSak podporili ndhl'ad, Ze konope je monotypicky rod iba s jednym druhom,
Cannabis sativa L., a pre vacSinu ucelov postaci, ak budeme pouzivat tento nazov na
vSetky zaznamenané konopné rastliny [15].

3.5 Fyzicky vzhlad

Konope je jednoro¢nd kvitnica bylina. VicSina rastlin je dvojdoma (tzn. samcie a
samicie kvety sa nachddzajii na réznych rastlinich), hoci sa moézeme stretnit aj s
jednodomymi rastlinami (tzn. samdie aj samicie kvety na jednej rastline). Tyc¢inkové
(samdie) rastliny su obycajne vyssie a menej mohutné ako piestikové (samicie) rastliny.
Stonky st priame a ich vyska sa mdze pohybovat od 0,2 do 6 m. VacSina rastlin vSak
dosahuje vySku od 1 do 3 m. Rozsah vetvenia ako aj vySka rastliny zavisia od
prirodnych podmienok a dedi¢nych faktorov a tieZ od sposobu pestovania. Obrazok I
poskytuje prehlad morfologickych znakov rastliny Cannabis sativa L. (Linnaeus).
Podrobnosti o vlastnostiach rastliny st uvedené v ¢asti 5.3.

3.6 RozmnozZovanie a pestovanie

V prirode sa rastlina konope rozmnoZzuje zo semena a najlepSie sa jej dari v dobre
prekyprenych neutralnych az alkalickych hlinitych a ilovitych podach s dobrou kapacitou pre
udrzanie vlahy, ktoré nie su premokrievané. Po niekolko desatroci produkuju pokutni
pestovatelia konope typy rastlin na drogy a v ilegalnom obchode sa pontkaju a boli
pomenované stovky moznosti. Pestuje sa Siroky sortiment konope s réznymi vlastnostami,
¢o sa tyka morfologického a chemického zlozenia. Krizenie kmenov konope viedlo k
vypestovaniu tzv. "skunk" hybridu, ktory ma mat' 75 % z rodu sativa a 25 % z rodu indica.
Hovord sa, Ze tento kme je jeden z prvych, v ktorom sa spaja vysoky obsah THC rodu C.
sativa poddruh sativa s rychlym rastovym cyklom a vynosom rodu C. sativa poddruh indica.
Moderné, selektivne pestovatel'ské technoldgie rozmnozuju konopné rastliny klonovanim
alebo bezpohlavnou reprodukciou, kontrolou genetiky rastliny a profilu kanabinoidov.
Predmetom pestovania je THC a v poslednom case aj CBD, teda zvySenie alebo zniZenie ich
obsahu v rastlinach.



3. Vseobecny uvod

Obrazok I. Morfologické znaky Cannabis sativa L. [16]

A Okvetie samcej (tycinkovej) 7 Piestikovy kvet s viditelnym semennikom
rastliny (pozdizny prierez)

B Plodiaca samicia (piestikova) rastlina 8 Semeno (nazka*) s listefiom

1 Tyginkovy kvet 9 Semeno bez listena

2 Tycinka (prasnica a kratky filament) 10 Semeno (pohiad zo strany)

3 Tycinka 11 Semeno (stredovy prierez)

4 Zrka pelu 12 Semeno (pozdizny prierez)

5 Piestikovy kvet s listefiom 13 Semeno bez oplodia (o$upané)

6 Piestikovy kvet bez listena

* Semeno je v skuto€nosti ovocie, alebo odborne nazka. Obsahuje jedno semeno s tvrdou Supkou.
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3.6.1 Sinsemilla

Pojem sinsemilla (Spanielsky termin pre "bez semena") sa tyka skor techniky
pestovania a nie genetického kmetia. Konope s najvysSou troviiou THC sa sklada
vylucne z hlaviciek samicich kvetov ("pukov"), ktoré ostavaji neopelené po celd
zrelost' a ktoré v dosledku toho neobsahuji semend. Produkcia sinsemilly vyZaduje
identifikovanie samicich rastlin a zabezpecenie toho, Ze nebudu vystavené pel'u.

3.6.2 Klonovanie

Prvym a najzjavnejSim posilnenim produkcie sinsemilly bolo pouZivanie klonov.
Klonovanie jednoducho znamené rozmnoZovanie z UspeSnej "materskej" rastliny.
Odrezok sa zakoreni a presadi. Ide o geneticky duplikat matky a teda sa méZe pouZit
na vytvorenie dalSich odrezkov. Meter Stvorcovy materskych rastlin méZe
zabezpecit mnoZstvo klonov tyzdenne.

3.6.3 Umelo indukované hermafrodity

Hoci genetika nastavila rastlinu tak, aby bola saméia a samicia, environmentalne faktory,
vratane denného svetelného cyklu moZu zmenit pohlavie (hermafrodity). Prirodné
hermafrodity so sam¢imi aj samic¢imi ¢astami st obycajne sterilné, ale umelo indukované
hermafrodity moZu mat plne funkéné reprodukéné organy. "Feminizované" semeng,
ktoré predavaju mnohi komercni dodavatelia semien, je mozné ziskat z umelo
hermafrodizovanych samicich rastlin, ktorym chyba sam¢i chromozém alebo oSetrenim
semien horménmi ¢i tiosiranom striebornym. Je teda mozné dosiahnut’ aj produkciu iba
piestikovych (samicich) rastlin zo semena. "Feminizacia" semien pomaha zabezpec(it, Ze
sa zo semena vypestujui iba samicie rastliny. Eliminovanim rastu saméich konopnych
rastlin sa u¢inne dosahuju vyssie vynosy na Stvorcovy meter pestovatel'skej plochy.

3.6.4 Exteriérova produkcia

Hlavna celosvetova nelegdlna produkcia konope sa stale uskutoCiiuje v exteriéri a
tieto rastliny sa vo vSeobecnosti, ale nie nevyhnutne, pestuji zo semien. Vynos
konope pestovaného v exteriéri vyrazne zavisi od klimatickych a environmentalnych
podmienok. Exteriérova produkcia sinsemilly sa uskutociiuje identifikovanim a
zniCenim samcich rastlin pred opelenim alebo pomocou umelo indukovanych
hermafroditickych samicich rastlin (pozri cast 3.6.1 a 3.6.3).

3.6.5 Interiérova produkcia

Interiérova  produkcia sa obycajne Standardizuje pomocou kontrolovanych
environmentalnych podmienok ako su svetlo, teplota, cirkulacia vzduchu, zavlaha, vyziva
rastlin a iné faktory, ktoré mozu ovplyvnit chemicky a morfologicky profil konopnych
rastlin. Interiérové pestovanie Casto vyuziva hydroponické techniky, tzn. rastliny rastd bez
pody vo vyzivovych roztokoch alebo v piesku v umelom prostredi. Pestovanie v takto
kontrolovanych rastovych podmienkach umozniuje kontinualne pestovanie po cely rok a
moze viest k Styrom az Siestim plnym zberom trody za rok. Na porovnanie, exteriérové
pestovanie obycajne produkuje irodu iba raz do roka.
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3.6.6 Kvitnutie

Kvitnutie obycajne zacina, ked' tma presiahne 11 hodin denne. Cyklus kvitnutia moze trvat
Tubovolni dobu od 4 do 12 tyzdiiov, v zavislosti od odrody a prirodnych podmienok. Casy
kvitnutia, ktoré uvadzaji semendrske podniky sa obycCajne tykaji vykvitnutia, ked' sa
pestuje zo semena. Rastliny pestované z odrezkov mézu kvitniit' priblizne o tyzdeil i viac
dlhsie.

3.6.7 Zber

Dobrym znakom zrelosti je farba vlasovych Struktdr (blizien). Ako kazdy kvet
dozrieva, obycajne sa tieto zoSuveria a zhnednu. Ked' je asi 75 % blizien hnedych,
rastliny si pripravené na zber. Zber sa zvycajne zacina zrezanim hornej polovice
rastliny, ktora sa potom zaves{ hlavou dolu na suS$iaci vozik alebo podobné
zariadenie.

3.6.8 Vynos

Priemerné a/alebo minimalne odhadované vynosy si z forenzného a legalneho
hl'adiska zaujimavé. Odhady vynosov su vsak zloZzité, vo velkej miere zavislé na
odrode/druhu, technike pestovania, vyzive, intenzite svetla, trvani a rytme, atd". Studie
uskutocnené v Austrdlii a na Novom Zélande ukazali, Ze vynosy z interiérovo a
exteriérovo pestovanych rastlin st také rozne, Ze nema vyznam aplikovat' stanoveny
vzorec na mokry, suchy, predajny materidl z hladiska gramov na rastlinu alebo
Stvorcovy meter.* Napriek tomu su k dispozicii niektoré empirické Stidie sumarizované
nizsie. Je potrebné zvazit odchylky sposobené roznymi uvedenymi pestovatel'skymi
faktormi. Stiidie z Nemecka, Holandska a z EUROPOL-u st uvedené v tabul’kich 1 a 2:

Tabulka 1. Indikativne minimum a/alebo priemerné vynosy kvitnlcich Spiciek
na jednu interiérovo pestovanu rastlinu konope

Minimdlny vynos (g/rastlina) Priemerny vynos (g/rastlina) Referencie
22 [17]
25 40 [18]
33,7 [19]
28 [20]

Autori referencie 18 potvrdili, Ze idaje o vynosoch sa od roku 2019 do 2021 nezmenili.

* Nepublikované tdaje.
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Tabul'ka 2. Indikativne vynosy suseného rastlinného konope na jednotku
pestovatel'skej plochy

Exteriérové pestovanie (g/m2) Interiérové pestovanie (g/m2) Referencie
75 [21]
505 [19]
400 [20]

Odkaz 21 tieZ naznacCuje, Ze na ziskanie 1-3 kg Zivice je potrebnych priblizne 100 kg
rastlinného konope ("kif").

3.7 Konopné produkty

Konope sa storoCia pouzivalo ako polnohospodarska plodina na textilné vlakna.
Medzi ostatné zakonom povolené konopné produkty patria konopné semeng, olej z
konopnych semien a esencialny olej z konope. Nelegdlne konopné produkty spadajt
do troch hlavnych kategérii: rastlinné konope, konopna Zivica a konopny olej
(hasisovy olej). Konopné produkty sa derivuju z vysoko premenlivého prirodného
materialu s ddvkami s r6znou variabilitou, ktoré sa nasledne podrobuju spracovaniu
a transformacii na ucely paSovania. Konopné produkty sa objavuji na nelegdlnych
trhoch v r6znorodych formach.

3.7.1 Rastlinné konope

Plodiace a kvitntce $picky a listy najblizSie ku kvitnicim $pickam obsahuju najvyssie
mnozstvo THC. Su zname ako "Casti obsahujicu drogu" a vo vSeobecnosti sa na
nelegdlnych trhoch predavaju iba tieto casti rastliny. Nelegidlne konzumované
rastlinné konope vSak zahfna aj vacsie listy umiestnené vo vacsej vzdialenosti od
kvitnucich Spiciek. Hoci listy v blizkosti samcich kvitnucich Spiciek ucinnych
konopnych rastlin obsahuju THC, obsah je ovela niz$i ako u samicich rastlin.
Stredova stonka a hlavné vedlajsie stonky obsahuji malo THC, ale m6zu sa aj tak
pouzit na produkciu konopného oleja (pozri cast 3.7.3).

SuSené listy a kvety konopnej rastliny st bezne znadme ako "marihuana”, existuje
vSak mnoho inych regionalnych nazvov [4]. "Marihuana" sa nachadza na nelegadlnom
trhu nezmenena, tzn. surova z rastliny (tieZ sa nazyva "suchy kvet"), spracovana ako
zlisované tehlicky alebo mince alebo ako rozomlety materidl. Prezentacia
rastlinného materidlu na nelegalnych trhoch sa r6zne meni od regiénu k regiénu a
tiez v ramci krajin kazdého regionu.

Vysoko kvalitny produkt moze byt vyrobeny preosievanim rozdrveného rastlinného
konope na odstranenie tych Casti rastliny, ktoré obsahuju relativne nizku alebo
ziadnu troven kanabinoidov - hlavne semena a casti stoniek. VSetok material, ktory
prechadza procesom preosievania sa ziskava z
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kvitnucich a plodiacich Spiciek rastlinného materialu, ¢o vedie k relativnemu
obohateniu o THC. V nelegadlnom obchode je tento produkt znamy ako "Kif", typicky
produkt severnej Afriky. Takyto materidl ma vysoky obsah konopnej Zivice a moze
byt zlisovany do tehliciek, ktoré sa podobaju na tehlicky konopnej Zivice (pozri ¢ast
3.7.2). Ked' st vSak podrobené mikroskopickému skimaniu ukazuje sa, Ze takéto
tehlicky si uchovavaju podstatné rastlinné vlastnosti (pozri tiez ¢ast 5.3.2) a
povaZuju sa za druh "oCistenej marihuany".

Iny sp6sob produkcie vysoko kvalitného rastlinného konope je interiérova produkcia.
Velmi Gc¢inné hybridy, napriklad "skunk", "biela vdova", atd. sa produkuji pomocou
optimalizovanych podmienok pestovania. Reprodukcia sa uskutocriuje hlavne
klonovanim materskych rastlin (pozri €ast’ 3.6.2). Miesta na interiérové pestovanie su
Casto vybavené automatizovanym dodavanim vyZzivy a vody, vzduchotechnikou,
systémami filtrovania a parfumovania vychadzajiiceho vzduchu a automatického
osvetlenia na navodenie faz diia a noci. Kombinacia idealnych rastovych podmienok a
kultivarov s vysokym THC mdZe vygenerovat rastlinné konope s celkovym obsahom THC
vrozmedz{ od 10 do 25 %, konopnt Zivicu s 25 % THC a konopny olej so 60 % THC.

Proces suSenia rastlinného konope je priamociary. Bud' sa ¢asti obsahujtice drogu odreza
alebo sa celd rastlina zavesi dolu hlavou a vysusi sa na vzduchu. Susenie je ukoncené, ked’
st listy v blizkosti kvitnucich Spiciek krehké. V zavislosti od vlhkosti a teploty okolitého
prostredia to trva priblizne 24 az 72 hodin. Zvyskovy obsah vody v tomto materidly je asi
8 - 13 %. Tento material je vhodny na fajcenie a moze sa skladovat mnoho mesiacov, hoci
THC ¢asom degraduje, ked' je vystavené vzduchu, svetlu a vlhkosti (pozri ¢ast 4.3).

3.7.2 Konopna zivica (hasis)

Zivicové vylucky rastliny, produkované v glanduldrnych trichémoch (pozri ¢ast
5.3.2) sa m6zu zbierat na ziskanie produktu s vy$$im obsahom THC ako rastlinné
konope, z ktorého sa odstrani najrozpoznatelnejsi rastlinny material. Konopna
Zivica pozostdva z jemnejSieho rastlinného materidlu a javi sa ako volny alebo
lisovany lepkavy prasok, v zavislosti od sposobu produkcie.

Produkcia konopnej zivice sa uskutocnuje predovSetkym v dvoch regiénoch: v
krajinach juzného a vychodného Stredomoria a krajinach juznej a juhozapadnej Azie.
V oboch regiéonoch sa pouzivaji rozne postupy na produkciu konopnej Zivice,
preosievanie je vSak dolezitou sticastou procesu v oboch regidonoch.

Konopnd Zivica z krajin Stredomoria

V tomto regione sa obycajne suseny rastlinny material drvi udieranim o stenu, aby sa
Casti produkujtice zivicu mohli oddelit’ od vlaknitejSich casti rastliny. Material sa potom
preosieva, aby sa odstranili semend a velké vlaknité Casti. Vysledny produkt je teraz
obohateny o obsah Zivice a teda o THC. V tomto $tadiu st makroskopické botanické
vlastnosti prakticky nepritomné, ale mikroskopicky material stale vykazuje vela
botanickych
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vlastnosti. Fyzikalne pripomina jemny lepkavy prasok a v tomto $tadiu sa obycajne
lisuje do tehliciek. Niekedy sa do tehliciek vtlaci logo, ktoré sa méze pouzivat na popis
a porovnanie. V niektorych krajinach (vychodné Stredomorie) sa material uklada pred
lisovanim do textilnych vreciek, zatial' ¢o v inych lokalitich (severna Afrika) sa pred
lisovanim pridava celulézovy obal. V severovychodnom Stredomor{ a v strednej
Eurdpe sa obCas pasuje jemny lepkavy prasok, ktory nebol zlisovany do tehliciek.

Konopnd Zivica z juZznej a juhozdpadnej Azie

Bezny pristup k produkcii konopnej Zivice v krajinach juznej a juhozapadnej Azie
pozostava zo Stchania plodiacich a kvitnucich Spiciek Cerstvych konopnych rastlin
medzi dlaflami, takZe sa Zivica prenesie z rastliny na dlail. Vysoké hladiny Zivice
vytvaraju tie Casti rastliny, ktoré si na dotyk vel'mi lepkavé.

