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Abstract

Cannabis (or marijuana) is detrimental to humans because of its psychoactive effects. The plant materials of this genus have
however been credited with its vast nutritional values. As its benefits outweigh harmful effects, some countries have legalized
the use of fiber-type cannabis — a plant product called hemp. Hemp is deemed to contain delta-9-tetrahydrocannabinol (THC)
below the legal limit (e.g. <0.3% THC) and thus less psychoactive. It is safe to use hemp if it contains no or little THC. So the
enforcement bodies must check its level to assure safety prior to sales. Notwithstanding this, hemp cultivation as well as con-
sumption is not lawful in Malaysia. But recently, federal government has shown interest in growing and commercializing hemp.
In this regard, an analytical method for identifying hemp must be developed. In the absence of hemp, a liquid chromatographic
method was developed using cannabis plants as equivalent materials to mimic the target plant matrix. The validation procedure
demonstrated that the method was able to achieve good selectivity with a detection limit =0.0005 mg/mL (or 0.008%) THC.
It was precise (imprecision <3%) and accurate (recovery =98.76%) to quantify THC. The detector response was linear up to

0.05 mg/mL (0.8%) THC. This method is cheap and simple for routine application.
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Introduction

Cannabinoids extracted from Cannabis sativa L.
have long been associated with both recreational and
medical applications. Of 120 phytocannabinoids re-
ported (Hanus, Meyer, Mufoz, Taglialatela-Scafa-
ti, Appendino, 2016), delta-9-tetrahydrocannabinol
(THC) is primarily responsible for the psychoactive
effects (especially euphoria and tachycardia) in human
(Ameri, 1999). Consuming THC causes a feeling of
‘high’. Some people may experience heightened sen-
sory perception, altered perception of time and ap-
petite (NIDA, 2021). Owing to these desired effects
by some users, cannabis is being rampantly abused
throughout the world. To combat this drug, almost all

countries make it unlawful to grow, consume and dis-
tribute cannabis. Cannabis seized by the enforcement
bodies in some countries such as Malaysia is highly
likely brought in by smugglers through the black mar-
ket. Profiling of cannabis can, to some extent, help
to trace the scale of cannabis being smuggled into
a country (Chan, 2014).

In the United States, cannabis is considered legal
when this product is sold as hemp. Hemp contains
less than 0.3% THC and the plant materials have been
identified to have high nutritional values. For ex-
ample, healthy fats from hemp seeds can reduce the
risks of cardiovascular diseases (Prociuk et al., 2008;
Richard, Ganguly, Steigerwald, Al-Khalifa, Pierce,
2007; WebMD, 2020). Other benefits have also been
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discussed in the literature (Burton, Andres, Cole,
Cowley, Augustin, 2022; Iftikhar et al., 2021; Ru-
pasinghe, Davis, Kumar, Murray, Zheljazkov, 2020;
Vonapartis, Aubin, Seguin, Mustafa, Charron, 2015).
Hemp is considered safe because the low level of THC
is believed to exert no psychoactive effects in users
since this active compound is only effective at a higher
therapeutic dosage.

To be widely sold as a commercial product, there
is a need to establish an analytical method to test the
THC level in hemp prior to sales. Bosy and Cole
(2000) employed gas chromatography-mass spec-
trometry (GCMS) to compare THC extracted from
hemp oils. The findings showed that the THC con-
centrations ranged from 11.5 to 117.5 mg/g. On the
other hand, Leizer, Ribnicky, Poulev, Dushenkov and
Raskin (2000) found no THC but only traces of can-
nabidiol (CBD) in hemp seed oil. Lehmann, Sager and
Brenneisen (1997) reported that 88% of the hemp oils
analyzed using GCMS contained less than 50 pg/g
THC. According to research, different plant parts can
show different cannabinoid profiles, both quantitative
and qualitative, based on its degree of maturity and the
sex of the plant (Hemphill, Turner, Mahlberg, 1980).

Analysis utilizing gas phase techniques has heat
associated limitations. Heating can decarboxylate and
somehow oxidize or isomerize phytocannabinoids
(Fodor, Molnar-Perl, 2017; Hazekamp, Peltenburg,
Verpoorte, Giroud, 2005; Raharjo, Verpoorte, 2004).
The measured amounts are thus less reliable. Alter-
natively, Berman et al. (2018) recommend employing
liquid chromatography to quantify thermally labile
compounds such as cannabinoids.

Recently, Malaysia plans to cultivate hemp as
a commercial commodity. The legal limit for THC is
tentatively set at 0.5%. At this juncture, lab analysis is
necessary to complement this plan since the purity lev-
el of hemp must be verified before it is marketed and
sold. However, the country has no hemp product for
this analytical initiative, because hemp cultivation is
prohibited altogether. Alternatively, the enforcement
lab uses cannabis materials as a starting matrix to kick
start the analytical work. To resolve heat related prob-
lems in analysis, high performance liquid chroma-
tography (HPLC) is chosen for method development.
Also, to ensure that the quantified THC amount is not
the summed content of its acid form, a method that
either can segregate or obviate the latter is preferred
since the local government will use THC as a legal
yardstick to approve the hemp products for sale.

Materials and method
Chemicals and solvents

(-)-Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC), canna-
bidiol (CBD) and cannabinol (CBN) were procured
from Cerilliant (USA). THC carboxylic acid A solu-
tion (THCA) was obtained from Lipomed (Switzer-
land). Methanol and acetonitrile were respectively
purchased from Merck and Fisher Scientific. Ultrapure
water was generated from an ultrapure water system at
a specific resistance of 18.2 MQcm.