Moé6Ze sa to robit aj Stchanim lepkavych casti o gumovi podlozku, alebo
prechadzanim cez konopné pole v gumovom alebo koZenom obleceni. Zivica sa
vyzbiera na povrchu, potom sa guma alebo koZa zoSkriabe do Cista a material sa
lisuje do tehliciek.

Pripadne je mozné zbierat kvitntice a zrejuce $picky rastlin podobnym spdsobom, aky
sa pouziva pri produkcii rastlinného konope, nechaji sa ususit a potom sa polamu a
rozdrvia medzi rukami na hruby prasok. Tento praSok sa potom preosieva, takze ziska
jemnost aka sa dosahuje v Stredomorskej oblasti. Jemny zeleny prasok sa skladuje v
koZenych vakoch Styri az pat mesiacov, potom sa vystavi na kratku dobu na slnko,
dostatocnd na roztopenie zivice. Najprv sa umiestni spiat do koZzenych vakov na
niekol'ko dnfi, potom sa vyberie a dobre premie$a pomocou drevenych palic tak, aby sa
isté mnozstvo olejovitej latky objavilo na povrchu. Pokracuje sa v mieSani, az kym je
materidl vhodny na zlisovanie do tehliciek.

Ina met6dy zahffia pondranie rastlinného materidlu bez hlavnej stonky vo vriacej
vody na odstranenie zivice z plodiacich a kvitnacich Spic¢iek. Po ochladeni
extrahovanej tekutiny sa na povrchu vytvori vrstva stuhnutej Zivice. Zivica sa
odstrani a vytvaruje do tehliciek alebo l'ubovolného obltibeného tvaru. Touto
metddou sa do Zzivice dostava voda, ¢o Casto neskdr vedie k vytvoreniu plesne.
Tymto prepracovanym spdsobom sa vyraba malé mnozstvo konopnej Zivice.

Konopnd Zivica od “pollinators”/“ice-o-lators” (opelovacov/izoldtorov)

U¢inna metdda separacie Zivice pozostava zo zariadenia podobného susicke na bielizen,
vystlaného jemnou tkanou sietovinou, umiestnenou v plastom vyloZenej nadobe. Tento
takzvany "opelovac” je ciastocne naplneny susenymi a hlbokozmrazenymi kvitnicimi a
plodiacimi Spickami konopnej rastliny. Nizka teplota znizuje lepivost Zivice. Pocas rotacie
opel'ovaca sa casti listov a kvitnicich $piciek obsahujiice THC odlomia a prepadavaji cez
siet. Prilepia sa na plastové steny a dno a mo6zu sa pozbierat ako jemny prasok. V
porovnani s vychodiskovym suchym materidlom je tymto postupom mozné dosiahnut

osemnasobné obohatenie obsahu THC.
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p41]

Obrazok II. "Opelovac" a praskova lepiva zivica (produkt) [22]

Podobny postup sa pouziva na produkciu takzvaného "ladového hasu", pri ktorom
sa suchy rastlinny materidl umiestni do hrubého sita s kockami 'adu a potom sa
mieSa pomocou mechanického miesSaca farieb. Kvapky Zivice zmrznd a odpadnd z
rastliny. Postup sa opakuje cez viacero sitiek priCom sa postupne zmenSuje
sietovina, az kym sa nedosiahne praskovy produkt (obréazok II).

3.7.3 Konopny olej (hasiSovy olej)

Konopny olej je koncentrovany tekuty vytazok, bud z rastlinného konopného
materidlu, alebo z konopnej zivice. Vo vSeobecnosti, €i uz sa vyrabaju z konope alebo
konopnej zivice, st vytazky z konope tmavohnedej alebo tmavozelenej farby a maju
konzistenciu hustého oleja alebo pasty. Ddvodom ich vyroby je koncentrovat THC a
teda umoznit paSovanie mensich mnozstiev produktu s vy$sim obsahom THC.

Extrakcia sa vykonava vo vhodnej nddobe pomocou organického rozpuistadla (napr.
petrolejovy éter, etanol, metanol, acetén) pri izbovej teplote mieSanim, pasivnou
extrakciou alebo pomocou deflegmatora. Ked' je davka rastlinného konope alebo
konopne;j zivice uplne extrahovana, suspenzia sa filtruje a vyextrahovany material sa
znehodnoti. Do naddoby je mozné umiestnit druht, cerstvii davku konopného
materidlu a extrahovat rovnakou davkou rozpustadla ako pri povodnej extrakeii.
Tento postup je mozné opakovat tak casto, ako je to potrebné, pricom pouzivame viac
davok konope alebo konopnej Zivice s jednou davkou extrahujiceho rozptstadla. Po
extrahovani zaverecnej davky sa rozpustadlo odpari, aby sme ziskali pozadovanu
konzistenciu oleja. V niektorych pokutnych laboratériach sa moze zbytkové
rozpustadlo uchovavat pre d'alSie pouzitie.

3.7.4 Konopné semena a olej z konopnych semien

Konopné semena su ucinnym zdrojom (-3-mastnych Kkyselin. Olej z konopnych
semien je Cira zlta tekutina. Semena obsahuju priblizne 29 az 34 % oleja podla
hmotnosti [23].
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100 g oleja z konopnych semien obsahuje asi 19 g a-linolénovej kyseliny. Pomer asi
3:1 Q-6- k Q-3-mastnym kyselinam dava oleju z konopnych semien vysoku vyzivova
kvalitu. Ak sa vSak neskladuje na chladnom a tmavom mieste, tento olej rychlo
podlieha skaze, kvoli vysokému obsahu nenasytenych mastnych kyselin.

Hoci je semeno uzatvorené v listeni, ktory je sticastou rastliny s najvys$Sou hustotou
glanduldrnych trichémov a teda obsahuje najvy$siu koncentraciu THC, semend
samotné THC neobsahuju. M6Zu byt vSak kontaminované konopnymi latkami (napr.
kvitnticimi Spickami, strukmi, Zivicou), ¢o sposobi detekovatelné mnozstvd THC.
Podobne ak je THC detegované v oleji z konopnych semien je pravdepodobné, Ze
pochadza zo slabej separacie semien od listena [24].

3.7.5 Esencidlny konopny olej

Esencialny olej z konope je ¢ira a jemne Zlto sfarbend tekutina. Ziskava sa parnou
destilaciou cerstvo zrezanych konopnych rastlin. Esencialny olej neobsahuje THC,
ale je zodpovedny za charakteristickd voiiu konopnych produktov a je tiez zakladom
identifikacie pomocou detekénych psov. Neexistuje velky dopyt po esencidlnom oleji
a zda sa, Ze je to skor vedlaj$i produkt vyroby oleja zo semien alebo vyroby
hasiSového oleja. V niektorych krajinach sa v§ak pouziva ako dochucovacia prisada
do hasisa a pozivatin.

3.7.6 Konopné pozivatiny a iné produkty

Metddy pouzivané na vyrobu pozivatin s zohriatie konope v tekutine na baze oleja
(konopné maslo/olej) alebo rastlinné konope (po dekarboxylacii) namocené do vysoko
stupniového alkoholu (konopna tinktdra). Tieto produkty mézu byt v mnohych forméach,
vratane pecivového tovaru, sladkosti, gumenych cukrikov, ¢okolady, pastiliek, ¢aju, kavy a
napojov. V uplynulych rokoch boli chemické zluceniny konope identifikované aj v
elektronickych cigaretach a tekutinach na vapovanie.

Iné produkty, napriklad chmel'ovy olej, sa stale castejSie pouzivaju ako prisady v
roznych kozmetickych produktoch [25], vratane produktov starostlivosti o vlasy,
pokozku a tstnu dutinu. Vo vSeobecnosti sa konopné semend a listy (bez hornej casti
rastliny, kvetov alebo plodov) chmelovych odréd pouzivaji na pripravu
kozmetickych produktov. Stidie ukazali, Ze obsah THC v takychto produktoch je
obycajne maximalne 0,05 % [26]. Roznorodé produkty obsahujice konope majt
priamy dopad na metédy a postupy, ktoré pouzivaju forenzné laboratérid na ich
analyzu a identifikaciu.

3.8 Konope na priemyselné a polnohospodarske ucely

Existuje mnoZstvo kmenov Cannabis sativa L. s nizkym obsahom THC, ktoré st uréené
na priemyselné alebo pol'nohospodarske tcely. Pestuji sa predovsetkym na semena a
vlakna. Zber na vlakna sa uskutocnuje na konci obdobia kvitnutia samicich rastlin pred
vytvorenim semena.
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V mnohych eurdpskych krajinach je aktudlny horny zakonom povoleny limit na
pestovanie priemyselného konope 0,2 % THC a napriklad v Kanade a USA je zdkonom
povoleny limit 0,3 %. V mnohych krajindch existuji "zoznamy schvalenych
kultivarov" a odrody, u ktorych sa neustidle zistuje prekroCenie zdkonom
stanovenych prijatelnych trovni THC méZu byt z tychto zoznamov odstranené.
Pestovanie konope na priemyselné alebo polnohospodarske dcely v niektorych
krajinach rastie kvoli produkcii papiera, textilu, povrazov a konS$trukénych
materidlov na baze vlakniny. Semend sa pouzivaji v potravinarskych produktoch,
kozmetike, vyrobe plastov a paliva.

3.9 Konope na lekarske a vedecké ucely

V niektorych krajindch sa konope pouZziva na lekarske a vedecké tcely v stlade s
ustanoveniami medzindrodnych dohovorov na kontrolu drog - "produkcia, vyroba,
export, import, distribicia, obchodovanie, pouZivanie a vlastnictvo drog je
obmedzené vyhradne na lekarske a vedecké ucely " [3]. Priklady produktov, ktoré su
medicinsky schvalené ne terapeutické ucely zahfiaju:

® Nabiximol (Sativex®), tekuty konopny extrakt THC a kanabidiolu, ktory je
urceny na liecbu bolesti a kf¢ovitosti pri skleréze multiplex

® Dronabinol (Marinol®), (-)trans-4°-tetrahydrokanabinol, Specificky izomér THC
(v zmysle Prilohy II Dohovoru o psychotropnych latkach z roku 1971)[3], ktory
je indikovany na liecbu nechutenstva u pacientov s AIDS a pri vaznej nevolnosti
avracani v suvislosti s chemoterapiou pri rakovine

Existuje viacero prebiehajucich $tidii o inych kanabinoidovych produktoch na mozné
terapeutické vyuZitie.
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Tetrahydrokanabinol (THC) sa tyka psychotropnych zlu¢enin konope a zahftia viaceré
izoméry a stereochemické varianty, ktoré si zahrnuté v medzinarodnych dohovoroch
na kontrolu drog. THC, nasledujice izoméry a ich stereochemické varianty si uvedené
v Prilohe I Dohovoru o psychotropnych latkach z roku 1971 [3].

Struktira Chemické ndzvy

8,9,10,10a-tetrahydro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl-
6H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol
A%a()-tetrahydrokanabinol

OH AR _THC

delta-6a(7)-tetrahydrokanabinol

O delta-6a(7)-THC

7,8,9,10-tetrahydro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl-
6H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol
A82()-tetrahydrokanabinol

OH A5a[7]_TH C
delta-6a(10a)-tetrahydrokanabinol
delta-6a(10a)-THC

)

\

6a,9,10,10a-tetrahydro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl-
6H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol
A’-tetrahydrokanabinol

CH A7-THC

delta-7-tetrahydrokanabinol

delta-7-THC

o} 6

6a,7,10,10a-tetrahydro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl-
6H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol
A8-tetrahydrokanabinol

OH A8-THC

delta-8-tetrahydrokanabinol

delta-8-THC

ol

19
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6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-6,6-dimetyl-
9-metylen-3-pentyl-6H-dibenzo[b,d] pyran-1-ol
A1) tetrahydrokanabinol

OH AU_THC
delta-9,11-tetrahydrokanabinol
delta-9,11-THC
Exo-THC

6a,7,8,9-tetrahydro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl-
6-H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol
Al-tetrahydrokanabinol

OH AW-THC
delta-10-tetrahydrokanabinol
delta-10-THC

Dronabinol, $pecificky izomér a jeho stereochemické varianty st uvedené v Prilohe
I1 Dohovoru o psychotropnych latkach z roku 1971 [3].

Struktira Chemické ndzvy Vlastnosti
(6aR,10aR)-6a,7,8,10a-tetrahy- CAS: 1972-08-3
dro-6,6,9-trimetyl-3-pentyl- Stechiometricky
6H-dibenzo[b,d]pyran-1-ol vzorec: C21Hz002
(-)-trans-A%- Molekulova hmotnost’
tetrahydrokanabinol 314,46 g/mol
(-)-trans-A®-THC Bod topenia:
(-)-trans-delta-9-THC viskézny olej

pKa: 10,6
log P: 6,99

(oktanol/voda)

Stereochemické varianty dronabinolu st:
® (-)-trans-A%-THC
® (+#)-trans-A%-THC
® (-)-cis-A%-THC
® (+)-cis-A%-THC

(-)-trans-A%-THC je jedinym z tychto stereochemickych variantov, ktory sa vyskytuje
prirodzene v konopnej rastline a povazuje sa za primarnu psychoaktivnu zlozku
konope. Pojem delta-9-THC pouZity v tejto prirucke obsahuje vSetky stereochemické
varianty, ak to nie je uvedené inak. Chemické zlozenie vybranych zlicenin konope,
ktoré majt forenzny vyznam st nasledovné:
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Struktura

Vlastnosti

delta-9-tetrahydrokanabinolické kyselina (THCA)

kanabidiol (CBD)

‘ i

kanabigerol (CBG)
OH

V4 HO

AN

kanabivarin (CBV)

CAS: 23978-85-0

Stechiometricky vzorec: C22Hz004

Molekulova hmotnost: 358,21 g/mol

Bod topenia: Nie je k dispozicii (rozklad/
dekarboxylacia THCA na THC asi pri 125-150 °C)
Rozpustadla: Voda: nerozpustné

Etanol: rozpustné
Chloroform: rozpustné
Hexan: rozpustné

CAS: 521-35-7

Stechiometricky vzorec: C21Hz60:2
Molekulova hmotnost: 310,43 g/mol Bod
topenia: 76-77 °C

log P 6,23 (oktanol/voda)

Rozpustadla:

Voda: nerozpustné

Etanol: rozpustné

Chloroform: rozpustné

Hexan: rozpustné

CAS: 13956-29-1

Stechiometricky vzorec: C21H3002
Molekulova hmotnost: 314,46 g/mol
Bod topenia: 66-67 °C

log P: 5,79 (oktanol/voda)
Rozpustadla:

Voda: nerozpustné

Etanol: rozpustné

Chloroform: rozpustné

Hexan: rozpustné

CAS: [25654-31-3] (E);[95001-70-0] (E/Z)
Stechiometricky vzorec: C21H3202
Molekulova hmotnost: 316,48 g/mol

CAS: 33745-21-0
Stechiometricky vzorec: C21Hz202
Molekulova hmotnost: 282,38 g/mol
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kanabichromén(CBC) CAS:20675-51-8
Stechiometricky vzorec:C21Hz00:2
Molekulova hmotnost’: 314,46 g/mol

\

HO

4.1 Biosyntéza

Hlavné fytokanabinoidné zlozky konope su delta-9-THC, CBD, and CBC. V cerstvej
biomase existuje 95 % tychto zloZziek ako ich Kkysli rodicia: delta-9-tetra-
hydrokanabinolickd ~ kyselina (THCA), kanabidiolickd kyselina (CBDA) a
kanabichromenicka kyselina (CBCA). Tieto latky sa tvoria prostrednictvom
enzymatickej katalyzy kanabigerolickej kyseliny (CBGA) pomocou prislusnych syntéz
enzymov, konkrétne syntdzy THCA, syntazy CBDA a syntazy CBCA (schéma 1).
Prislusné delta-9-THC, CBD a CBC sa potom generuji dekarboxylaciou indukovanou
svetlom/teplom vratane fajéenia alebo peCenia [27]. Je potrebné poznamenat, Ze
kanabinol (CBN) je produkt degradicie THC (pozri cast 4.3). Nevyskytuje sa
prirodzene.

Schéma 1. Biosyntéza hlavnych fytokanabinoidov delta-9-tetrahydro- kanabinol
(THC), kanabidiol (CBD) a kanabichromén (CBC)
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X OH
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4.2 Chemicka syntéza THC

Delta-9-THC a (-)-CBD boli izolované a Strukturalne charakterizované v NMR [28] v
roku 1964 a o tri roky neskor (-)-trans-delta-8-THC boli syntetizované Friedel-
Craftsovou alkylaciou olivetolu s (-)-verbenolom nasledovana boron trifluoridom
sposobenou cyklizaciou. Nasledna izomerizacia prostrednictvom chlorinacie a bazovo
indukovanej eliminacie viedla k prvej syntéze (-)-transdelta-9-THC (schéma 2) [29],
[30]. V literattre je moZzné ndjst rozne iné syntetické cesty a niektoré s zhrnuté v
nedavnom prehl'ade od Bloemendala et.al. [30].