Instrumentation

Analysis was accomplished using a Waters €2695
Separations Module coupled with a Waters 2998 pho-
todiode array detector. The system was preinstalled
with a Kinetex 5 pm C18 100A (150 X 4.6 mm)
column which was maintained at 35+5°C. Separa-
tion was achieved by flowing constantly 1 mL/min
of 20 : 80 ultrapure water : acetonitrile in an isocra-
tic manner. Data were acquired from 190 to 400 nm
within a 9-min analysis time window. The UV max =
210 nm was set for quantitation for every 25 pl-ali-
quot injected.

Preparation of standard

Four ampules of 1 mg/mL THC in methanol were
transferred into an amber bottle for storage. After mix-
ing well, this stock solution was kept at 5+3°C. For
calibration, 0.3 mL of the stock solution was pipetted
into a 10 mL flask to which methanol was added to the
mark to obtain 0.03 mg/mL THC.

Preparation of sample

Cannabis plant materials were broken down man-
ually into smaller pieces (the smallest possible) and
were mixed well by shaking the pieces in a plastic
bag. Then, 60—100 mg of the materials were weighed
out into a 10 mL flask before methanol was added to
dissolve the sample. The entire sample solution was
sonicated for 10 min prior to filtration through a nylon
membrane. The resulting filtrate was transferred into
a vial for analysis.

Partial method validation
A new method was developed and optimized be-

forehand using certified reference materials/standards
of THC, CBD, CBN and THCA. After all parameters
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(e.g. flow rate, column temperature, etc.) were opti-
mized, the method was subjected to validation. Selec-
tivity testing was accomplished using three samples
from different sources containing all the above-men-
tioned cannabinoids to ensure good resolution was
achieved. Consistency of quantitative data of the THC
peak was tested on the intraday and inter-day basis us-
ing cannabis samples from two different sources and
a 0.03 mg/mL THC standard. For linearity, ten levels
ranging from 0.005 to 0.05 mg/mL were prepared in
a series. The series was analyzed seven times on the
same day and the data were utilized to evaluate linear-
ity over the specified range. Next, a series of six low
concentrations covering 0.0005 to 0.005 mg/mL THC
was prepared in methanol to estimate the limit of de-
tection (LOD). After that, three levels (0.0005, 0.001
and 0.002 mg/mL) were chosen to determine the limit
of quantification (LOQ) based on how precise and ac-
curate the obtained data were. Finally, three different
cannabis samples were extracted and the extracts were
spiked with 5, 15 and 22 pL of 1 mg/mL THC for re-
covery testing.

Results
An initial study was conducted to check the THC

level in cannabis using approximately 3 mg materials in
10 mL methanol. Flowering parts of cannabis samples

were analyzed. Table 1 summarizes the %THC con-
tent estimated using a 0.02 mg/mL calibrator at 25 pL
injection volume. After the weight for analysis and ac-
tive range were determined, all quantitative work was
then performed at 0.03 mg/mL as the calibration point.

Analysis of CBD, CBN, THC and THCA in a mix-
ture prepared from standards as well as extracted from
cannabis plants from three different sources was ac-
complished to check their separation. THCA was
usually absent with the chosen mobile phase. Some
amount of acid might be required in the mobile phase
to visualize THCA. The addition of acid did not sig-
nificantly disturb the retention time of THC. Figure 1
shows the chromatographic separation of these four
compounds using acidic mobile phase. All major com-
pounds eluted at specific retention times and THC was
well separated from other peaks. Acid was then dis-
missed because THCA was not of interest.

For precision study, consistency of the THC peak
was tested using a 0.03 mg/mL standard and two sam-
ples respectively containing 0.005 and 0.026 mg/mL
THC. As such, the samples covered low and high
levels below the calibration point. The samples were
analyzed on the same day for ten times for intraday
precision and once per day over ten days for interday
precision. The gathered data were used to compute the
relative standard deviation (RSD) value (Table 2) to
infer imprecision. In this study, the highest RSD value
obtained was 2.65%.

Table 1
%THC found in three samples of cannabis flowering parts
Sample | Weight taken (mg) | HPLC reading (mg/mL) | Total THC in 10 mL extract (mg/mL) | %THC
A B C=B x 10 mL C/A x 100
A 3.0 0.007 0.070 2.3%
B 2.8 0.028 0.280 10%
C 33 0.048 0.480 14.5%
0.30
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Figure 1. Resolution of CBD (3.41 min), CBN (4.56 min), THC (5.48 min) and THCA (7.01 min) within 9 minutes.
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Table 2
Precision data (concentration in mg/mL) obtained with 10 injections
Standard (0.030 mg/mL) Sample 1 Sample 2
Mean | %RSD Mean %RSD Mean %RSD
Intraday (n = 10) 0.030 | 0.16 0.005 0.14 0.026 0.08
Interday (n = 10) 0.030 | 0.73 0.005 1.19 0.026 2.65

A series of standard solutions containing ten lev-
els between 0.005 and 0.05 mg/mL THC was prepared
for linearity study. All data (peak area) obtained from
seven injections made at each level were used to plot
a linear curve (Figure 2). Subsequently, the linear

equation and R? value were computed. In addition,
another curve was plotted (Figure 3) using the same
range but forced through the zero origin (0, 0). Both
curves exhibited good linearity with a good R? value,
whether or not they passed through the zero origin.

Linearity curve for THC (5-50 pug/mL)
14000000 -
y = 2E+08x~152992
12000000 -| R2=09975
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<
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2000000 /-
0 ; : ;
0.000 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050 0.060
Concentration (me/ml) Figure 2. Linearity curve of THC.
Linearity curve for THC (0-50 pg/mL)
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y =2E+08x
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<
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4000000 /
2000000 / <
O ! ! ! ! . . . .
0.000 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050 0060 | Figure 3. Linearity curve of THC going through
Concentration (mg/mL) 7ero origin.
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Six low levels of THC covering 0.0005 to
0.005 mg/mL were tested to determine the low-
est amount that exhibits at least 3 signal-to-noise
(S/N) ratio. The THC peak at the lowest level tested,
0.0005 mg/mL is illustrated in Figure 4. Apparently,
this amount achieved a much higher S/N ratio (signif-
icantly more than 3 S/N).

Subsequently, THC standards were prepared at
0.0005,0.001 and 0.002 mg/mL to find the most reliable
level for quantitation (or limit of quantification, LOQ).
Table 3 summarizes the data obtained from 10 injec-
tions made at each level. The level at 0.0005 mg/mL
(or the detection limit) showed good precision but its
accuracy suffered. In contrast, 0.002 mg/mL was very
promising in terms of precision and accuracy. Not-
withstanding this, 0.001 mg/mL on average, should
suffice since it fulfilled the minimum requirements of
what the lab could tolerate for LOQ.

Table 3
Precision and accuracy data for LOQ testing

Concentration (mg/mL)

0.0005 0.001 0.002
Mean 0.00032 0.00087 0.00183
RSD (%) 0.60 0.55 0.36
Accuracy (%) | 64.76 = 0.39 | 86.48 +0.48 | 91.55+0.33

Accuracy/bias was checked via recovery study
with spiked samples. Three levels of standards (5, 15
and 22 pL of 1 mg/mL THC) were spiked into the ex-
tracts of cannabis from three different sources (A—C)
that contained a low amount of THC. These samples
were analyzed over three days to obtain recovery data.
Table 4 shows the %recovery calculated from three in-
jections made at each level prepared from three differ-
ent extracts. All data recorded >94% recovery.

Table 4
Recovery data of three extracts spiked with low, medi-
um and high levels of THC

Sample A Sample B Sample C
(Lnolv3) 98.04 +1.67% |94.85+£3.20% |94.29 +4.50%
Medium 103.44 +
(n=23) 99.39 + 1.56% 1.17% 99.11 £ 1.73%
ngh 0, o, 0,
(n=23) 99.60 + 1.55% |99.68 +£2.75% |100.41 +1.49%
Discussion

Setting calibration point and target analysis weight

Hemp is not available because Malaysia has not
legalized hemp cultivation. However, the government
has shown intentions to make hemp and its relat-
ed products lawful; hence the enforcement lab must
ensure that analytical methods for hemp analysis are
available. To kick start method development without
hemp, our lab opted for cannabis as an alternative ma-
terial to mimic the hemp matrix.

Flowering parts of three cannabis sources were
used to establish the best concentration range for analy-
sis. These samples were bound to show a high level of
THC and thus a relatively smaller weight should be
used. So three samples weighing approximately 3 mg
were prepared in 10 mL methanol respectively and
filtered before analysis. According to Table 1, all the
three samples contained >0.3% THC which indicates
that they were drug-type cannabis.

For quantitative work below 0.5% in approximate-
ly 3 mg material, the concentration range should be
around 0.0014 mg/mL. However, the range is rather
too low and may not be accurate. So, it was decided
to employ 0.03 mg/mL as the highest concentration
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Figure 4. Chromatogram showing 0.0005 mg/mL THC.
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point for quantitation. When the concentration was in-
creased, the sample weight must also be manipulated
in such a way that the measured THC level can fit into
the target calibration range. For genuine hemp materi-
als, it is deemed to contain a very low amount of THC.
So the ideal weight of hemp material was tentatively
set at 60 mg. Theoretically, an HPLC reading showing
0.03 mg/mL THC for a 60 mg material implies that the
material contains (0.03 x 10/60) x 100 = 0.5% THC.

Selectivity

Selectivity testing is indispensable to ensure that
the method is able to single out the target compound.
To do this, the target peak must be free of interference.
For this task, blank samples were not available as there
is no real blank cannabis/hemp matrix. Alternatively,
cannabis extracts were used to mimic the matrix back-
ground of hemp.

In cannabis, CBD, CBN and THC are present in
measurable amounts because they serve as markers for
the identification of the cannabis genus. Specifically
in hemp, THCA is inevitably present in a quantifiable
amount but it is often absent in cannabis due to rapid
decomposition. As such, it is vital to separate THCA
from THC to ensure that the THC peak is pure for ac-
curate measurement. With the chosen mobile phase,
THCA was hidden as it was better visualized when
some acid was used in the eluting solvents. The chro-
matographic separation shown in Figure 1 confirms
that THC is completely resolved from its neighbour-
ing peaks including the visualized THCA. It grants
a higher degree of assurance to quantify THC using
the chosen mobile phase because THCA can be obvi-
ated. Chromatographic separation was again verified
with samples from three different sources. The final
results were likewise promising; there was no interfer-
ence around the THC peak.