Schéma 2. Chemicka syntéza (-)-trans-delta-9-THC cez reakciu olivetolu s
verbenolom [29]

OH
p-TSA
* —_—
HO CHyy OH

olivetol verbenol

1. HCI (g), ZnCl,
2. NaH
-~
CsHyq
(-)-trans-delta-8-THC (-)-trans-delta-8-THC

p-TSA=kyselina para-toluénesulfonova, BFs=boron triflorid, NaH=hydroxid sodny.

4,3 Stabilita kanabinoidov

Pri zaobchadzani s konope a konopnymi produktmi existuji Styri hlavné chemické tazkosti,
¢o sa tyka stability kanabinoidov a jej dopadu na skladovanie vzoriek, laboratérnu analyzu a
interpretaciu vysledkov (pozri cast 5.4) a st to:

® Dekarboxylacia THCA

® Degradacia THC na CBN cez oxidaciu

® Konverzia CBD na izoméry THC

® Izomerizacia A%-THC na A8-THC
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4.3.1 Dekarboxylacia a degradacia

Dekarboxylacia THCA sa vyskytuje, ked' sa konope zbiera a susi, ¢o vedie k tvorbe
THC. Dekarboxylacia sa tieZ vyskytuje, ked sa vzorka konope zahreje, napriklad pri
fajceni, vystaveni svetlu alebo pocas urcitych chemickych analyz [31]. THC ako také
je moZné konvertovat na CBN pri podobnych podmienkach. Preto primerané
skladovanie vzoriek konope a vyber primeranych metodolégii na ich chemické
preskimanie je vel'mi délezité (pozri ¢ast 5.4) a stabilita kanabinoidov je ddlezitym
hl'adiskom pri ur¢ovani celkového obsahu THC.

Je mozné odhadovat’ vek danej vzorky marihuany na zaklade obsahu THC a CBN, za
predpokladu, Ze sa skladovala pri izbovej teplote. Prave z tohto dévodu sa analyza na
porovnavacie ucely obycajne vykondva najneskor do troch mesiacov po zhabani
vzorky [32]. Jedna stidia navrhuje, Ze vzorky s pomerom CBN voci THC niZs$im ako
0,013 st menej ako Sest’ mesiacov staré a tie, ktorych pomer je medzi 0,04 az 0,08 su
od jedného do dvoch rokov staré. Ked' sa vSak tento postup pouziva na odhad veku
vzoriek konope, je potrebné zvazit odchylky od vyskumnych podmienok [33]. Miera
dekarboxylacie THCA na THC a degradacia THC na CBN st nelinearne [34], [35].

4.3.2 Izomerizacia a konverzia

Okrem stereoselektivnych syntéz uvedenych vysSie je v literatire dobre
zdokumentovana aj konverzia CBD na A%-THC / A8-THC ako aj iné kanabinoidy [36]-
[39]. V uplynulych rokoch ziskali CBD a A8-THC rastiicu pozornost. Konkrétne A8-THC,
¢o je mala zlozka v prirodne sa vyskytujicej konopnej rastliny, bola zaznamenana ako
zésadnd zlozka v produktoch ako s vapovacie tekutiny, gumené cukriky a tinktary
[40]-[42]. Okrem A8-THC boli vo vapovacich tekutinich zistené aj iné izoméry THC,
napriklad A6a10a-THC a A10-THC.

V literatire sa uvadza aj izomerizacia a konverzia A%-THC na A8-THC. Reakcia A%-
THC s kyselinou vedie k zmesi A%-THC a A8-THC. V zavislosti od podmienok reakcie
(kyslost, Lewisova kyselina ako katalyzator) mozu byt vyprodukované rdzne
pomery izomérov [43]. Konverzia CBD na A%-THC a tiez izomerizacia A%-THC na As-
THC v dosledku pouzivania derivatizac¢nych cinitelov kyslého anhydridu sa tiez
uvadzaju (pozri Cast 5.4.5). Vysoké hladiny A8-THC v konopnych vzorkach obycajne
naznacuju, Ze mohli byt obohatené konvertovanym THC.

4.3.3 Stabilita kanabinoidov v konopnej Zivici

Kedze konopna Zivica sa zvycCajne tvaruje do velkych, hustych blokov, stupen
dekarboxylacie a degradacie kanabinoidov a nasledne profil kanabinoidov sa lisi v
roznych Castiach blokov, kvéli roznej miere vystavenia zivice svetlu a teplu. Takze
boli napriklad pozorované nizsie koncentracie THCA a vyssie THC na vonkajsej
strane bloku v porovnani s vnitornou, kvoli dekarboxylacii [44] (pozri Cast 5.1.2).
Pri vyssich teplotach sa m6zu vyskytnut aj iné reakcie, napriklad polymerizacia a
disproporcionacia [45] Konopna zivica by sa mala tiez skladovat na chladnom,
tmavom mieste.
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4.3.4 Stabilita kanabinoidov v Standardnych roztokoch

Stabilita v Standardnych roztokoch zavisi od vyberu rozpustadla a podmienok
skladovania. Uprednostiiuje sa priprava THC a THCA v roztokoch metanolu alebo
metanol:chloroform (9:1) pred chloroformom alebo petrolejovym éterom, kedZe
kanabinoidy st v tychto roztokoch stabilnejsie [43], [44]. Poradie stability kanabinoidov
v metanole je CBN > A%-THC > A9-THCA.

Stdie [46] naznacuju, Ze metanolovy zasobny roztok A9-THC bol stabilny minimélne
jeden rok, ked' sa skladoval pri teplote -20 °C, pricom riedené pracovné roztoky boli
stabilné minimalne jeden mesiac, ked' sa skladovali pri teplote +5 °C. Zasobné roztoky
A9-THCA pripravené v metanole boli stabilné minimalne tri mesiace, ked’ sa skladovali
pri teplote -20 °C, pri¢om rozriedené pracovné roztoky boli stabilné minimalne dva
tyZdne, ked' sa skladovali pri teplote +5 °C. Okrem toho sa A%-THC javi ako stabilnejSie v
zékladnych roztokoch ako v kyslych roztokoch [46].

Laboratéria by mali overovat stabilitu svojich pripravenych Standardnych roztokov v
porovnani so svojimi akceptanymi kritériami laboratéria ur¢ovanim percenta rozdielu v
koncentracii roztokov v réznych diioch s prihliadnutim na koncentraciu v deii nula
pripravy, pomocou prislusnej metédy (pozri cast' 5.4).

4.4 Extrakcia kanabinoidov v réznych roztokoch

Na chemickd analyzu konopnych vzoriek musia byt kanabinoidy extrahované pomocou
vhodného rozpustadla. Je mozné pouzit Siroky sortiment rozpustadiel, liSia sa vSak
ucinnostou extrakcie a Specifickostou. Vo vSeobecnosti extrahuju nepolarne rozpustadla
ako hexan a petrolejovy éter neutralne kanabinoidy, zatial' ¢o kyslé kanabinoidy (napriklad
THCA) sa extrahuju slabo. Tieto extrakty si teda vhodné na kvalitativnu analyzu a nie na
kvantitativnu analyzu THCA alebo obsahu "celkového THC" (sucet THC a THCA). Na
extrakciu kyslych kanabinoidov je mozné pouzit polarne rozpustadla ako su izopropyl
alkohol, etanol a metanol a tiez roztokové zmesi ako napriklad metanol:chloroform (9:1 v/v)
a acetonitril:metanol (8:2 v/v) [47], [48].

Vyber vhodného roztoku na prislusni analyzu je doélezity. Laboratérid by mali
overovat vhodnost vybraného roztoku na prislusny tucel a tiez Ze icinnost extrakcie
a obnovenie vybraného roztoku spliiaji poZiadavky laboratéria. V niektorych
pripadoch moze byt potrebné vykonat aj viac ako jednu extrakciu na dosiahnutie
uspokojivého vytazku [49].

4.5 Distribucia THC v rastlinach konope a konopnych
produktoch

Obsah THC sa meni v zavislosti od Casti rastliny [50]. NizsSie uvedené obrazky sa
tykaju obsahu "celkového THC" (pozri Cast 5.4.1).
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10-12 % v piestikovych kvetoch
1-2% v listoch
0,1-0,3 % v stonkach
<0,03% v korenoch

Obsah THC v roznych konopnych produktoch (rastlina, Zivica a olej) je vysledkom
pomeru roznych Casti rastliny, pouZitych na ich vyrobu. Svaj¢iarska $tddia z roku
2020 napriklad poukazala na to, Ze u dvoch tretin zhabaného rastlinného konope sa
THC pohybovalo od 3 do 13 %. Dve tretiny zhabanej Zivice obsahovali od 7 do 17 %,
v zavislosti od podrobnost{ pestovania a metddy vyroby (pozri tieZ kapitolu 3.7.2),
pricom extrakcia Zivice a/alebo kvitndcich S$piciek moze viest k produkcii
konopného oleja s obsahom THC do 80 % [51].

4.6 Drogové konope verzus konope na priemyselné
ucely

Ako je popisané v éavsti 3.8, celkovy obsah THC sa pouziva na definovanie konope na

priemyselné tcely. Dalsi jednoduchy spdsob ako rozlisit konope na drogu a konope

na priemyselné icely je pomocou pomeru hlavnych kanabinoidov THC, CBN a CBD
[52].

Ak sa analyza vykonava pomocou plynovej chromatografie (GC) alebo tekutej
chromatografie (LC) a pomer plochy piku [THC]+[CBN] : [CBD] v chromatografe je <1,
potom sa konopna rastlina povazuje za rastlinu na priemyselné tcely. Ak je pomer >1,
povazuje sa za typ konope na drogu. PretoZe po odrezani a usuSeni rastlinného
materidlu THC ciasto¢ne oxiduje na CBN (pozri ¢ast 4.3), pouziva sa suma plochy
piku THC a CBN a deli sa plochou CBD.

X= |THC! + [CBN]
D

X>1 oznacuje drogovy typ konope
X<1 oznacuje konope na priemyselné tcely



5. Kvalitativna a kvantitativna
analyza konopnych produktov

5.1 Odoberanie vzoriek

Hlavny d6vod odoberania vzoriek je umoZnit presnd a zmysluplni chemicku
analyzu. Pretoze vac¢Sina postupov, kvalitativnych a kvantitativnych, pouzivanych
forenznymi vedeckymi laboratériami na analyzovanie drog vyZaduje vel'mi malé
Ciastocky materidlu, je nesmierne ddleZité, aby boli tieto malé <¢iastocky
reprezentativne vzhladom na mnoZzstvo, z ktorého boli odobraté. Odoberanie
vzoriek ma byt v stlade so zdsadami analytickej chémie, ako je uvedené napriklad v
narodnych liekopisoch alebo ako uvadzaji regiondlne ¢i medzindrodné organizacie.
Co sa tyka zhabaného materialu so zjavnymi externymi znakmi, preferuje sa metéda
odoberania vzoriek na zaklade Bayesianskeho pristupu pred hypergeometrickym
pristupom.

Pouzitie pristupu odoberania vzoriek odporicaného medzindrodnymi smernicami a
prijatého laboratériom pomoéze uchovat cenné zdroje a ¢as, znizenim poctu potrebnych
zistovani. Uzndva sa, Ze sa mozu vyskytnut situdcie, kedy zo zakonnych dévodov nie je
mozné postupovat podla beznych pravidiel odoberania vzoriek a homogenizécie. Moze
sa to stat vtedy, ak napriklad analytik chce uchovat' ur¢iti Cast dékazu ako vizudlnu
evidenciu na stde. Co sa tyka lisovanych tehliciek, je tiez dolezité uistit sa, Ze cely blok sa
skladd z konope. Dosahuje sa to rozlomenim tehlicky a starostlivym preskiimanim
materialu.

Co sa tyka veobecnych aspektov reprezentativneho odoberania multi-jednotkovych
vzoriek, pozrite si Smernice reprezentativneho odoberania vzoriek drog [53]. Proces
odoberania vzoriek na urcenie ¢istoty ma Specifické aspekty, ktoré je potrebné brat do
uvahy a Citatel' je usmerneny materidlom Smernice na odoberanie vzoriek nelegdlnych
drog na kvantitativau analyzu zverejnenym Eurdpskou sietou forenznych ustavov
(ENFSI) [54].

5.1.1 Odoberanie vzoriek rastlin (interiérové a exteriérové
plantaze)

Nizsie uvedené postupy vychadzaju z odporticaného postupu odoberania vzoriek od

Eurdpskej unie pre exteriérové konopné plantaZze na priemyselné konope [55] a boli

upravené tak, aby zohl'adrovali praktické aspekty a rozmanitost’ konopnych produktov

na nelegalnom trhu.

27
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Na kazdé konopné pole, ktoré je vizualne povazované za jednodruhové, sa odreze 30
plodiacich alebo kvitnucich Spiciek, jedna z kazdej rastliny, nahodne vybratych, nie z okraja
pola, v dizke cca 20 cm (obrazok IIT) a uloZi sa do papierového vrecka. Na uicely identifikacie
(kvalitativna analyza) sa povaZuje odobratie vzorky z jednej reprezentativnej rastliny
popisanym spdsobom obycajne za dostacujuce [53]. Priklad odoberania vzoriek z
konopného pola je uvedeny v odkaze 53 v stvislosti s porovnanim hydrogeometrickej a
Bayesianskej metédy pouzitej na odoberanie vzoriek z konopnych rastlin.

Obrazok III. Odoberanie vzoriek zo SpiCiek konopnej rastliny

Vzdy, ked' je to mozné, by vzorka mala byt pred odoslanim do laboratéria vysusena.
Ak je potrebné ju pred analyzou skladovat, mala by sa uchovadvat na tmavom a
chladnom mieste, aby sa zabranilo degradacii hlavnych kanabinoidov. V tomto
Stadiu je THC stdle citlivé na vzduch a ultrafialové (UV) svetlo, ktoré moze spdsobit
oxidaciu THC na CBN a teda je potrebné prijat opatrenia, ¢o sa tyka podmienok
skladovania (pozri cast 4.3).

5.1.2 Odoberanie vzoriek zo zhabanych konopnych produktov

Na vSeobecné tucely kvalitativneho odoberania multi-jednotkovych vzoriek je potrebné
pozriet' & odkaz 53. Co sa tyka materidlu so zjavnymi vonkaj$imi znakmi, teda materialu
celkovo rozpoznatelného ako konope, uprednostiiuje sa ako metéda odoberania vzoriek
Bayesiansky pristup pred hypergeometrickym pristupom, kedze prvy pristup umoziuje
pouzit' iné relevantné, tzv. prvotné informdacie (tzn. vonkajsie znaky) [53].

Rastlinné konope

Na nelegalnom trhu je mozné najst Siroky sortiment rastlinnych konopnych produktov,
vratane volného rastlinného materialu alebo vo forme "suchych kvetov", "vreciSok" alebo
"bylinného caju". Ako bolo popisané v casti o odoberani vzoriek rastlin (pozri cast' 5.1.1), za
jednu vzorku sa povazuje 30 kusov rastlinného konope, ktoré patria k rovnakému fenotypu.
Ak je k dispozicii menej materialu, treba odobrat’ vSetko. Material z hrubej stonky sa odreze.
Semend v zrejucich Spickach zostavaju ako dokaz. VIhky materidl sa musi zabalit do

papierovych vreciek. Na suchy material su vhodné plastové vrecka.
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Konopnd Zivica

Pozadované mnozstvo na vzorku (pozri Cast 5.4) je mozné odobrat strihadlom z
roznych Casti tehlicky. KedZe povrchy tehli¢iek su obycajne zoxidované, vzorky je
potrebné odobrat z ¢erstvo odlomeného vnitorného povrchu tehlicky (pozri cast 4.3).

Konopny olej (hasisovy olej)
PoZadované mnoZstvo konopného oleja (pozri ¢ast' 5.4) je mozné odobrat priamo z
hmoty vzorky.

5.2 Minimalne kritéria na pozitivnu
identifikaciu konope

Nasledujuce Casti popisuji rozne metddy skiimania a analyzy konopnych produktov.
Vyber metodoldgie a pristup k analyze, ako aj rozhodnutie, ¢i je potrebné pouZit
dodato¢né postupy alebo nie, spociva na analyzujicom pracovnikovi a zavisi tiez od
dostupnosti primeraného vybavenia a urovne pravnej akceptovatelnosti dokazu
v jurisdikcii, kde analytik pracuje.

Co sa tyka konopnych produktov, ktoré vykazuji charakteristické botanické vlastnosti, za
akceptovatelny minimdlny analyticky pristup na pozitivau identifikdciu sa povazuje
kombindcia testu farby, chromatografie na tenkych vrstvach a fyzického (makroskopického a
mikroskopického) preskiimania. Iné analytické techniky si akceptovatelné, ak su analyticka
schéma a uroven citlivosti dostatocné na vedecké podporenie zaveru, pricom sa dodrziava
miestna legislativa a laboratérne protokoly. VSeobecné pravidla pre postup vyberu stanovila
Vedecka pracovna skupina pre analyzu zhabanych drog (SWGDRUG) [56].

5.3 Fyzické preskumanie

Metddy, ktoré je mozné pouzit na identifikovanie konope a konopnych produktov,
zavisia od povahy skimaného materidlu. Rastlinny material je mozné identifikovat
na baze jeho morfologickych vlastnosti. Tam, kde nie su Zziadne morfologické
vlastnosti, ako v pripade konopnej zivice alebo hasiSového oleja, je identifikacia
zaloZzena iba na chemickej analyze, dokazujucej pritomnost kanabinoidov, ako
napriklad THC, jeho degradujtci produkt CBN a/alebo CBD (pozri cast 4.4).

Fyzické preskimanie konope na baze jeho makroskopickych a mikroskopickych
vlastnosti je popisané nizsie.
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5.3.1 Makroskopické vlastnosti

Morfologické vlastnosti a odliSnosti vo farbe konopnych rastlin st ovplyvnené kmenom
semena a tiez environmentalnymi faktormi ako napriklad svetlo, voda, vyZiva, teplota a
priestor.

Konope je jednoroc¢na kvitnica bylina [57]. Rastliny sa mézu lisit' z hl'adiska vysky od
0,2 do 6 m, hoci vicina rastlin dosahuje vysku priblizne 1 - 3 m. Cerstvé rastliny
obsahuji 60 - 80 % vody z hl'adiska hmotnosti.

Rastlina je obycajne dvojdoma, priCom samcie a samicie kvety sa vyskytuju na oddelenych
rastlinach. PrileZitostne sa mé6Zu objavit aj jednodomé rastliny, kedy sa samcie a samicie
kvety vyskytuji na rovnakej rastline dokonca na rovnakych vetvach. Pestovatelia
uprednostiiuji samicie rastliny pred sam¢imi kvoli ich vyssej ucinnosti a samcie rastliny st
teda obycajne znehodnotené, lebo opel'ovanie samicich kvetov zniZi produkciu Zivice (pozri
3.6.1 a 3.6.4). Prilezitostne bol pozorovany aj hermafroditizmus (pozri Cast 3.6.3), kde sa
tvorba naziek (charakteristicka pre samcie kvety) vyskytuje na samicich kvetoch [58].

Samcie rastliny su obycajne vysSie, ale menej robustné ako samicie, priCom samicie
rastliny maju viac kvetov a vetiev. Pohlavie rastlin vSak nie je moZzné urcit, kym sa
nevytvoria kvety. Stonky st zelené, hranaté, priame, niekedy holé a pozdizne ryhované
(obréazok 1V). Rozsah vetvenia, ako aj vyska rastliny, zavisia od prirodnych podmienok a
dedicnych faktorov a tiez od sposobu pestovania.

Prvy par skutocnych listov s jedinym parom listkov sa objavuje nad klicnymi listkami a
nasledne sa usporadivaju listy v protistojnych paroch a v pravych uhloch voci
predchadzajucemu paru (krizové usporiadanie). Ako rastlina dozrieva, pocet listov sa
zvySuje a usporiadanie listov sa meni z kriZového (protistojne usporiadané) na striedavé.
Pocet lupienkov na list sa tieZ znizuje, az kym sa nevytvori iba jediny lupienok pred
rozkvitnutim.

Obrazok IV. Ryhovana stonka Obrazok V. Abaxilny (vlavo)
a adaxialny (vpravo) povrch

listov Cannabis sativa L.

Cannabis sativa L.

(Federalna kriminalna policia, Brazilia

© Federal Criminal Police, Brazil
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Stebla listov (¢apiky) st dlhé 2 - 7 cm s tizkym vriibkovanim pozdiz hornej strany. List
ma dlanovity tvar (znamy aj ako prstovity) a obyCajne pozostava z neparneho poctu
kopijovitych listovych cepiel'ok, ¢asto v rozsahu od 3 do 9 listkov. Niekedy je mozné
pozorovat aj parny pocet listkov. Tvar listkov sa pohybuje od linearno-kopijovitého po
obrateno-kopijovity alebo Siroky. Okraje listu s hrubo zibkované, zibky smeruji ku
Spicke; zilky vedu Sikmo von zo stredu k okrajom zibkov (zloZené Zilkovanie). NiZsie
(abaxialne) povrchy st svetlejsie zelené, Co sa farby tyka ako vrchny (adaxialny) povrch
listu (Obrazok V).

Samcie kvetenstvo je volne rozmiestnené, s mnohymi vetvami a vy¢nieva mimo listov, s
vetvami dlhymi do 20 cm. Kazdy tyCinkovy (samci) kvet pozostdva z piatich bielo-
zelenych jemne ochlpenych kali$nych listkov asi 2,5 aZ 4 cm dlhych a piatich visiacich
tyCiniek s tenkymi filamentmi a vystupujicimi pra$nicami (obrazky VIa VIII).

Obrazok VI. Morfologické vlastnosti samcich kvetov

Kalisny listok

Filament
Tycinka
Nazky

SamicCie kvetenstvo je kompaktné a kratsie ako listy. Piestikové (samicie) kvety su takmer
bezstonkové a vyskytuji sa v paroch. Samicie kvety sa protil'ahlé voci paru palistov pri uzle
stonky. Kazdy kvet ma maly zeleny listen, ktory uzatvara semennik dvomi dlhymi tenkymi
¢nelkami, ktoré vystupuji nad listen (obrazky VI a VIII).

Obrazok VII. Morfologické vlastnosti samicich kvetov a semien (nazka)
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Plod, nazka, obsahuje jediné semeno s tvrdou Supkou, tesne pokrytou tenkou stenou
semennika. Je to elipsoid, jemne stlaceny, hladky, asi 2 - 5 mm dlhy, vo vSeobecnosti
hnedasty a strakaty. Jeho povrch méa charakteristicky mriezZkovany vzor ("korytnaci
pancier") (obrazok VII). Plod si laik ¢asto méZe pomylit so semenom.

Obrazok VIII. Trsy samcich (vl'avo) a samicich (vpravo) kvetov

5.3.2 Mikroskopické vlastnosti

Cannabis sativa L. ma charakteristické morfologické vlastnosti a je mozné ho
identifikovat kvoli pritomnosti trichdémov (tzn. akoby vlaskovité vycnelky z
epidermalnej bunky rastliny), ¢o si mikroskopické Struktiry na povrchu rastliny [32],
[59], [60]. Vyskytuju sa dva druhy trichémov, neglandularne trichémy a glandularne
trichdmy a je mozné pozorovat ich pri faktore zvicSenia 40, ako je zndzornené na
obrazkoch IX a X. Na obrazku XI. je vyobrazeny schematicky nakres priecneho rezu
listefia z plodiacej rastliny z roznymi typmi trichémov.

(@ Neglandularne trichdmy si pocetné, jednobunkové, tvrdé, zaoblené vlasy, s
tenkym Spicatym vrcholom:

® (Charakteristické trichémy v tvare medvedej laby sa nachadzaju iba na hornom
(adaxidlnom) povrchu konopnych listov. Tieto trichdmy mézu mat niekedy
viditel'né kalciovo karbénové krystaly (cystolity) na svojej baze (cystolitické
trichémy). Casto je trichém poskodeny a cystolity sa uvol'fiujt.

® Necystolitické dlhé a tenké trichdmy sa vyskytuju na spodnej strane
(abaxialnej) listov, listefiov, stoniek, palistov a stopiek listov a chyba im
zvacsena zakladna. Obycajne su vydatnejSie ako cystolitické trichdmy.

® Simultanna pritomnost tychto trichdmov v tvare medvedej laby na hornom
povrchu a jemnych, tenkych necystolitickych trichdmov na spodnej strane
listov je pre konope charakteristicka.
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Obrazok IX. Mikroskopicky pohlad na neglandularne trichémy [61]

®© Dienst

Cystolitické trichomy Necystolitické trichomy

(b) Glandularne trichomy si Struktiry, v ktorych sa produkuje a skladuje konopna
Zivica. Tieto glanduldrne trichomy sa spajaju predovSetkym so samicimi kvetmi, ale
moZeme ich ndjst aj na listoch, na Zilkach a prileZitostne na stonkdch mladych rastlin.
Existuju tri hlavné druhy glandularnych trichdmov:

e (Cibul'ovité: malé zagulatené hlavicky s jednobunkovou stopkou, pritomné na
vSetkych vegetativnych Castiach a kvetoch, ale tazko sa pozoruji kvoli malej
vel'kosti.

® Hlavkovito-sesilné: velkd gulata hlavicka bez stopky, vo vSeobecnosti sa
nachéddza na spodnom povrchu listov a niekedy ich mozno pozorovat na hornom
povrchu listov, Ziliek a stoniek.

® Hlavkovito-stonkové: najdolezitejSie glanduldrne trichdmy, ktoré sa javia ako
gulovité hlavicky na dlhych viacbunkovych stopkach, pritomné vo velkych
mnozstvach na listefioch samicich kvetov a niekedy je mozné ich pozorovat na
listoch a Zilkéch listov.

Obrazok X. Mikroskopicky pohlad na glandularne trichdmy [61]

Sesilné Zlazy Stonkoveé glandularne trichomy
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Obrazok XI. Prierez listena zo zrejlcej rastliny [62]

a: cystoliticky trichom; b: veTky glandularny trichém s niekoTkymi bunkami na hlavic¢ke a
stonke; c: hlavi¢ka jedného z velkych glandularnych trichémov; d: maly glandularny trichém
s dvojbunkovou hlavi¢kou a jednobunkovou stonkou; e: hrubostenné konické trichdmy; f:
veTky vyvijajuci sa glandularny trichém; g: stonka veikého glandularneho trichému; h:
palisadova bunka; i: klaster kry$talu; j: parenchymova bunka; k: Ustny otvor

Kombindcia cystolitickych vlaskov na hornom povrchu listu a dlhsich trichémov a
sesilnych Zliaz na spodnom povrchu, je jedine¢na pre Cannabis sativa L., o umoziiuje
pozitivnu identifikaciu aj fragmentovaného materialu. Je vSak potrebné poznamenat,
ze vel'mi nezrelé priesady a stonky bez listov nie je mozné definitivne identifikovat
ako konope pomocou botanického preskimania.

Viac podrobnosti o identifikacii konope a inych mikroskopickych postupoch najdete v
literattire [63]-[66].

5.3.3 OdliSenie od rastlin podobnych konope

Niektoreé rastlinné druhy mézu mat' niekol'ko morfologickych vlastnosti, ktoré vykazuji istu
podobnost s Cannabis sativa L. Niektoré st znazornené na obrazku XII. Bliz$i pohl'ad na ich
uplné makroskopické a/alebo mikroskopické vlastnosti umoziuje rozliSenie na zaklade
vyraznych morfologickych vlastnosti konope, ako napriklad vzhlad listu, stonky, samcie a
samicie kvety a tiez pritomnost roznych druhov trichémov na castiach rastliny pod

mikroskopom [15] (pozri Casti 5.3.1 a 5.3.2).
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Obrazok XII. Niektoré druhy rastlin, ktoré maji morfologické vlastnosti
podobné ako Cannabis sativa L.

Hibiscus cannabinus Hacer palmatum

Urtica cannabina Dizygotheca elegantissima

Potentilla recta Datisca cannabina
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Niektoré rastliny majd trichdmy, ktoré je mozné pomylit'si s trichdmami na Cannabis sativa
L. a pri definitivnej identifikacii je potrebné postupovat opatrne. Kombinacia
trichémov v tvare medvedej laby na hornom povrchu listov a jednobunkovych
trichdmov na spodnom povrchu je pre Cannabis sativa L. jedinetnd a umoziuje
pozitivnu identifikaciu dokonca aj zZlomkového materialu listov (pozri €ast' 5.3.2).

Okrem toho su k dispozicii jednoduché predpokladové testy na odliSenie Cannabis sativa L.
od iného rastlinného materialu (pozri ¢ast 5.4.3) a tieZ konfirmacné techniky na
identifikovanie kanabinoidov, ktoré sa nachadzaju iba v rastlindch konope (pozri
Cast 5.4).

Plody (nazky) obycajného konope (Humulus lupulus) a japonského konope (Humulus
japonicus) si je mozné pomylit so semenami Cannabis sativa L. Je ich v§ak mozné
ucinne odlisit’ prostrednictvom pritomnosti charakteristického mriezkovaného vzoru
("korytnaci pancier") na povrchu konopnych plodov (obrazok XIII) [67].

Obrazok XIII. Semena (nazky), ktoré maju morfologické vlastnosti
podobné ako semena Cannabis sativa L.

Cannabis sativa Humulus lupulus Humulus japonicus

5.4 Chemické preskumanie

5.4.1 VsSeobecné aspekty

Chemické preskimanie materidlu z konopnej rastliny a konopnych produktov je
mozné vykonat pomocou roznych analytickych postupov a metodolégii, napriklad
jednoduchy test farby, chromatografia na tenkej vrstve (TLC), plynova
chromatografia - ionizacné detektory plamena (GC-FID), plynova chromatografia -
hmotnostna spektrometria (GC-MS), kvapalna chromatografia (LC) alebo kvapalna
chromatografia - hmotnostna spektrometria (LC-MS alebo LS-MS/MS) a ich
kombinacie. Vyber vhodnej metody a pristupu zavisi od ucelu analyzy a prislusnych
analytickych poziadaviek, napriklad kvalitativnych a/alebo kvantitativnych. Analyza
mozZe byt potrebna aj na identifikovanie a casto kvantifikovanie nizkych urovni A-
THC, rozliSenie ich izomérov, konkrétne A%-THC a A8-THC a identifikovanie inych
kanabinoidov pritomnych vo vzorke. Akdkol'vek metdda pouzita v laboratériu by mala
byt validovana a/alebo verifikovana, aby preukazala, Ze metdda a analyticky nastroj
poskytujui spravne a presné vysledky a si na dany tcel vhodné. Je potrebné zaviest
kontroly kvality a ich frekvenciu podl'a stratégie riadenia kvality v danom laboratériu.
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Niektoré délezité aspekty tykajice sa povahy konope a konopnych produktov je potrebné
zvazit este pred analyzou. Vyber vzorky by mal byt primerany a reprezentativny voci
mnoZzstvu materidlu, aby priniesol zmysluplné vysledky na interpretdciu. Rastlinné
konope je napriklad heterogénny material a pred odoberanim vzorky na kvantitativnu
analyzu by mal byt homogenizovany (pozri €ast 5.4.2). Primerany vyber rozpustadiel na
extrakciu je doleZity na extrahovanie neutralnych kanabinoidov napriklad THC, CBN, CBD
a tiez polarnych kyslych kanabinoidov napriklad THCA (pozri Cast 4.4). Okrem toho je
potrebné zvaZit matricu roznych vzoriek v postupe extrakcie a pripravy vzorky, aby sme
sa vyhli akejkol'vek interferencii matrice pri analyze.

Je potrebné zvazit dekarboxylaciu THCA na THC pri vysokych teplotich pocas
analyzy, zvlast ked' sa vykonava analyza GC [68]. Z hl'adiska kvantitativnej analyzy
ide o vyber ¢i sa THCA a THC kvantifikuju samostatne alebo €i sa meria celkovy
obsah THC vo vzorke konope, ¢o je stthrnné mnoZstvo (sicet) THC a THCA. Vyber
niekedy spocliva na narodnej legislative. Ak neexistuju zdkonné poziadavky na
ktorykolvek postup, je beznou praxou merat celkové THC, kedZe to najlepSie
reprezentuje farmakologicki aktivitu materidlu. Celkové THC sa ziskava
dekarboxylaciou THCA na THC a moze sa vyskytndt pocas analyzy alebo sa vykona
pred analyzou (pozri Cast 5.4.5 a 5.4.7). Vyssia teplota moZe tieZ sposobit’ rozklad
THC na CBN; analytické podmienky musia byt preto validované, aby sa zabezpecilo,
ze prinest kompletnu dekarboxylaciu THCA a nesposobia rozklad na THC [69].

Pri analyze je tieZ potrebné zvazit konverziu CBD na A%-THC/A8-THC a
izomerizaciu A%-THC na A8-THC v kyslych podmienkach (pozri ¢ast 4.3). A8-THC
je nepatrne sa prirodne vyskytujici izomér, ale moze byt pritomny v konopnych
produktoch. Na detegovanie a zistenie rozdielu izomérov st potrebné metédy s
vysokym rozliSenim, zvlast pri A>-THC a A8-THC, napriklad GCMS, LC-MS alebo
LC-MS/MS. Citlivé metddy sa vyZaduju aj na detekciu nizkych koncentracii THC.

5.4.2 Priprava vzorky na chemické preskimanie

Priprava rastlinného konope

Vyber materialov z konopnej rastliny na analyzu je potrebné vykonat' starostlivo, zvIast
na kvantitativnu analyzu, kedZe konope je heterogénny material a rézne Casti rastliny
prinésaju rozne vysledky analyzy (pozri ¢ast 4.5) Vyber materialu a postupy pripravy
vSak zavisia na poziadavkach analyzy.