Precision

Precision is another crucial aspect in validation to
ensure the data obtained are repeatable and reproduci-
ble. Impression is better expressed as relative standard
deviation (RSD). Based on experience, our lab desires
an RSD less than 5%. According to the data obtained
from the three levels of THC (Table 2), the method
showed an RSD < 0.16% on an intraday basis and
<2.65% on an interday basis. The overall consistency
recorded an RSD < 3% which is considered excellent
for accurate analysis.

Linearity

Linearity serves to check if the detector responds
linearly within the specified range of concentrations.
Practically, our lab aims to obtain a linear curve with
an R? value > 0.995. As illustrated in Figure 2, the
method showed a linear relationship between the peak
area and concentration (mg/mL) with an R? value =
0.9975. The findings signify that accurate quantitation
is feasible for THC within the target range between
0.005 and 0.05 mg/mL.

Since one-point calibration is more convenient for
routine analysis. Hence, it is necessary to check if any
point along the linear line is reliable for this purpose.
As indicated by the curve through the zero (0, 0) origin
(Figure 3), the R? value was not significantly affected
by the zero origin. This means that any point along the
curve can be used to facilitate one-point calibration.
As aresult, it is decided to use 0.03 mg/mL as the rou-
tine calibration point for analysis. This point together
with the origin should suffice to approximate similar
linearity for quantitative analysis.

Limit of detection (LOD) and limit
of quantification (LOQ)

It is imperative to know how low the method (as
well as the instrument) can go to detect and measure
the target analyte. For detection and quantitation, the
S/N ratio must be at least 3 and 10 respectively.

From the series covering 0.0005 to 0.005 mg/mL
THC, the lowest level was able to show a S/N ratio
more than 3 (Figure 4). Certainly, the instrument was
able to detect a much lower level but further testing
was dismissed since anything below 0.0005 mg/mL
(equivalent to 0.008% THC) was not of interest and
therefore treated as traces. As such, LOD was set at
0.0005 mg/mL for this method.

Further analysis was carried out to determine LOQ
at which level, the quantified amount is deemed relia-
ble. In this sense, reliability lies in precision and accu-
racy of the level tested. This means, a level that exhib-
its the lowest RSD value with acceptable accuracy (es-
timation of the known concentration) will be treated
as LOQ. In this regard, each level (0.0005, 0.001 and
0.002 mg/mL) was injected ten times consecutively
and the precision data were computed. The obtained
data in Table 3 display that the three levels were able
to achieve a good level of consistency with an RSD
< 1%. However, when the accuracy was checked, the
lowest level, 0.0005 mg/mL did not show promising
results. Acceptable accuracy (which is >80%) was at-
tained at 0.001 mg/mL and this was then set as the
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LOQ for this method because this level met the mini-
mum requirements to fit the need of the method.

Recovery

The last performance characteristic in this valida-
tion study was recovery. This characteristic can reflect
the overall performance of the method with the pres-
ence of sample matrix, calibration curve and other en-
vironmental factors. To obtain THC at low levels for
spiking, the sample matrix was first extracted from
a very small amount of cannabis samples. Dilution
was performed if the THC was still high. Then, the ex-
tracts from each source were spiked with appropriate
amounts of THC to cover low, medium and high levels
of THC below the 0.03 mg/mL calibration point. Af-
ter that, the estimated amount and the spiked amount
were compared to compute the percentage recovery.
Table 4 shows that the recovery is excellent irrespec-
tive of the source of sample and its level. Overall, the
method was able to achieve recovery = 98.76+3.35%.
Such a recovery performance is ideal, indicating little
matrix effects on the readings.

Further research

Further work should employ genuine hemp sam-
ples for analysis to ensure the method can work well
for fresh plant materials. Besides, method verification
must be performed with hemp samples to verify se-
lectivity, precision and recovery. The genuine matrix
is more practical to provide an overview of a list of
cannabinoids to be included for selectivity testing.

Conclusion

Hemp analysis may be traditional to some coun-
tries but this type of analysis is certainly novel to
Malaysia. It is because the local law does not allow
people within the country to grow and use hemp (as
well as cannabis). A turnaround emerged when the
local government expressed interest in growing and
commercializing hemp on the condition that the THC
must be less than 0.5% — the legal limit. To heed this
call, the enforcement lab has a role to play to ensure
the ‘would-be’ hemp can meet the legal limit. As a re-
sult, the lab was urged to develop an analytical meth-
od to cater for this purpose. Unfortunately, hemp is
not commonly available in Malaysia. Alternatively, an
HPLC method was developed using cannabis to mim-
ic hemp. The method proved to be accurate for THC

quantitation and easy for routine use. However, it has
to be verified using hemp materials once the relevant
matrices are available.
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OPRACOWANIE METODY ANALIZY KONOPI PRZEMYSLOWYCH
WYKORZYSTUJACEJ MARIHUANE JAKO ZAMIENNIK

Wstep

Kannabinoidy, ktérych nazwa wywodzi si¢ od Can-
nabis sativa L., od dawna maja zastosowanie zardwno
rekreacyjne, jak i medyczne. Sposrod 120 fitokannabino-
idow opisywanych w pracach naukowych (Hanus, Me-
yer, Muioz, Taglialatela-Scafati, Appendino, 2016) del-
ta-9-tetrahydrokannabinol (THC) jest gldéwnym zrédlem
efektow psychoaktywnych (zwtaszcza euforii i tachykar-
dii) u ludzi (Ameri, 1999). Spozycie THC powoduje tzw.
,»haj”. Niektore osoby do$wiadczaja wyczulenia zmy-
stow oraz zaburzen postrzegania czasu i apetytu (NIDA,
2021). Wilasnie te wrazenia s3 powodem powszechno-
Sci spozycia marihuany na $wiecie, w odpowiedzi na
co prawie wszystkie kraje zdelegalizowaly jej uprawe,
spozycie i rozpowszechnianie. W niektorych krajach, ta-
kich jak Malezja, marihuana konfiskowana przez stuzby
policyjne najczesciej pochodzi z przemytu. Profilowanie
konopi moze do pewnego stopnia pomdc w ocenie skali
niclegalnego importu do danego kraju (Chan, 2014).