Na extrakciu pre kvalitativnu analyzu by mali byt vybraté tie Casti konopnej rastliny, o
ktorych je zname, Ze obsahuju najvyssie hladiny kanabinoidov (napr. kvitntice Spicky a horné
listy). Na kvantitativnu analyzu je potrebna pred odobratim vzoriek homogenizacia
rastlinného materialu. Hmota materialu z rastlinného konope pozostava z roznych casti
(zvycajne z vyhonkov, listov, stoniek a malych tlomkov). Homogenizacia je potrebna na
dosiahnutie spravnej kvantifikacie vzorky, kedze na analyzu sa zvazuje iba mala cast' [54].
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Na suSenie vzoriek sa v literature uvadzaji rozne priklady. Vybrané materidly z
rastlinného konope sa napriklad susia vzduchom pri izbovej teplote niekol’ko dni, alebo
sa su$ia ndtenou ventilaciou v rdre pri teplote 35 - 40 °C 24 hodin [31], [70], [71].
Rozdrvenie konopného materialu je mozné vykonat palickou v maZiari (manudlne)
alebo v laboratérnom mlynceku (napr. nozovy alebo gul'ovy mlyncek) na réznu vel'’kost
vzorky. Vyber vhodnych parametrov na mletie alebo drvenie [72] zavisi od typu vzorky
s ktorou sa stretavame a pred pouzitim by ho laboratérium malo overit' (tabulka 3).
Uvadza sa aj pouzitie suchého I'adu ako pomdocka pri drveni rastlinného materiadlu [49].

Tabulka 3. Priklady parametrov mletia/drvenia

Typ drviaceho Velkost nadoby Parametre Velkost vzorky
zariadenia (ml) mletia/drvenia (gramy)
40 1az4

1 cyklus 2 min. na

25 000 otacok/min. .
100 2az5

NozZovy mlyn
15 cyklov po 30 sek.

1000 i .
10 000 otacok/min.

20 az 80

Velkost Ciastociek po zomleti alebo rozdrveni je mozné urcit preosiatim
rozdrveného materidlu cez sitko so zndmou vel'kostou sietoviny. Vel'kost' ¢astice ma
byt primerana typu analyzy, ktora sa ma vykovat.

Preosievanie zabezpecuje homogénnost vzoriek. Ak by sa proces preosievania
vynechal, laboratérium musi preukazat, ze homogénnost vzorky je v ramci
akceptovatelnej tolerancie. Homogénnost vzorky praskového rastlinného materialu
je mozné urcit odobratim primeraného poctu testovacich vzoriek z roznych Casti
drveného materialu a kvantifikovat pritomnost kanabinoidov (napr. THC alebo CBN).

Nasleduje priklad pripravy vzorky rastlinného konope ako stcast validovanych met6d
GC a LC v tejto prirucke [73], [74].

Cerstvy (mokry) rastlinny material sa bud’ susi na vzruchu pri izbovej teplote niekol'ko dni
alebo sa susi pri teplote 70 °C kym listy nie si krehké. V tomto $tadiu je obsah vody v
rastlinnom materidly obycajne 8 - 13 %. VysuSeny materidl sa potom nahrubo vytriedi
(pouzivaju sa iba kvety a listy), rozdrvi sa (najlepsie krajacom s vysokou rychlost'ou otacok,
napr. 10 000 o/m) a preoseje (sito s velkostou 1 mm). Je potrebné poznamenat, Ze susenie
aj osievanie je sticastou validovanych metdd popisanych v tejto prirucke.

Priprava konopnej Zivice

Konopna Zivica sa zredukuje na malé kasky strihanim. Pripadne, ak ide o lepkavy
material, vzorka sa ochladi tekutym dusikom a okamzite sa drvi, ako je popisané
vyssie.
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Priprava konopného oleja (hasisovy olej)

Konopny olej sa moze pouzivat' priamo na analyzu alebo sa primerane rozriedi, aby sa
nepretazili citlivé pristroje.

5.4.3 Pravdepodobnostné testy farby

Pravdepodobnostné testy farby si vo vSeobecnosti neSpecifické testy, ktoré poskytuju
pozitivny vysledok jednoducho zmenou farby, ktord pozorujeme po pridani ¢inidiel do
prislusnej vzorky. Testy farby pre konope vsSak patria k najSpecifickejSim dostupnym
testom farby. Iba niekolko rastlin, ako napriklad henna, muskatovy orieSok, muskatovy
kvet a repik prinasaju pri teste, ktory sa pouZiva na konope, faloSne pozitivne vysledky
[75]. Pozitivny test farby vSak iba naznacuje moZni pritomnost materidlu s obsahom
konope a nie je to definitivna identifikacia konope. Vzdy je potrebna potvrdzujiica analyza.

Negativna kontrola je potrebnd, ked sa vykondva pravdepodobnostné testovanie,
aby sa zabezpecilo, ze akdkol'vek pozorovana zmena farby je spdsobend reakciou
medzi latkou (latkami) vo vzorke a €inidlom a nie samotnymi ¢inidlami. Zabezpeti sa
tiez to, Ze pouzivany pristroj je dokonale Cisty a neexistuje moznost kontaminacie.
Okrem toho by sa mala vykonat pozitivna kontrola na referencnom materialy, ktory
obsahuje zmes Standardnych referen¢nych kanabinoidov alebo zndmu vzorku
konope, na overenie vysledkov testu (zmena farby) a funk¢nosti a reliability
vSetkych testovych ¢inidiel.

Testy Fast Corinth V, Fast Blue B a Rapid Duquenois, ktoré sa obycajne pouzivaju na
predbezné testovanie konope, su popisané nizsie.

Solny test Fast Corinth V

Test sa vykonava na filtraénom papieriku.

Cinidio A: Petrolejovy éter

Cinidio B: Soiny test Fast Corinth V* 1 % viv v dehydrovanom sirane sodnom
Cinidio C: Séda bikarbona 1 % v/v vodny roztok

Metdda

Polozte dva filtracné papieriky jeden na druhy, zlozZte na Stvrtiny a Ciastoéne ich otvorte tak, ze sa vytvori
lievik. Vlozte malé mnozstvo rozdrvenej vzorky do stredu vrchného papierika.

Pridajte dve kvapky ¢inidla A, ¢o umozni tekutine dostat’ sa cez spodny filtracny papierik.

Odhodte hvorny filtracny papierik a nechaijte dolny vyschnut'.

Pridajte velmi malé mnozstvo Cinidla B do stredu filtraného papierika a potom pridajte dve kvapky
¢inidla C.

Vysledky

Fialovodervena $kvrna v strede filtraéného papierika je ukazovatelom obsahu konope v
produkte. THC, CBN a CBD maju rovnaky vysledok.

* Rychly soiny test Fast Corinth V' (CisH1NsQOs- 0,5 ZnCla):

Chlorid zino€naty; 2-metoxy-5-metyl-4-(4-metyl-2-nitrofenyl) diazenyl- benzéndiazéniumdichlorid;
zlozka 39 Azoic Diazo
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Rychly solny test Fast Blue B

Test sa vykonava na filtraCnom papieriku.

Cinidlo A: Petrolejovy éter

Cinidlo B: Soiny test Fast Blue B** 1 % VIV rozriedené s
dehydrovanym siranom sodnym

Cinidlo C: Séda bikarbéna 10 % v/v vodny roztok

Metdda

Rovnaky postup so soinym testom Fast Corinth V vy$sie

Vysledky

Fialovodervena $kvrna v strede filtraéného papierika je ukazovatelom obsahu konope v
produkte.

Tato farba je kombinaciou farieb, ktoré produkuju hlavné kanabinoidy. THC Eervena, CBN fialova,
CBD oranzova.

Pozndmka
Soiny test Fast Blue sa skladuje v chladnigke. Pri izbovej teplote ma tendenciu sa &asom znehodnotit' a
prasok sa zlepi a stvrdne (zvlast' v teplych regiénoch).

** Solny roztok Fast Blue B: Di-o-anisidin tetrazolium chlorid

Rychly Duquenois-Levinov test

Test sa vykonava v skimavke.

Cinidlo A: Acetaldehyd (A1) Vanilin (A2) 0,5ml (A1) a 0,4 g (A2) rozriedené v
20 ml etanolu

Cinidio B: Koncentrovana kyselina

Cinidio C: Chloroform

Metdda

Umiestnite malé mnozstvo overovaného materialu do skimavky.
Pridajte 2 ml ¢inidla A a trepte skimavkou jednu minutu.

Pridajte 2 ml ¢inidla B a zmes znovu pretrepte.
Nechajte 10 minut stat.

Ked' sa vyvinie farba, pridajte 2 ml ¢inidla C a jemne premiesajte.
Vysledky
Fialova farba niz$ej vrstvy (chloroform) je ukazovatelom, e produkt obsahuje konope.

Pozndmky

Roztok sa musi skladovat’ na chladnom tmavom mieste a zlikvidovat', ak nadobudne tmavozItu farbu.
Tento test nie je natolko citlivy ako dva testy s filtraénymi papierikmi vy$sie.
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Test 4-Aminofenol (4-AP)

Nedavne studie preukazali vyuzitelnost testu farby 4-aminofenol (4-AP) na pociatocné
rozliSenie medzi konope na drogu a na priemyselné tcely [76].

Test sa vykonava na bodovej doske alebo v skimavke.

Cinidlo A: 4-Aminofenol (4-AP) 300 mg 4-AP v 995 ml etanolu a 5 ml 2
M kyseliny chlorovodikovej

Cinidlo B: Hydroxid sodny 30 g hydroxidu sodného v 300 ml vody
a 700 ml etanolu

Metdda

Vlozte malé mnozstvo vzorky rastlinného materialu (napr. 5 mg) na bodovu dosku alebo do
skumavky.

Pridajte dostatocné mnozstvo €inidla A, aby bola vzorka ponorena.

Pridajte dve az Styri kvapky €inidla B. PoCet kvapiek zavisi od pouzitého nastroja a mnozstva
¢inidla A potrebného na prekrytie vzorky.

Vysledky

Modra farby sa vygeneruje, ked je v konopnej vzorke hladina THC priblizne trikrat vyssia ako
CBD.

Ruzova farba je ukazovatelom toho, ze hladina THC je priblizne trikrat niz$ia ako hladina CBD.

Pozndamky

Zmenu farby je potrebné pozorovat' v prvych dvoch mindtach po pridani ¢inidla B. Nejednoznacné
vysledky (akakolvek ina farba ako modra alebo ruzova) sa pozoruju vtedy, ked je hladina THC a CBD v
ramci faktora tri jedného voci druhému, ¢o preukazuje obmedzenia testu v tychto scenaroch.

Co sa tyka domacich bylin, nebola zaznamenana Ziadny vyrazna reakcia, okrem $alvie a oregana.
Cinidla A a B skladované v chladnicke (8 °C) v Zltohnedych nadobach su stabilné minimaine $est
mesiacov.

5.4.4 Chromatografia na tenkej vrstve

Chromatografia na tenkej vrstve (TLC) je bezne pouzivana technika na oddelenie a
identifikaciu drog. Je nenakladnj, rychla a flexibilna pri vybere oboch faz, stacionarnej
aj mobilnej, a pristupna Sirokému sortimentu latok, v rozsahu od najpolarnejsich po
nepolarne materidly. TLC zabezpecuje identifikiciu zloziek, ked sa pouziva v
kombinacii s referencnym Standardom drogy. Vyuziva sa v kombindacii s inymi

technikami na jednoznacné potvrdenie identity drogy.

Existuje viac metéd TLC na kvalitativnu a semi-kvantitativnu analyzu konope, ktoré
vyuzivaji rozne stacionarne fazy (Stitky TLC) a systémy rozpuistadiel a mierne odlisnu
pripravu vzoriek a vizualizacnych/detekénych technik. Mnohé z tychto metod
prinasaju akceptovatelné vysledky. Akykol'vek novy postup, ktory sa ma pouzit v

laboratoériu, vsak musi byt pred rutinnym pouzivanim validovany a/alebo overeny.
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Stitky TLC (staciondrna fiza)

Povrch: Kremicity gél G s vrstvou hrubou 0,25 mm a obsahujtci staticky indikator, ktory
je fluorescenény pod UV svetlom vinovej dizky 254 nm (kremidity gél GFas4).

Typicka velkost stitku: 20 x 20 cm; 20 x 10 cm; 10 x 5 cm (poslednd moznost' sa
vyuziva tak, Ze 10 cm strana je v nadobe TLC umiestnend vertikalne).

Mo6Zu sa vyuZivat aj vysoko vykonné Stitky HPTLC (High Performance TLC). Maju
optimalizovany kremicity gél sorbent 60 s velkostou C¢iastociek iba 56 pm, v
porovnani s 10-12 pm, ktoré sa pouzivaju v beznych Stitkoch TLC a ponukaju
rychlejSiu analyzu a citlivost’ (pozri metédy TLC nizsie).

Stitky, ktoré si analytik pripravi, musia byt pred pouzitim aktivované tak, Ze sa
umiestnia do riiry na 120 °C na minimalne 10 az 30 mindt. Stitky sa potom skladuji v
odmastenom desikitore cez oranzovy kremicity gél. MdZe sa pouzit aj modry
kremicity gél. Je vSak nutnad naleZitd opatrnost, lebo modry gél obsahuje chlorid
kobaltnaty (II), ktory moze byt pre 'udi karcinogénny. Pre komercne dostupné gélové
Stitky nie je potrebna aktivacia teplom.

Metody

Metddy popisané nizsie boli testované v teréne a povazuju sa za vhodné na dany tcel.

Systémy vyvijajucich rozpustadiel TLC

Pripravte si vybrany systém vyvijajuceho rozpustadla (ako je popisané nizsie) Co
najpresnejsie, ako je to mozné, pomocou pipiet, dispenzarov a odmernych valcov.
Ponechajte systém rozpustadla v nddobe TLC dostatocne dlho, aby sa dosiahla faza
nasytenia vyparov pred analyzou (s nddobami, ktoré su vystlané absorpénym papierom to
trva priblizne 5 minut).

Metoda 1

Stitok: HPTLC 10 x 10 cm kremiéity gél

Systém A: Petrolejovy éter 60/90 80 % viv
Dietyléter 20 % viv
Systém B: Cyklohexan 52 % viv
Diizopropyléter 40 % viv
Dietylamin 8 % viv
Systém C: n-Hexan 70 % viv
(pre kanabinoidové kyseliny) Dioxan 20 % viv
Metanol 10 % viv

Podmienky nadoby: 30 mintit s filtratnym papierikom na jednej strane
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Metoda 2

Stitok: Vopred pokryty plastovy &titok TLC s kremigitym gélom 60 Fss, 10 cm (vy$ka) x 20 cm ($irka),
hrabka 0,2 mm.

Systém D: Toluén 97 % viv

(iba pre neutraine kanabinoidy) Dietylamin 3% viv

Podmienky nadoby: 15 mintit s filtranym papierikom na jednej strane

Vyvoj Stitku priblizne 10 minut

Priprava vzorky

Ak je ucel preskimania kvalitativny (napr. na potvrdenie mikro- alebo
makroskopického dékazu, Ze podozrivy materidl je konope), nie je potrebna
homogenizacia rastlinného materialu (pozri ¢ast 5.4.2). Na extrakciu by mali byt
vybraté tie Casti konopnej rastliny, o ktorych je zndme, Ze obsahujt najvyssie hladiny
kanabinoidov (napr. kvitnice Spicky a horné listy).

Vhodné mnoZzstva na extrakciu st priblizne 500 mg rastlinného konope, 100 mg konopnej
zivice a 50 mg tekutého konope (konopny olej). Extrakcia by mala byt napldnovana tak,
aby produkovala zaverecné roztoky s koncentraciami THC priblizne 0,5 mg/ml. Typické
urovne THC v konopnom materialy st uvedené v Casti 4.5.

Vzorka je extrahovand s 10 ml rozpudstadla na 15 minut pri izbovej teplote
potrasenim alebo v ultrasonickom kupeli. Extrakt sa filtruje pred chromatografiou.
Je mozné pouzit aj pasivnu extrakciu so zmesou vzorky/rozpustadla, ktora sa
ponecha stat. Moze sa vykonat aj filtracia, ale nevyzaduje sa; pouzitie kalovej
tekutiny by malo priniest spolahlivé vysledky. Na ucely identifikdcie postacuju
mensSie mnozstva rozpustadiel a vzorky. Akdkolvek modifikdcia popisaného
postupu vSak musi byt overena a schvalend v analytikovom laboratdriu.

Kedze kanabinoidy su 'ahko rozpustné vo vacsine organickych rozpustadiel, su rovnako
vhodné na ich extrakciu metanol, petrolejovy éter, n-hexan, toluén, chloroform a
kombinacie rozpustadiel, ako napriklad metanol:chloroform (9:1 v/v). Nepolarne
rozpustadla ako s n-hexan a petrolejovy éter vSak poskytuju relativne Cisty extrakt, ale
extrahuju iba neutralne/volné kanabinoidy kvantitativne, pricom iné rozpustadla a ich
kombinacie poskytuju aj kvantitativne extrakcie kanabinoidovych kyselin (pozri aj cast
4.4).

Co sa tyka kvalitativnej analyzy, je vyuZitie petrolejového éteru dostatujiice na
extrakciu hlavnych kanabinoidov, priCom na ucely stanovenia mnoZstva a na urcenie
celkového THC by sa mali pouzit iné rozptstadla alebo kombinacia rozpustadiel.
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Standardné riesenia

Standardné roztoky by sa mali pripravit' v koncentrdcii priblizne 0,5 mg kanabinoidu
na ml v metanole a mali by sa skladovat' na chladnom tmavom mieste (pozri Cast
4.3).

Nanasanie a vyvoj

Aplikujte napriklad 1 pl az 5 pl pomernych Casti roztoku vzorky, 2 ul Standardnych
roztokov a 2 pl rozpustadla (negativna kontrola) ako oddelené body na Stitku TLC.
Odportca sa aj vykonat test s prazdnym rozpustadlom v rovnakom case na
preukazanie toho, Ze rozpustadlo pouZité na extrakciu vzorky neobsahuje Ziadne
kanabinoidy. Nanasanie sa musi vykonavat opatrne, aby sa zabranilo poskodeniu
povrchu Stitku.

Analytické poznamky
e Vychodiskovy bod priebehu (,linia nandsania“) by mal byt 2 cm od dolnej
Casti Stitku.
o Medzery medzi aplikdciami vzorky (nandsané body) by mali mat' minimalne
1 cm a body by nemali byt umiestnené blizsie ako 1,5 cm od okraja Stitku.

e  Aby sme zabranili zmieSaniu bodov pocas vyvoja, vel kost vzorky by mala byt
¢o najmensia mozna (2 mm) aplikovanim roztokov pomerne a nie jedinym
vstreknutim.

e Nechajte body vysuSit aumiestnite Stitok do nadoby nasytenej
rozpuStadlom. Saturdcia plynnej fazy sa dosiahne vystlanim nadoby
podlozkami alebo filtranym papierom napustenym rozpustadlom.

e Rozpustadlo vnadobe musi dosahovat pod liniu nanasania.

e Odstrante Stitok zvyvojovej nadoby ¢o najskor ako je to mozné, ked
rozpustadlo dosiahlo liniu vyvoja (10 cm od vychodiskovej linie) oznac¢enu
vopred, inak sa body prekryju.

Vizualizacia/detekcia

Stitky sa pred vizualizaciu musia vysusit. D4 sa to urobit pri izbovej teplote alebo
pomocou susicky, rury alebo horticeho vzduchu. V pripade rury alebo horticeho
vzduchu je potrebné dbat na to, Ze Ziadna zlozka nie je vystavena tepelnému rozkladu.
Odporuca sa pouzitie digestora.

Metody vizualizacie/detekcie

i. UV svetlo s 254 nm

Pozoruju sa tmavé body voci zelenému pozadiu. Body sa oznacia a ak je to potrebné,
zaznamena sa digitalna fotografia.

ii. Sprejové ¢inidlo

Na pripravu sprejového cinidla sa pouzivaju aj Fast Blue B alebo solI'ny test Fast Blue BB
a tiez Fast Blue RR, tak ako je popisané nizsie (tabul'ka 4).
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Tabul'ka 4. Priprava sprejovych Cinidiel

Cinidlo 1

Cinidlo 2

Cinidlo 3

Cinidlo 4

Soiny roztok Fast Blue B 50 mg v 20 ml NaOH (0,1 N)

sOTny roztok Fast Blue B 50 mg v 1 ml vody, potom sa prida 20 ml metanolu.

Soiny roztok Fast Blue BB 20 mg v 25 ml vody, nasledne pridajte priblizne 3
ml 2,5M NaOH

Soiny roztok Fast Blue BB 50 mg v 25 ml metanolu alebo metanol:voda (1:1)

Ked sa pouZivaju Fast Blue BB alebo Fast Blue RR, nie je potrebnd kaZdodenna
priprava sprejového Cinidla.

Ak je potrebné Stitok s vysledkami analyzy uchovat, pouZije sa nasledujica sekvencia
sprejovania: Dietylamin - roztok Fast Blue B - Dietylamin. Po vysuseni horticim vzduchom
alebo cez noc pri izbovej teplote sa Stitok zapecati do priehl'adného plastového vrecka a
moZe sa skladovat' dlhodobo bez stmavnutia.

Analytické poznamky

Pre spravny vyvoj farby je dolezité, aby bol Stitok TLC alkalicky. Preto by pred
pouzitim cinidla 2 mal byt na Stitok nastriekany dietylamin (tabulka 4).

Stitok TLC sa nesmie pri sprejovani ¢inidla premokrit, kedze by sa mohli body
zmieSat’.

Pri pouziti testu Fast Blue B je potrebné postupovat s nalezitou opatrnostou,
kedZe sa povazuje za karcinogénny.

Testy Fast Blue RR a Fast Blue BB st vhodné alternativy, hoci obe maju pomalsi
reakcny cas. Test Fast Blue BB poskytuje body intenzivnejsich a zivsich farieb.

Vysledky (interpretdcia)

Po vizualizacii oznacte body (napr. ceruzkou) a vypocitajte hodnoty retardacného faktora

(R1).

Re = ° Migraénd vzdialenost: od pévodu ku stredu bodu

Vyvojova vzdialenost: od povodu k prednej strane rozpustadla
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Tabul'ka 5. Rr x 100 hodnoty hlavnych kanabinoidov s pouzitim vyssie
uvedenych metdd

Systém vyvoja, R x 100 hodnoty

Zlucenina A B C D
CBN 33 26 47 28
THC 37 38 49 35
CBD 42 42 47 41

THCA 6 - 36 -

Vysledky v tabulke 5 (hodnoty R+ x 100) pre vyvojovy systém A, B a C sa tykaju
vyuzitia metéd pomocou Stitkov HPTLC ako je popisané v tejto Casti. Tradi¢né stitky
20 x 20 cm s 0,25 mm hrubou vrstvou kremicitého gélu poskytuji porovnatelné
separdcie, ale je potrebné urcit’ prislusné hodnoty R:. Vyvojovy systém C sa odportca
iba na separaciu a identifikiciu kanabinoidovych kyselin. Neposkytuje adekvatnu
separaciu CBN, THC a CBD.

Semi-kvantitativna analyza konope pomocou THC
Analytické poznamky

o Hodnoty R nie st vzdy reprodukovatelné kvoli malym zmendm v zloZeni Stitku
a aktivacii, systémom rozpustadiel, saturacii nadoby alebo vzdialenosti vyvoja.
Podliehaji tiez odchylkam v zavislosti od laboratérnych podmienok (teplota,
vlhkost, atd.). Preto st ziskané hodnoty R¢ ukazovatelmi chromatografického
spravania uvedenych latok.

¢ Je nevyhnutné, aby boli na rovnakom Stitku vykonané zaroven aj referencné
Standardy.

o Na tucely identifikacie by hodnota R¢ a farba bodov mali byt vzdy zvazované po
sprejovani primeranymi vizualizatnymi ¢inidlami.

V niektorych pripadoch méze byt uzitocné rychlo odhadnut koncentraciu THC vzorky
konope. Je mozné to urobit’ vyvojom Stitku TLC a porovnanim intenzity bodu TLC
vzorového roztoku s bodmi TLC produkovanymi pridanim zvySujiceho sa mnoZzstva
roztoku referencného standardu TLC so znamou koncentraciou. Napriklad:
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Priprava vzorky konope

Hmotnost' odobratej konopnej vzorky =500 mg
Mnozstvo roztoku pouZité na extrakciu =10 ml
Mnozstvo bodu vzorky na Stitku TLC =1ul

Standardna priprava THC
Koncentracia Standardu THC =0,5 mg/ml
MnozZstvo Standardu aplikovaného bodu na stitku THC=1, 2,3 pl

Porovnajte intenzitu bodu vzorky s bodmi réznych koncentracif Standardného roztoku
THC. Ak ma bod vzorky podobnu farebnu intenzitu ako 3 pl Standardny bod THC, je
mozné odhadnut obsah neutradlneho THC vo vzorke konope pomocou nasledujiceho
vzorca, s pouzitim 3 pl Standardného roztoku THC ako priklad:

Koncentrdacia THC v bode vzorky x mnozstvo roztoku pouzité na extrakciu x 100 %

hmotnost Vzorky konope

Koncentrdacia THC v Standardnom bode x mnoZstvo roztoku pouzité na extrakciu x 100 %

hmotnost vzorky konope

(0,5rTrT11grx3)x10me100%

= =3.0%
500 mg

5.4.5 Plynova chromatografia - detektor ionizacie plamena

Plynova chromatografia - detektor ionizacie plamena (GC-FID) je beZne pouZzivana
technika pri analyze zhabanych drog a moze sa vyuzit na kvalitativnu aj kvantitativnu
analyzu. Pri pouziti GC na analyzu konope je dolezité zvazit dekarboxylaciu kyslych
kanabinoidov, zvlast THCA. Rozsah dekarboxylacie THCA na THC zavisi od
parametrov nastroja a metddy a ovplyviiuje urcenie celkového obsahu THC.

Dekarboxylaciu je mozné vykonat pred analyzou. Pripadne derivatizacia, ktora zabranuje
dekarboxylacii je pristup na kvantifikovanie THC a THCA oddelene. Je tiez nutné
poznamenat, ze THC sa moze rozkladat na CBN pri vysSich teplotach GC. Akykolvek
pristup sa na urcenie THC zvoli, mala by byt vykonana vhodna validacia met6dy.

Metoda

Nizsie uvedené parametre pochadzaju z validovanej metédy [73]. Validacia zahfnia cely
proces od pripravy vzorky po analyzu GC. Iné postupy mozu tiez priniest akceptovatelné
vysledky, ale musia byt validované a/alebo overené pred rutinnym pouzivanim.
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Prevddzkové podmienky GC-FID

Stipec: 15mx 0,25 mm i.d., 0,25 ym
Féaza: 5 % difenyl - 95 % dimetylpolysiloxan
Nosic: Hydrogén, 1,1 ml/min., nepretrZity tok
Vstrekovac: Stiepenie/bez Stiepenia, 280 °C
Pomer Stiepenia: 20:1
Rura: 2 min. na 200 °C, 10 °C/min. 200-240 °C, 2 min. na 240 °C
Detektor: FID 300 °C, Hz 35 ml/min., vzduch 350 mi/min.
Interny Standard: Tribenzylamin (TBA) v etanole (0,5 mg/ml)
Vstrekovanie: 1,5 ul, Stiepenie
Poradie elcie: CBD, THC, CBN

Priprava vzorky

200 mg suchého homogenizovaného rastlinného konope (pozri Cast 5.4.2) sa
extrahuje s 20 ml interného Standardného (ISTD) roztoku (pozri nizsie) na 15 minat
v ultrasonickom kupeli. Kvoli vyS$Sej koncentracii THC v konopnej Zivici, staci iba
100 mg Zivice. Ak je vzorkou konopny olej (haSiSovy olej) mnoZstvo 50 mg je
dostacujuce.

Dekarboxyldcia THCA pred analyzou

Dorazne odporucame vykonat krok dekarboxylacie pred analyzou GC, ak Specificky
systém plynovej chromatografie a podmienky analyzy nepovedd k tplnej
dekarboxylacii THCA.

Preneste 500 pl roztoku do 2 ml ampulky GC. Umiestnite ampulku do zahrievacej
jednotky (150 °C) alebo 12 minut na dekarboxylaciu THCA. Ked sa roztok odpari,
rozpustite zvySok v 1,5 ml etanolu, ampulku dobre potraste a pouzite roztok na analyzu.

Kalibracia

KedZe referencny material THC méze degradovat, vo vel'kej miere je akceptovana
kvantifikacia THC pomocou referenéného materialu CBN na kalibraciu. Teoreticky,
korelac¢ny faktor CBN voci THC je 1,00 a CBN sa moéZe pouzit na vypocet obsahu
THC [74]. Na ucely validacie je dobrou stratégiou merat a monitorovat pomer CBN
s podobnou zluceninou ako je CBD na preukazanie validity faktora teoretickej
korelacie v danom plynovom chromatografe.

Roztoky na kalibrdciu
Pripravte Standardny roztok CBN v 2 ml nddobkach na GC ako je popisané nizsie:
Zasobny roztok (SS): 1 mg CBN/ml etanol

Stredné rozriedenie (ID): 100 pl zasobny roztok + 900 pl etanol
Interny Standardny roztok (ISTD): 0,5 mg tribenzylamin (TBA)/ml etanol
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¢ ID/SS Roztok ISTD MnoZstvo etanolu Koncentrdcia
St 1 50 ul ID + 500 pl roztoku ISTD +~950 pl 01%
St2 250 ul ID + 500 l roztoku ISTD +~750 ul 0,5 %
§t3 50 ul SS + 500 pl roztoku ISTD +~ 950 pl 1%
St4 150 yl SS + 500 pl roztoku ISTD +~850 pl 3%
§t5 250 ul SS + 500 pl roztoku ISTD +~750 pl 5%
St6 500 pl SS + 500 pl roztoku ISTD +~ 500 pl 10 %
St7 800 pl SS + 500 pl roztoku ISTD +~200 pl 16 %

Rozsah Kkoncentracii pouzitého Standardného roztoku je potrebné prispdsobit
ocakavanému mnozstvu THC v analyzovanej vzorke. Standardné roztoky sa musia
skladovat na chladnom, tmavom mieste a mdéZu sa pouZzivat maximdlne S$tyri
mesiace.

Derivatizacia
Ak sa THCA analyzovalo oddelene, teda bez dekarboxylacie, musi byt 1,5 ml z vyssie

uvedeného extraktu (nie tepelne dekarboxylovaného) derivatizované pred analyzou
GC. Casto pouzivané derivatizacné Cinitele su:

MSTFA: N-metyl-N-trimetylsilyltrifluoroacetamid
BSTFA/TMCS: N,O-bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid/trimetylchlorosilan (1 %)

Roztoky ako etanol je nutné odstranit, kedZze mézu reagovat s derivatizacnym
¢inidlom. Obycajne sa odstranuju jemnym naparovanim dusikom. ZvySok sa odoberie
do 1,5 ml chloroformu. Pridajte 100 ul MSTFA a zohrievajte po dobu 30 min. na
70 °C. Vysledny roztok je mozné priamo analyzovat.

Ako je uvedené v casti 4.3, v kyslych podmienkach sa moéze vyskytnat
cyklizdcia CBD na THC a izomerizacia A’-THC na A%-THC. Preto nie su
vhodnymi ¢inidlami na derivaciu THC a CBD kyslé derivatizacné ¢inidla, ako
napriklad trifluoroacetik anhydridhexafluoroizopropyl alkohol (TFAA-HFIP)
alebo pentafluoropropionik anhydridpentafluoropropanol (PFPA-PFPOH)
[77], [78].

5.4.6 Plynova chromatografia - hmotnostna spektrometria

Plynova chromatografia - hmotnostna spektrometria (GC-MS) je jednou z najcastejsie
vyuzivanych technik na identifikiciu vzoriek drog vo forenznej vede. Ako
naturalizovana technika, spaja silu separacie a citlivosti GC so Specifickostou
analyzovanej vzorky spektrometrickou technikou. M6ze poskytnut vysoko Specifické
spektralne tdaje o jednotlivych zliceninach v komplexnej zmesi. Tato technika
samotna vSak nie je vhodna na
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identifikaciu tepelne nestabilnych kanabinoidovych kyselin, napriklad THCA a CBDA.
Na identifikaciu tychto zlicenin by bola potrebna derivatizacia pred analyzou GC-MS
alebo vyuzitie netepelnej metédy (napr. FTIR alebo LC).

Analyza GC-MS sa moze vykonat podobne ako analyza GC-FID (pozri Cast 5.4.5).
Parametre z validovanej met6dy na kvalitativhu analyzu beZnych kanabinoidov,
vratane kanabinoidovych kyselin derivatizaciou st uvedené niZsie.

Priprava vzoriek s derivatizaciou

Preneste 1 ml (alebo primerané mnoZstvo) extraktu vzorky (nie v silylizablovanom
roztoku ako napriklad petrolejovy éter) do malej ampulky. Pridajte 50 ul MSTFA
aktivovany III (MSTFA aktivovany imidazolom). Uzatvorte nddobku so vzorkou a dajte
do virivky, aby sa dobre premiesala. Nechajte zmes stat 30 minut pri izbovej teplote.
PremieSajte a vstreknite 1 pl vzorky do GC-MS.

Stipec: 12,5 m x 0,20 mm i.d., 0,33 ym

Faza: Agilent HP-5MS (5 %-fenyl)-metylpolysiloxan

Nosi¢: Hélium, 1,6 ml/min, nepretrzity tok

Vstrekovac: Stiepenie/bez Stiepenia, 280 °C

Pomer Stiepenia: 70:1

Rura: 0,5 min na 80 °C, 40 °C/min. 300 °C, 1 min.

Detektor: Detektor hmotnosti, rezim elektronového ionizétora nastaveny na

perfluorotributylamin (PFTBA)
Elektronova energia: 70 eV
Teplota rozhrania: 280 °C
Skenovaci rezim: pozitivny

Miera skenovania: 2N, kde N = 1
Teplota iénového zdroja: 230 °C
Kvadrupdlova teplota: 150 °C
Faktor narastu: 1

Vstrekovanie: 1,0 pl, Stiepenie

Referencné spektra najbeznejSich kanabinoidov vratane izomérov THC v
derivazitovanej a nederivatizovanej forme su k dispozicii v beznych komerc¢nych
databazach MS a boli uvadzané v literattre [79], [80].