W Stanach Zjednoczonych prawo dopuszcza sprze-
daz marihuany, o ile jest ona zaklasyfikowana jako
przemystowa odmiana konopi, ktéra zawiera ponizej
0,3% THC, a badania naukowe wykazaly jej duza war-
to$¢ odzywcza. Przyktadowo — zdrowe tluszcze zawarte
w nasionach konopi przemystowych zmniejszaja ryzyko
choréb sercowo-naczyniowych (Prociuk i in., 2008; Ri-
chard, Ganguly, Steigerwald, Al-Khalifa, Pierce, 2007,
WebMD, 2020). Literatura naukowa omawia tez inne
korzysci z jej spozycia (Burton, Andres, Cole, Cowley,
Augustin, 2022; Iftikhar i in., 2021; Rupasinghe, Davis,
Kumar, Murray, Zheljazkov, 2020; Vonapartis, Aubin,
Seguin, Mustafa, Charron, 2015). Konopie przemystowe
uznaje si¢ za bezpieczne dla zdrowia, poniewaz uwaza
si¢, ze niska zawarto§¢ THC nie wywotuje skutkéw psy-
choaktywnych, jako ze efekty terapeutyczne tego zwigz-
ku uzyskuje si¢ dopiero przy wigkszych dawkach.

Przed dopuszczeniem konopi przemystowych do po-
wszechnej sprzedazy nalezy opracowaé metode analizy
zawartosci THC w tej roslinie. Bosy i Cole (2000) wyko-
rzystali technike chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometria mas (gas chromatography-mass spectro-
metry, GCMS) do poréwnania zawartosci THC wyeks-
trahowanego z oleju konopi. Stwierdzone stgzenia THC
wahaty si¢ miedzy 11,5 a 117,5 mg/g. Natomiast Leizer,
Ribnicky, Poulev, Dushenkov i Raskin (2000) nie stwier-
dzili w oleju z nasion konopi zadnej zawartosci THC,
a jedynie $ladowe iloéci kannabidiolu (CBD). Lehmann,
Sager i Brenneisen (1997) zaobserwowali, ze 88% olejow
konopnych analizowanych za pomocag GCMS zawierato

ponizej 50 ug/g THC. Badania dowodza réznic w profilu
kannabinoidowym zaréwno pod wzglgedem ilosciowym,
jak i jakosciowym, w zalezno$ci od dojrzatosci i plci da-
nej rosliny (Hemphill, Turner, Mahlberg, 1980).

Metoda GCMS ma jednak ograniczenia zwigzane
z temperaturg. Wysoka temperatura prowadzi do dekar-
boksylacji fitokannabinoidéw, a takze do ich oksydacji
lub izomeryzacji (Fodor, Molnar-Perl, 2017; Hazekamp,
Peltenburg, Verpoorte, Giroud, 2005; Raharjo, Verpoor-
te, 2004), co zmniejsza wiarygodno$¢é odnotowywanych
stezen. Berman i in. (2018) zalecajg stosowanie chroma-
tografii cieczowe] jako alternatywnej metody pomiaru
zawartos$ci zwigzkoéw podatnych na dziatanie temperatu-
ry, w tym kannabinoidow.

Rzad Malezji od niedawna rozwaza wprowadzenie
uprawy konopi siewnej i powszechnej sprzedazy jej
produktéow. Limit zawartosci THC ustalono wstepnie na
poziomie 0,5%. Tym samym zachodzi potrzeba przepro-
wadzania badan laboratoryjnych dotyczacych czystosci
konopi przed jej wprowadzeniem na rynek. Poniewaz
jednak uprawa konopi przemystowych jest w Malezji
catkowicie zakazana, w kraju brakuje materiatu niezbed-
nego do tej analizy, dlatego tez zamiast konopi przemy-
stowych reprezentowane przez autoroéw niniejszej pracy
laboratorium wykorzystuje probki marihuany jako ma-
tryce do analizy. Do tego celu wykorzystuje si¢ wyso-
kosprawng chromatografi¢ cieczowa (high performance
liquid chromatography, HPLC), ktoéra wybrano, zeby
unikng¢ probleméw zwiazanych z wysoka temperatura.
Dodatkowo aby mie¢ pewnos$¢, ze zmierzony poziom
THC nie jest sumg zawarto$ci jego kwasowej pochodne;j,
zaistniata potrzeba znalezienia metody, ktéra pozwoli-
faby pochodna t¢ odseparowa¢ badz usuna¢, jako ze to
THC ma by¢ planowo miarg do legalizacji sprzedazy
produktéow konopnych.

Materialy i metody

(-)-Delta-9-tetrahydrokannabinol (THC), kannabidiol
(CBD) i kannabinol (CBN) pozyskano od firmy Ceril-
liant (USA). Roztwor A kwasu tetrahydrokannabinolo-
wego (THCA) pozyskano od firmy Lipomed (Szwajca-
ria). Metanol i acetonitryl zakupiono odpowiednio od
firm Merck i Fisher Scientific. Wode ultraczysta wytwo-
rzono w systemie wody ultraczystej przy opornosci wia-
Sciwej 18,2 MQcm.
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Sprzet badawczy

Do analizy wykorzystano modul separacji Waters
€2695 potaczony z detektorem diodowym Waters 2998.
Uktad ten byl wyposazony w kolumne Kinetex 5 pm
C18 100A (150 x 4,6 mm), ktorg utrzymywano w tem-
peraturze 35°C+5°C. Separacj¢ wywotano za pomoca
izokratycznej mieszaniny wody ultraczystej 1 acetonitry-
lu w stosunku 20 : 80 przeptywajacej ze stata predko-
$cig 1 mL/min. Dane pozyskano w zakresie 190—400 nm
w 9-minutowych przedziatach pomiarowych. Pomiarow
dokonano przy UV max = 210 nm na kazde 25 pL wpro-
wadzonej probki.

Przygotowanie wzorca

Cztery ampuiki zawierajace 1 mg/mL THC w meta-
nolu umieszczono w butli ze szkta bursztynowego. Po
doktadnym wymieszaniu uzyskany roztwor wzorcowy
przechowywano w temperaturze 5+3°C. W celu skali-
browania urzadzenia odmierzono 0,3 mL roztworu wzor-
cowego do naczynia o pojemnosci 10 mL zawierajacego
metanol nalany do podziatki, uzyskujac w ten sposéb
0,03 mg/mL roztwor THC.

Przygotowanie probek

Materiat roslinny pochodzacy z konopi rozdrobniono
recznie na jak najmniejsze czesci i doktadnie wymiesza-
no, potrzasajac je w plastikowej torbie. Nastgpnie odmie-
rzono porcje materiatu o wadze 60—100 mg i wprowa-
dzono do naczynia o pojemnosci 10 mL, po czym doda-
no metanol w celu rozpuszczenia probki. Caly roztwoér
poddawano sonikacji przez 10 minut, a nastepnie przefil-
trowano go przez nylonowa membrang. Uzyskany filtrat
przeniesiono do fiolki i poddano analizie.

Cze$ciowa walidacja metody

Przed rozpoczeciem analizy opracowano i zoptymali-
zowano nowg metod¢ badawcza na podstawie atestowa-
nych materialéw i wzorcow THC, CBD, CBN i THCA.
Po zoptymalizowaniu wszystkich parametrow (szybko-
Sci przeptywu, temperatury kolumny, itd.) rozpoczgto
walidacje metody. Selektywnos$¢ zbadano na podstawie
trzech probek pobranych z roznych zrodet zawierajacych
wszystkie wyzej wymienione kannabinoidy w celu za-
gwarantowania dobrej rozdzielczo$ci. Spojnos¢ danych
ilosciowych odnoszacych si¢ do piku THC zbadano na
podstawie probek konopi pozyskanych z dwoch roz-
nych zrédet i 0,03 mg/mL wzorca THC poréwnywanych
w tym samym dniu oraz pomiedzy roznymi dniami. Li-
niowo$¢ zbadano serig pomiarow w zakresie od 0,005
do 0,05 mg/mL podzielonym na 10 stezen. Seri¢ powto-
rzono siedem razy tego samego dnia, a uzyskane dane

postuzyly do oceny liniowosci w badanym zakresie. Gra-
nice wykrywalnosci (/imit of detection, LOD) oszaco-
wano na podstawie szesciu roztworéow THC w metanolu
o niskim stezeniu, od 0,0005 do 0,005 mg/mL. Nast¢pnie
wybrano trzy ste¢zenia (0,0005, 0,001 i 0,002 mg/mL),
ktore postuzyty do oceny granicy oznaczalnosci (/imit of
quantification, LOQ) w zaleznosci od precyzji i doktad-
nosci otrzymanych wynikow. Na koniec wyekstrahowa-
no trzy rézne probki marihuany, a do ekstraktéw dodano
5, 15122 pL 1 mg/mL roztworu THC w celu zbadania
odzysku.

Wyniki

Przeprowadzono wstepne badania majace na celu
zmierzenie poziomu THC w konopi na podstawie probek
ro$lin o wadze 3 mg rozpuszczonych w 10 mL metanolu.
Analizie poddano kwiatostany konopi. W tabeli 1 przed-
stawiono zawarto$¢ procentowa THC oszacowang za po-
mocg kalibratora o st¢zeniu 0,02 mg/mL wprowadzanego
dawka o objetosci 25 pL. Po ustaleniu wagi i zakresu ak-
tywnego do analizy przeprowadzono analiz¢ ilo§ciowa,
dla ktorej punktem kalibracji byto zawsze 0,03 mg/mL.

Zmierzono zawartos¢ CBD, CBN, THC oraz THCA
W mieszaninie przygotowanej z materialow referencyj-
nych oraz w probkach marihuany uzyskanych z trzech
réznych zrodet w celu zbadania separacji tych zwiaz-
kow. THCA zazwyczaj nie wystgpowal w uzytej fazie
ruchomej. Pewna zawartos¢ THCA w fazie ruchome;j
moze by¢ jednak potrzebna do jego wizualizacji. Doda-
tek THCA nie wplynat istotnie na czas retencji THC. Na
rycinie 1 pokazano separacj¢ chromatograficzng czterech
wyzej wymienionych zwigzkow, wykonang przy uzyciu
kwasowej fazy ruchomej. Elucja wszystkich najwazniej-
szych zwigzkow nastgpowata po okreslonych czasach
retencji, a pik THC silnie wyrdzniat si¢ sposrod pozosta-
tych pikow. THCA nie analizowano juz dalej, poniewaz
zwigzek ten nie byt celem badan.