Doba platnosti GC niektorych izomérov THC a inych kanabinoidov pri pouziti vyssie
uvedenej metddy je uvedena v tabul'ke 6 nizsie.
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Tabul'ka 6. Casy platnosti GC a hmotnostné iény GC-MS

Pribl. doba

Kanabinoid ?ﬁ;’??m g)n;(ryrtr.u;‘;igovany nadbytok %)
CBD 2TMS* 5,05 458 (7), 390 (100), 351 (21), 337 (51), 324 (15), 319 (17),
301 (32)
CBD 5,37 314 (7), 246 (13), 231 (100), 193 (7), 174 (8), 121 (6)
(6aR,95)-A10-THC TMS 5,37 386 (89), 371 (100), 343 (34), 330 (18), 315 (39), 303 (31)
(6aR,9R)-A0-THC TMS 5,45 386 (92), 371 (100), 343 (31), 330 (19), 315 (44), 303 (32)
CBN TMS 5,49 382 (10), 367 (100), 323 (2), 310 (5), 295 (3), 238 (3)
(-)-48-THC 5,53 314 (81), 299 (9), 271 (37), 258 (38), 243 (5), 231 (100)
(-)-48-THC TMS 5,54 386 (69), 371 (8), 343 (22), 330 (44), 315 (3), 303 (100)
(6aR,9R)-A10-THC 5,54 314 (72), 299 (100), 271 (44), 258 (24), 243 (27), 231 (45)
(-)-49-THC 5,58 314 (85), 299 (100), 271 (46), 258 (23), 243 (30), 231 (70)
(-)-49-THC TMS 5,58 386 (98), 371 (100), 343 (29), 330 (16), 315 (53), 303 (45)
(6aR,95)-A10-THC 5,62 314 (64), 299 (100), 271 (48), 258 (22), 243 (25), 231 (41)
CBN 5,71 310 (11), 295 (100), 251 (4), 238 (13), 223 (4), 165 (3)

*TMS= trimetylsilyl,

Pouzitim vyssie uvedenej metédy je mozné odlisit (-)-4°-THC od (-)-48-THC,
(6aR,9R)- A1-THC a (6aR,9S)-41-THC podla prislusnych casov platnosti. V
dosledku roznych umiestneni dvojitej vazby na pozicidch 8, 9, a 10 maju izoméry
rézne relativne pomery i6nov hlavnej hmoty ako je uvedené v tabulke vyssie.
[zoméri (-)-4°-THC a (-)-48- THC maju rozne zakladné piky, konkrétne m/z 299 a
231. Hoci (-)-4°-THC a dva 4%°-THC izoméry maju rovnaky zakladny pik (tzn.m/z
299), je mozné ich rozliSit' porovnanim relativneho pomeru m/z 299 a 231.

Obrazok XIV. Spektra GC-MS izomérov THC
Hmotnostné spektrum (-)-49-THC

Obrazok grafu - vydatnost - m/z
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Hmotnostné spektrum (-)-48-THC

Obrézok grafu - vydatnost - m/z

Hmotnostné spektrum (6aR,9R)-410-THC

Obrazok grafu - vydatnost - m/z
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Hmotnostné spektrum (6aR,95)-410.THC

Obrézok grafu - vydatnost - m/z

Je v8ak potrebné poznamenat, Ze CBD a CBC sa pri pouziti tejto metédy vymyvaji. Na
analyzu, ktord vyzaduje presné urcenie CBD ¢i uz na kvalitativne alebo kvantitativne
ticely sa poutzije stipec GC s réznou selektivitou. Stredne polarny stipec so (35 % fenyl)-
metylpolysiloxan stacionarnou fazou zabezpecuje dobré rozlisenie CBD a CBC pomocou
metddy nizsie. Casy platnosti CBD a CBC ziskané pomocou tejto metédy st 11,06 a
10,79 minut.

Stipec: 15m x 0,20 mm i.d., 0,33 pm;

Faza: Agilent HP-35MS (35 %-fenyl)-metylpolysiloxan

Nosi¢: Hélium, 12 psi, nepretrzity tlak

Vstrekovac: Stiepenie/bez Stiepenia, 280 °C

Pomer Stiepenia: 40:1

Rura: 3 min. na 100 °C, 40 °C/min. 260 °C (7 min.), 40 °C/min. 300 °C (3 min.)
Detektor: Detektor hmotnosti, rezim elektronového ionizétora nastaveny na

perfluorotributylamin (PFTBA)
Elektronova energia: 70 eV
Teplota rozhrania: 280 °C
Skenovaci rezim: pozitivny

Miera skenovania: 2N, kde N = 2
Teplota iénového zdroja: 230 °C
Kvadrupdlova teplota: 150 °C
Faktor narastu: 1

Vstrekovanie: 1,0 pl, Stiepenie
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5.4.7 Tekuta chromatografia

Tekutd chromatografia (LC) je beZna a robustna analyticka technika, ktora sa
nepouZiva iba na oddelenie zloZiek v zmesi ale mdZe sa pouZit aj na kvantifikaciu. V
désledku bylinnej podstaty materidlu z konopnej rastliny, je ¢asto pred analyzou
potrebné vzorku odistit. Je potrebné poznamenat, Ze je nutné vyhnit sa vyuzitiu
zakladnych podmienok na urenie mnoZstva kanabinoidovych kyselin, kedZe to
moZe ovplyvnit ¢as platnosti analytu, tvar piku a selektivitu. Piky koreSpondujice s
kanabinoidmi by mali byt dobre objasnené, ked’ze akékol'vek vymyvanie s cielovym
analytom bude mat dopad na presnost kvantifikacnych vysledkov.

Jednou vyhodou pouZzivania LC na kvantifikiciu kanabinoidov je jednoduchost
urcenia mnoZzstva neutralnych a Kkyslych kanabinoidov bez potreby vykonat
karboxylaciu. Celkovy obsah THC vo vzorke sa teda ziska s¢itanim mnoZstva THC a
THCA z dvoch pikov chromatografu. NiZz§ie st uvedené dve metddy s
dekarboxylaciou a bez nej.

Metoda 1

Postup uvedeny nizsie je validovani met6da na analyzu celkového obsahu THC
(THC + THCA) v rastlinnom konope po extrakcii metanolom/chloroformom a
naslednej dekarboxylacii [81], [82]. Validacia zahfnia cely proces od pripravy
vzorky po analyzu LC. Pri adekvatnom overeni sa mdze rovnaky postup pouzit
aj na iné konopné produkty. Iné postupy mozu tiez priniest akceptovatelné
vysledky, ale musia byt validované a/alebo overené pred rutinnym pouzivanim.

Typ stipca: 250 x 4 mm LiChrospher® 60 RP-8 (5 pm)
predstipec 4x4 mm RP-8 (5 ym)

Teplota stipca: 30°C

Faza mobility: Acetonitril: voda (80:20 v/v), izokraticky, ¢as zastavenia 8 min.

Prietokova miera: 1 ml/min

Detekcia: Fotodioddové usporiadanie (PDA), 220 nm a 240 nm

Vstrekovanie: 10 ul

Poradie elucie: CBD, CBN, THC, THCA (ak sa nevykona dekarboxylacia alebo je
nekompletna)

Priprava vzorky

Extrakt 500 mg suchého a homogenizovaného rastlinného konope (pozri Cast 5.4.2)
s 5 ml metanol:chloroform (90:10 v/v) s nasledujicim postupom: 10 sekiind na
virivke, 15 min. v ultrasonickom kupeli, vratane opakovania virivky po 5, 10 a 15
mindtach, potom odstredenie.

Dekarboxylacia

Preneste 200 pl vysSie uvedeného extraktu do derivatizacnej nadoby. Odparte
rozpustadlo do sucha pomocou dusikového plynu. Zohrievajte vzorku 15 minit na 210
°C. Rozpustite zvySok v 200 ul metanol:chloroform (90:10 v/v).
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Priprava konecného roztoku na analyzu

Vyssie uvedeny dekarboxylovany roztok sa rozriedi metanolom s faktorom 100 (v
dvoch krokoch, kazdy 100 ul + 900 pl). Pre nizsi obsah THC (< 0,5 %) postacuje faktor
riedenia 10 namiesto 100.

Kalibracia
Zasobny roztok:  Standardny roztok 1 mg (-)-A%-THC/ml metanol
Roztok 1: 100 pl (zasobny roztok) + 900 ul metanol = 0,1 mg THC/ml
metanol
Roztok 2: 100 pl (roztok 1) + 900 ul metanol = 0,01 mg THC/ml
metanol
x Metanol
. Std M Koncentrdcia
Nie. (mnoss. Stand.,) (mnoZstvo metanolu) (mg/ml)
1 10 pl 0,01 mg/mi 90 pl 0,001
2 50 pl 0,01 mg/ml 50 pl 0,005
3 10 pl 0,1 mg/ml 90 pl 0,01
4 50 pl 0,1 mg/ml 50 pl 0,05
5 50 pl 0,1 mg/ml 10 l 0,1

Standardné roztoky sa musia skladovat na chladnom, tmavom mieste a mézu sa
pouzivat maximalne Styri mesiace.

Vysledky

Cas platnosti rovnako ako spektrum DAD (Detekcia s diédovym polom) jednotlivych
kanabinoidov sa pouziva na ich kvalitativnu identifikaciu.

Ldtka Doba platnosti (min.) Relativna doba platnosti
kanabidiol 4,9 0,69

kanabinol 6,0 0,85

(-)-48-THC 7,1 1,00
(-)-4°-THCA 7.4 1,04

Vypocet kvantitativnych vysledkov sa moze vykonat pomocou ktorejkol'vek z vinovych
dizok 220 a 240 nm.
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Metoda 2

Stidie preukazali, Ze proces dekarboxylacie nemusi priniest’ plnt konverziu THCA
na THC [69]. M6Ze sa vyskytnut aj degradacia THC na CBN, ak nie st teplota a trvanie
dekarboxylacie optimalizované. Pomocou LC je moZné vykonat' aj analyzu konope bez
dekarboxylacie, tak ako je popisané v metdde nizsie.

Tuto metddu je mozné pouZit na analyzu CBD, CBDA, CBN, THC, CBC a THCA v
konope a tieZ na rozliSenie A°-THC a A8-THC po extrakcii vhodnym
rozpusStadlom, napriklad etanol, metanol alebo zmes rozpustadiel (pozri niZsie).
K dispozicii si dve varidcie tejto metoédy (2A a 2B), ktoré vyuZzivaju rovnaké
nastrojové parametre ale s roznymi gradientmi mobilnej fazy. Metéda 2B
umoZziuje separaciu CBD od CBG v pripade potreby.

Priprava vzorky

Extrakt 250 mg suchej a homogenizovanej vzorky konope s 20 ml metanolu. Sonikujte
zmes 10 mintt alebo premiesajte. Prefiltrujte konetny roztok vzorky cez filter 0,2 pm
PTFE.

Nestale roztoky, ako napriklad petrolejovy éter, nie st vhodné na extrakciu vzoriek, kedze
vy$Sia miera odparovania moze spdsobit nepresnosti vo vysledkoch. Je tiez dolezité
poznamenat, ze nepolarne rozpustadla napriklad hexan, nie st Ucinné pri extrahovani
kyslych foriem kanabinoidov v porovnani s inymi polarnej$imi rozpustadlami a ich zmesami
(pozri Cast 4.4). KedZe matrica rastlinného konope je komplexnd, vyuzitie interného
Standardu nemusi byt vhodné. Pred rutinnym pouzitim musia byt vSetky met6dy validované
a/alebo overené.

Prevadzkové podmienky LC
Typ stipca: Shimadzu Shim-pack XR-ODS II, 3,0 mm ID x 75 mm, 2,2 um
Teplota stipca: 50 °C
Mobilna faza: Mobilna faza A: 0,085 % kyselina fosfore¢na vo vode

Mobilna faza B: 0,085 % kyselina fosforeéna v metanole

Prietok: 1 ml/min

Detekcia: Fotodiodové usporiadanie (PDA), 220 nm
Rozsah spektra: 210-350 nm

Vstrekovanie: 0,5 ul

Poradie elucie: CBD, CBN, THC, THCA

Dva rozne gradienty mobilnej fazy (metdda 2A a 2B) st popisané nizsie:
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Metoda 2A
Cas (min.) % Mobilnej fazy A % Mobilnej fazy B
0 25 75
7,50 10 90
7,51 5 95
9,50 5 95
9,51 25 75
13,00 25 75
Metoda 2B
Cas (min.) % Mobilnej fazy A % Mobilnej fazy B
0,00 40 60
5,00 40 60
16,00 28 72
24,00 15 85
25,00 15 85
25,01 40 60
29,00 40 60
Vysledky

Metdéda 2A je optimalizovand na kvantifikaciu CBN, THC a THCA a umoZiuje
analyzu do 13 minut, zatial' ¢o metdéda 2B poskytuje rozliSenie piku CBD/CBG,
ktoré sa dosahuje do 29 minut. V zavislosti od toho, ¢i je potrebné kvantifikovat
CBD, sa na pouzitie vyberd vhodna metdda. Priklady prislusnych chromatografov
z oboch metdd st uvedené nizsie.

Obrazok XV. Priklady chromatografov z metddy 2A a 2B
Metoda 2A

Obrazok grafu
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Metoda 2B

Obrazok grafu

5.4.8 Tekutd chromatografia - tandemova hmotnostna
spektrometria

Tekutd chromatografia - tandemova hmotnostna spektrometria (LC-MS/MS) je ulinna
technika, ktora spaja separacné vlastnosti konvencnej LC alebo ultra-vysoko vykonnej
tekutej chromatografie (UHPLC) s detekénymi schopnostami tandemovej hmotnostnej
spektrometrie, c¢oho vysledkom je vyznamné zvySenie selektivnosti a zniZenie
interferencie medzi aktivnymi prisadami a matricou. S vysokou citlivostou a
selektivnostou je LC-MS/MS vhodnd na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu nizkych
koncentracii kanabinoidov v komplexnych bylinnych zmesiach a matriciach, ako
napriklad pozivatiny s konope [83]-[86].

Dve met6dy s popisané nizsie: Prvd metéda vyuziva UHPLC-UV-MS na kvalitativnu a
semi-kvantitativnu analyzu kanabinoidov v bylinnych zmesiach. Druha met6da vyuziva LS-
MS/MS na kvalitativnu analyzu jedlej ¢okolddy napustenej konope a mohla by byt
adaptovand na kvalitativnu a kvantitativnu analyzu kanabinoidov v inych typoch vzoriek
[87].

Metoda 1

UHPLC spolu s ultrazvukovou detekciou a hmotnostnou spektrometriou (UHPLC-UV-
MS) je acinna technika, ktord spdja vlastnosti separacie UHPLC so schopnostami
dvojitej detekcie ultrafialového (UV) detektora a hmotnostného spektrometra. S
vysokou citlivostou a selektivnostou je UHPLC-UV-MS vhodnd na kvalitativnu aj
semi-kvantitativnu analyzu kanabinoidov v bylinnych zmesiach.

Nizsie uvedend metdda je vhodna na identifikdciu kanabinoidov a semi-kvantifikaciu
celkového THC (THC a THCA) v rastlinnom konope, konopnej Zivici a konopnom oleji po
extrakcii metanolom. Tato metéda umoziuje identifikovat' kanabinoidy pomocou casu
platnosti, profilu UV a molekulovej hmotnosti zlicenin. Vysledky semi-kvantifikacie sa
ziskavaju detekciou UV. Zluceniny st uvedené v tabulke 7 a niZSie si popisané aj
parametre nastrojov.
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Tabul'ka 7. Suhrn analyzovanych kanabinoidov

Ndzov zluceniny Typ testu

Kyselina kanabidivarinicka (CBDVA) Identlflkacla
Kanabivarin (CBV) Identlflkacla
CBDA Identlflkacla
CBGA Identlflkacla
CBG Identlflkacla
CBD Identlflkacla
Tetrahydrokanabivarin (THCV) Identlflkacla
Kyselina tetrahydrokanabivarinicka (THCV) Identlflkacla
CBNA Identlflkacla
CBN Identlflkacla

A9-THC Semi-kvantitativna
A8-THC Identifikacia

A9-THCA Semi-kvantitativna
Kanabiciklol (CBL) Identifikacia
CBC Identifikacia
Kyselina kanabiciklolicka (CBLA) Identifikacia

Priprava roztokov

Priprava roztokov potrebnych na analyzu je popisand niZsie, vratane pripravy
kalibraénych Standardnych roztokov, roztokov mobilnej fazy, atd'.

® 0,1 % kyselina mravc¢ia vo vode: zamieSat 1 ml kyseliny mravéej do 1 1
destilovanej vody.

® Riediaci roztok: zamieSat 250 ml 0,1 % kyseliny mravcej do vody a 750
ml metanolu.