W celu ustalenia precyzji pomiaré6w zbadano spoj-
no$¢ piku THC za pomocg standardu o stezeniu 0,03
mg/mL oraz dwoch probek zawierajacych odpowiednio
0,005 1 0,026 mg/mL THC, czyli probek odpowiadaja-
cych matej i duzej zawartosci THC ponizej punktu ka-
libracji. Probki analizowano dziesigciokrotnie w ciagu
tego samego dnia oraz poroéwnywano je raz dziennie
z wynikami osiggni¢tymi w innych dniach przez okres
10 dni. Na podstawie uzyskanych danych obliczono
wzgledne odchylenie standardowe (RSD) w celu ustale-
nia niescistosci pomiarow (Tabela 2). Najwigksza uzy-
skana w badaniach warto§¢ RSD wynosita 2,65%.

Do zbadania liniowosci wykorzystano probki za-
wierajace dziesi¢¢ roznych stezen THC w przedziale od
0,005 do 0,05 mg/mL. Na podstawie wszystkich danych
(powierzchni pikow) uzyskanych z siedmiu iniekcji na
kazde st¢zenie sporzadzono wykres krzywej liniowej
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(Rycina 2), po czym obliczono réwnanie liniowe i R2.
Dodatkowo sporzadzono wykres innej krzywej (Ryci-
na 3) w tym samym zakresie, ale przeprowadzonej przez
poczatek uktadu wspotrzednych (0, 0). Obie krzywe cha-
rakteryzowaly si¢ dobrg liniowo$cig i dobra wartoscia
R? niezaleznie od tego, czy przechodzily przez poczatek
uktadu wspotrzednych.

Zbadano sze$¢ niskich stezen THC w zakresie od
0,0005 do 0,005 mg/mL w celu ustalenia najmniejsze-
go stezenia charakteryzujacego si¢ stosunkiem sygnatu
do szumu (signal-to-noise, S/N) wynoszacym co naj-
mniej 3. Na rycinie 4 pokazano pik THC uzyskany dla
najnizszego z badanych stezen, czyli 0,0005 mg/mL.
Z ryciny wynika, ze st¢zenie to dato bardzo duzy stosu-
nek S/N (znaczaco wigkszy niz 3).

Nastepnie przygotowano standardy THC o stezeniach
0,0005, 0,001 oraz 0,002 mg/mL w celu znalezienia naj-
bardziej wiarygodnego poziomu do oznaczen iloscio-
wych (czyli do oceny LOQ). W tabeli 3 przedstawiono
wyniki analizy 10 iniekcji 10 wspomnianych st¢zen
THC. Stgzenie 0,0005 mg/mL (czyli LOD) wykazato
si¢ dobrg precyzja, ale matg doktadnoscia, podczas gdy
stezenie 0,002 mg/mL okazato si¢ obiecujace zarowno
pod wzgledem precyzji, jak i doktadno$ci. Niemniej jed-
nak stezenie 0,001 mg/mL powinno w wickszo$ci przy-
padkow wystarczy¢, jako ze odpowiada ono minimalne;j
LOQ dopuszczonej przez laboratorium.

Doktadnos$¢ i obcigzenie metody ustalono, oznacza-
jac probki o znanej zawartosci THC. Do ekstraktéw z ko-
nopi o niskiej zawartosci THC pochodzacych z trzech
réznych zrodet (A—C) dodano znane ilo$ci standardow
(5, 15 oraz 22 uL THC o stgzeniu 1 mg/mL). Probki te
oznaczano przez nastepne trzy dni, aby uzyska¢ dane
0 odzysku. W tabeli 4 przedstawiono wartosci procen-
towe odzysku obliczone na podstawie iniekcji zawiera-
jacych ww. znane st¢zenia THC (po trzy iniekcje na kaz-
de stgzenie) sporzadzone z trzech roéznych ekstraktow.
Wszystkie wyniki charakteryzowaty si¢ odzyskiem na
poziomie >94%.

Dyskusja
Ustalenie punktu kalibracji i wagi do analizy

Konopie przemystowe nie sa dostepne w Malezji,
poniewaz ich uprawa jest niclegalna. Rzad Malezji wy-
kazuje jednak wole legalizacji tej rosliny i produktow
z niej pochodzacych, stad potrzeba opracowania metody
analizy konopi przez laboratorium reprezentowane przez
autoréw niniejszej pracy. Aby rozpocza¢ prace nad opra-
cowaniem takiej metody bez dostepu do konopi prze-
mystowych, laboratorium zdecydowato si¢ zamiast nich
zastosowa¢ marihuane.

Na podstawie analizy kwiatostanow pochodzacych
z trzech zrodet ustalono optymalny zakres stezen do
oznaczen. Poniewaz mozna bylto spodziewaé si¢ wyso-
kiej zawarto$ci THC w probkach, do oznaczen odwazo-
no niewielkie ilosci. Trzy probki o wadze okoto 3 mg
rozpuszczono w 10 mL metanolu i przefiltrowano przed
oznaczeniem. Jak pokazuje tabela 1, wszystkie trzy prob-
ki zawieraly >0,3% THC, co wskazuje, ze rosliny byty
marihuana.