® Mobilna faza A: zamieSat 2 ml kyseliny mravcej do 2 | destilovanej vody,
pridat 2,5 g mravéana amoénneho a rozpustit.

® Mobilna faza B: zamiesat 2 ml kyseliny mliecnej do 2 1 acetdnitrilu.

e Zasobny roztok A9-THC 50 pg/ml: z referencného materialu THC, pripravit
roztok s koncentraciou 50 pg/ml v riediacom roztoku.

e Kalibracny roztok A%-THC 10 pg/ml: pripravit 10 pg/ml kalibracného roztoku z
A9-THC 50 pg/ml zasobného roztoku.

® Kalibracny kontrolny roztok: referencné materialy obsahujice minimalne A%-
THC a A%-THCA treba pripravit. Rozried'te podla potreby v riedidle, aby sa
zabezpecilo, Ze konecné koncentracie st medzi 8 - 12 pg/ml A9-THC/A9-THCA.

® RozliSovaci kontrolny roztok: pripravte roztok na overenie rozliSenia, ktory
obsahuje minimalne kanabinoidy suspektne pritomné v a vyzadujice
identifikaciu. Pripravte tento roztok kanabinoidov rozriedenim
primeranych mnoZzstiev referen¢nych materialov s riediacim roztokom.
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Priprava vzorky

V 15 ml odstred'ovacej skimavke presne odvazte mnozstvo medzi 30 - 100 mg
reprezentativnej homogenizovanej vzorky. Pridajte 10,0 ml metanolu. Ak je to potrebné
a vzorka je velmi viskézna, je mozné extrakt zohriat na niekol'ko minut v teplom
vodnom kpeli.

Mechanicky mieSajte skimavku 30 mintt. Sonikujte vzorky 15 minut. Odstred'ujte
vzorky priblizne 5 minut pri 3 000 o/min.

Ak je to potrebné, riedenie sa moze vykonat v riediacom roztoku (napr. 1 ml

extraktu v 10 ml). Prefiltrujte vzorky podla potreby filtrom 0,2 pm PTFE. Preneste
vSetko do skimaviek HPLC na analyzu.

Prevadzkove parametre UHPLC-UV-MS

Ndstrojové parametre UHPLC

Typ stipca: Waters UHPLC HSS, 1,6 um, 2,1 x 150 mm alebo ekvivalent
Teplota stipca: 40 °C

Vstreknuté mnozstvo: 5ul

Celkovy ¢as trvania: 16 min.

Mobilna faza A:
Mobilna faza B:
Tlak stipca:
Oplach ihly:
Oplach uzaveru:

Gradient UHPLC:
Detekcné parametre UV

Kvantifikacia vinovej dizky:

Identifikacia vinovej dizky:

0,1 % kyselina mravcia vo vode + 20 mm mravéana
0,1 % kyselina mlie€na v acetonitrile

8 800 psi

100 % metanol

acetonitril : voda (1:9 v/v)

pozri nizSie

220 nm

skenovanie od 200 nm do 400 nm

Parametre a prietok pre izokraticku pumpu pre zriedenie po stl}aci

Manazér izokratického
rozpust'adla mobilnej
Oplach uzaveru:

Prietok ISM:

Stiepenie:

Detekcné parametre MS
Nastroj:

Narast:

Kapilarny:

0,1 % kyselina mlieéna v metanole (LCMS stuper)

metanol:voda (1:1 v/v)
0,5 ml/min.
100

Waters ACQUITY QDa Mass Detector
10
1,5 kV pozitivny
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Sonda:
Rezim detekcie MS:
loniza¢ny rezim:

Miera odoberania vzorky:

Odklonit’ ventil na detektor MS:

Odklonit' ventil do odpadu:

Programovanie SIR:

Gradient mobilnej fizy

600 °C

Selektivne nahravanie i6nov (SIR)

Elektro-sprejova ionizacia (ESI)

10 bodov/sek.

0,50 min.

11,50 min.
Pozri tabuiku 9

Cas (min.) Prietok (ml/min.) % Mobilnej faézy A % Mobilnej fazy B
1 0 0,400 35,0 65,0
2 2,50 0,400 23,0 77,0
3 8,50 0,400 23,0 77,0
4 10,50 0,400 10,0 90,0
5 11,00 0,400 10,0 90,0
6 12,50 0,400 35,0 65,0
7 16,00 0,400 35,0 65,0

Tabulka 8. Cas ellcie (min) a Amax (nm) zlG&enin

Analyt Cas elticie (min.) A max (nm)
CBDVA 3,20 223,5; 266,2; 304,3
CBDV 3,86 209,4; 275,7
CBDA 4,28 223,5; 266,2; 304,3
CBGA 4,48 223,5; 266,2; 304,3
CBG 4,81 204,7;271,0
CBD 5,03 209,4; 275,7
THCV 5,21 209,4; 275,7
THCVA 5,68 223,5; 271,0; 304,3
CBNA 6,29 256,7
CBN 6,70 218,8; 285,3
AS-THC 8,03 209,4; 275,7
A8-THC 8,30 209,4; 275,7
AS-THCA 9,02 223,5; 271,0; 304,3
CBL 9,25 209,4; 275,7
CBC 9,562 228,3; 280,5; 361,3
CBLA 10,44 228,3; 271,0; 304,3
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Tabulka 9. Programovanie selektivneho nahravania ionov (SIR)

Segment Analyt Hmota (Da) Kg’ﬁ{'cke’ . Navrh.ované okno ak.vizicie.
[M +H] napdtie (V) Start (min.) Koniec (min.)
1 CBDVA 331,42 15 2,50 3,50
2 CBDV 287,41 15 3,10 4,10
3 CBDA 359,48 15 3,80 4,80
4 CBGA 343,23* 15 4,10 5,10
5 CBG 317,48 15 4,40 5,50
6 CBD 315,46 15 4,60 5,60
7 THCV 287,41 15 4,70 5,70
8 THCVA 331,42 15 4,80 5,80
9 CBNA 355,44 15 5,50 6,70
10 CBN 311,43 15 6,00 7,20
11 A9-THC 315,46 15 7,20 8,40
12 A8-THC 315,46 15 7,20 8,40
13 A9-THCA 359,47 15 8,00 9,40
14 CBL 315,46 15 8,50 9,70
15 CBC 315,46 15 8,50 9,70
16 CBLA 359,47 15 9,60 10,60
*[M-OH]

Parametre detektora MS sa daji prispdsobit podla potreby, aby bolo mozné ziskat
analyty v primeranych segmentoch, napriklad zmenou zaciatku a/alebo konca
akvizi¢ného okna alebo zmenou Udalosti (presmerovaci ventil).

Kvalitativna analyza

Identifikacia sa vykonava porovnanim casu platnosti analytu s ¢asom platnosti
referencného Standardu. Dalej je potrebné porovnat spektrum UV a hmotu analytu s
referencnym materialom.

Semi-kvantitativna analyza (kalibrdcia a kalkuldcie)
A*-THC vypocet

Semi-kvantifikacia A9-THC sa vykondva v externej kalibracii sjednobodovou
kalibraciou voci kalibracnému roztoku A%-THC 10 pg/ml:
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Sa = Plocha analyt Mech = Hmotnost vzorky (mg)
Sstd = Plocha Standard FD = Faktor zriedenia (ml)
Cstd = Standardnd koncentracia (ug/ml)

Mnozstvo( ug/mi) = Sa x Cstd/Sstd
Mnozstvo (mg/g) = (Sa x Cstd / Sstd) x (FD/Mech) x (mg/1 000 xg) x (1 000 mg/g)
Mnozstvo (% viIv) = (Sa x Cstd/Sstd) x (FD/Mech) x (mg/1 000 pg) x 100

A%-THCA vypocet pomocou faktora relativnej odozvy (RRF)

A%-THCA sa vypocita pomocou odozvy A°-THC s pouzitim prislusného faktora
relativnej odozvy (RRF). Hodnota RRF A4°-THCA sa urcuje experimentdlne ako
doésledok analyzy 4°-THC a kalibracnych kriviek 49-THCA.

Ked sa RRF vyuZziva na semi-kvantifikdciu THCA s aplikovanim korek¢ného faktora
na kalibra¢ny Standard THC, upravi sa vys$Sie uvedend rovnica nasledovne: Sstd sa
nahradi Scorr.

Scorr = Plocha upravend s RRF  RRF = Faktor relativnej odozvy pre THCA
Scorr=Sstd X RRF

Je vSak stale mozné, pripravit' kalibra¢ny roztok pre 4°-THCA a kvantifikovat ho ako pre
A9-THC.

Vypocet celkového THC

Aby sme mohli zskat celkové hodnoty THC, musi sa mnozstvo ziskané pre THCA
konvertovat na ekvivalenty THC nasledovne:

molekulova hmotnost THC

Ekvivalent THC = X mnozstvo THCA
molekulova hmotnost THCA
) 314,46 g/mol 5
Ekvivalent THC = 358,47g/mol X mnozstvo THCA

Celkové THC = Mnozstvo THC + Mnozstvo THCA (v ekvivalente THC)

Metoda 2
Priprava vzorky

Pevné pozivatiny je mozné rozdrvit na prasok alebo zredukovat na mensie kasky
pricom tekuté pozivatiny sa mozu pouzit' priamo alebo po extrakcii. Ked' extrakéna
metdda neprinesie uspokojivé chromatografické vysledky (tzn. interferencia s
maticou) je mozné pouzit QuEChERS (skratka pre Rychle, Jednoduché, Lacné,
Efektivne, Robustné a Bezpecné) na pripravu
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vzorky. QUEChERS bolo p6vodne vytvorené na analyzu pesticidov v potravinach, ale
naslo si Siroké uplatnenie vratane analyzy kanabinoidov [83], [84].

Homogenizujte material na ziskanie reprezentativnej vzorky. Napriklad zmrazte (na
sucho) vzorku a rozdrvte ju na prasok. Tvrdé alebo lepkavé cukriky, gumové alebo
¢okoladové je moZné rucne nakrdjat alebo nasekat na malé kasky. Odvaite 2 g
homogenizovanej vzorky alebo 0,5 g olejového produktu v 50 ml polypropylénovej
skimavke.

Pridajte 10 ml destilovanej vody a keramicky homogenizér, kratko premiesajte a
nechajte 30 minut stat. Pridajte interny Standard a 20 ml acetdnitrilu a zamieSajte
pricca 1 700 otackach/min. asi 3 minuty vo vertikdlnom Sejkri alebo homogenizéri.

Pridajte solnt zmes QuEChERS obsahujiicu 4 g siranu horefnatého, 1 g chloridu
sodného, 1 g citranu trisodného dihydratu a 0,5 g citranu seskvihydrat hydrogencitratu
disodného. Extrakéné soli pomahajii ul'ah¢it’ fazu separacie a oddelenia analytov od
vodnej vrstvy do acetonitrilovej vrstvy. ZamieSajte roztok pri otackach 1 700 ot./min. 3
- 5 min. Ak Sejker/homogenizér nema ovladanie teploty, m6zu sa skimavky mierne
prehriat kvdli reakcii. Ob¢as uvol'nite veko a vypustite vygenerovany plyn.

Vlozte do odstredivky pri otackach 4 000 ot./min. na 5 minit. Co sa tyka pevnych
pozivatin, je mozné po odstredeni pozorovat tri rozliSitelné vrstvy. Prva vrstva
(kalova) je acetdnitrilova faza, obsahujica kanabinoidy a organicky rozpudstand
matricu; druhd vrstva su zlozky nerozpustnej matrice a zlozky matrice rozpustné vo
vode, ako napriklad cukry; tretia vrstva st nerozpustné zbytkové soli extrakcie.

Preneste kal do rychlo uzatvaratelnej skimavky a rozriedte 50-ndsobne s aceténitrilom-
vodou (1:1). V zavislosti od citlivosti nastroja moZe stacit mensie zriedenie. Odstred'te roztok
pri otdckach 1 3000 ot./min. 5 mintt, aby sa odstranili ¢iastocky, potom preneste kal do
skiimavky LC na analyzu.

Metddu pridania Standardu je mozné vykonat' extrahovanim vzorky tak, ako je popisané
vysSie, spolu s inou vzorkou upravenou primerane nizkymi koncentraciami kanabinoidov.
Upravu je mozné pridat spolu s internym Standardom (pozri vyssie). Upravena
koncentracia méze byt v regulacnych limitoch Specifickych kanabinoidov, ak je to
relevantné, alebo detekénych limitov nastroja.

Analytické poznamky

o  Pristup s pridanim Standardu je vhodny v nasledujtcich pripadoch:
a) ked je potrebné vo vzorke overit nepritomnost kanabinoidov;
b) aksapredpoklada, Ze mnozstvo kanabinoidov bude vel'mi nizke; alebo
c) ak matrica pozivatin nie je bezna.

o  Pristup spridanim $tandardu umoznuje kompenzaciu strat, ktoré sa vyskytna
pocas extrakcie a efektov matrice vznikajucich pri menej beznych pozivatinach.
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e Je dobrou praxou vzdy extrahovat negativnu kontrolu na preukazanie toho, Ze
analyticky proces nezavadza chybné piky v chromatografe. Robi sa to vykonanim
rovnakého extrak¢ného postupu bez pritomnosti vzorky.

Prevadzkové podmienky LC [83]

Typ stipca: Waters ACQUITY UPLC BEH $tit RP18 Stipec 100 x 2,1 mm (1,7
pm)

Teplota stipca: 40 °C

Mobilna faza A: vodny 0,1 % kyselina mravcia

Mobilna faza B: acetonitril

Gradient: Pozri nizSie (celkovy €as trvania 13 min.)

Prietokova miera: 0,5 ml/min.

Detekcia: MS/MS (tyka sa tabuiky 10 pre mozné monitorovanie viacerych
reakcii (MRM Transitions))

Vstrekovanie: 5ul

Poradie elucie: CBD, CBDA, CBN, 4%-THC, 48-THC, THCA

Gradient mobilnej fizy

Cas (min.) % Mobilnej fazy A % Mobilnej fazy B
0,00 50 50
1,00 50 50
9,00 0 100
11,00 0 100
13,00 50 50

Tabulka 10. Cas platnosti a tidaje MS/MS

Kanabinoid /onizgény Prekur_zlorovy ion > mozZné dcérske Cas )
rezim iony (MRM prechod) platnosti
CBD pozitivny 315> 193, 259, 135 7 4,79
CBDA negativny 357 > 245, 339, 226 5,11
CBN pozitivny 311> 223, 293, 195 5,47
29%-THC pozitivny 315> 193, 259, 123 5,73
28-THC pozitivny 315> 193, 259, 123 5,83
THCA negativny 357 > 213, 245, 191 6,64

THC-COOH-d3 (IS) negativny 349 > 302, 248, 194 3,50
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5.4.9 Identifikacia konope na baze DNA

Bezne pouzivana morfologicka identifikacia (tzn. makroskopicka a mikroskopicka) a
chemické analytické metddy (napr. TLC, GC, GC-MS, LC, atd.) su vo vSeobecnosti
dostacujtce na identifikaciu konope. Pristup identifikdcie konope na baze DNA vsak
ponudka vyhodu identifikdcie na urovni druhu a méZe byt zvlast ucinny v situaciach,
kedy vo vzorke chybaju morfologické rozliSujiice znaky materidlu konopnej rastliny
a/alebo obsahuje nizku hladinu THC, napriklad vysoko rozdrvend forma, mladé
sadenice, semen3, korene alebo holé vetvy.

V sucasnosti existujii dva vel'mi dobre popisané pristupy k identifikacii konope na baze DNA
- bud’ s pouzZitim univerzalnych ¢iarovych kddov DNA alebo $pecifickych markerov DNA pre
konope [88], [89]. Oba pristupy sti zaloZené na jedinecnosti sekvencii DNA v gendme rastliny
Cannabis sativa L. a zdiel'aju podobné metodoldgie. VSeobecny zaver z tychto Studii vSak
naznacuje, Ze jediny ciarovy kdd DNA je nedostato¢ny na zabezpecenie druhového rozliSenia
pre mnozstvo rastlinnych druhov.

Najpriamejsi pristup identifikacie vzoriek Cannabis sativa L. je preskimat Specifické
markery DNA pre konope, syntdizu THCA a CBDA. Tieto enzymy sa podielaji na
katalyzovani cyklickej oxidacie CBGA na THCA a CBDA v tomto poradi (pozri ast 4.1)
[68], [90]. Po zvacSovani PCR a sekvenovani DNA ¢&i uz Ciarovych kédov DNA alebo
Specifickych markerov DNA konope by nasledovalo porovnanie ziskanych sekvencii DNA
voci referenénym sekvencidm uloZenym v repozitari na urcenie zdroja druhov vzorky.
Toto sa robi cez nastroj Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) [91], [92] ako
prehl'adanie GenBank, Co je ucelend medzinarodna verejna databidza DNA, kde je
uloZenych 9,9 triliénov zakladnych parov z vyse 2,1 biliéna nukleotidovych sekvencii, ¢o
predstavuje takmer pol miliéna formalne popisanych druhov [93].
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