Dla oznaczenia zawartosci ponizej 0,5% w ok. 3 mg
materiatu st¢zenie powinno oscylowaé¢ wokot wartosci
0,0014 mg/mL. Poniewaz jednak zakres taki jest bardzo
niski, przez co obniza si¢ doktadno$¢ pomiaru, zdecy-
dowano, ze wartos¢ 0,03 mg/mL bedzie najwyzszym
stezeniem wykorzystywanym do oznaczen ilo$ciowych.
Przy wzroscie st¢zenia nalezy rowniez zmodyfikowac
wage probki, tak zeby oznaczana zawartos¢ THC mie-
Scita si¢ w docelowym zakresie kalibracji. Poniewaz pro-
dukty pochodzace z konopi przemystowych zawieraja
bardzo niewielkie ilosci THC, optymalng wagg probek
ustalono wstepnie na 60 mg. Wynik HPLC wynoszacy
0,03 mg/mL, uzyskany dla probki o wadze 60 mg, teore-
tycznie oznacza, ze probka zawiera (0,03 x 10/60) x 100
=0,5% THC.

Selektywno$é¢

Aby dana metoda pozwalata wykry¢ konkretny zwia-
zek, musi mie¢ ona znang selektywno$¢. Oznacza to, ze
pik oznaczanego zwigzku musi by¢ wolny od interferen-
cji. W przypadku niniejszych badan puste probki nie byty
dostepne, jako ze w praktyce nie istnieje matryca konopi
przemystowej. Jako substytut takiej matrycy zastosowa-
no wiegc ekstrakty z marihuany.

Marihuana zawiera mierzalne ilosci CBD, CBN
i THC, zwiazki te stosuje si¢ jako markery do identy-
fikacji ro$lin z rodzaju konopi. W szczego6lnosci THCA
wystepuje w konopi przemystowej w wykrywalnej ilo-
$ci, ale czgsto nie wystepuje on w marihuanie, w ktorej
ulega szybkiemu rozktadowi. Tym samym niezbg¢dne jest
wyizolowanie THCA od THC, zeby uzyskac czysty pik
THC pozwalajacy na doktadne oznaczenie. Zastosowana
faza mobilna nie pozwalata na wykrycie THCA. Dodanie
kwasu do eluentu poprawiato wizualizacj¢. Jak pokazano
na rycinie 1, separacja chromatograficzna potwierdzita,
ze THC mocno wyrdznia si¢ posrod sasiadujacych pi-
kéw, w tym piku wizualizowanego THCA. Metoda ta
daje wigkszg pewno$¢ prawidlowego oznaczenia zawar-
tosci THC przy zastosowaniu wyzej wskazanej fazy mo-
bilnej, poniewaz pozwala ona na usunigcie THCA. Sku-
tecznos¢ przeprowadzonych badan chromatograficznych
potwierdzono ponownie na podstawie probek pochodza-
cych z trzech réznych zrodet. Takze i w tym przypadku
wyniki koficowe byty obiecujace — nie stwierdzono inter-
ferencji wokot piku THC.
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Precyzja

Innym bardzo waznym aspektem walidacji jest za-
pewnienie powtarzalnosci i odtwarzalnosci uzyskanych
wynikow. Niescisto§¢ dobrze jest wyrazi¢ w postaci
RSD. Na podstawie wlasnego doswiadczenia laborato-
rium, w ktorym pracuja autorzy niniejszego artykutu,
dazy do uzyskania RSD na poziomie ponizej 5%. Dane
otrzymane na podstawie wspomnianych trzech stezen
THC (Tabela 2) pokazuja, ze metoda charakteryzowala
si¢ RSD <0,16% dla pomiarow wykonywanych tego sa-
mego dnia oraz RSD < 2,65% dla pomiaréw poréwny-
wanych miedzy réznymi dniami. Pod wzglgdem ogolne;j
spojnosci stwierdzono RSD na poziomie <3%, co jest
znakomitym wynikiem pozwalajacym na bardzo doktad-
ne oznaczenia.

Liniowos¢

Liniowos$¢ to inaczej miara tego, czy detektor daje
wyniki liniowe w obrgbie danego zakresu stezen.
W praktyce badawczej w naszym laboratorium dazy si¢
do osiggniecia krzywej o wartosci R? > 0,995. Jak poka-
zuje rycina 2, zastosowana metoda charakteryzuje si¢ li-
niowym zwigzkiem pomigdzy polem powierzchni pikow
a stezeniem (mg/mL), osiggajac wartos¢ R? = 0,9975.
Uzyskane wyniki §wiadcza o tym, ze dokladna analiza
ilosciowa THC jest mozliwa w docelowym zakresie wy-
noszacym migdzy 0,005 a 0,05 mg/mL.

Poniewaz wygodnym rozwigzaniem w przypadku
rutynowych oznaczen jest kalibracja jednopunktowa,
nalezy sprawdzié¢, czy ktory$ z punktow na linii prostej
moze wiarygodnie postuzy¢ do tego celu. Krzywa prze-
prowadzona przez poczatek uktadu wspotrzednych (0, 0)
(Rycina 3) pokazuje, ze poczatek ukladu nie wptynal
znaczgco na warto$¢ R?, co oznacza, ze kazdy punkt na
krzywej mozna wykorzysta¢ do kalibracji jednopunkto-
wej. Postanowiono wigc wykona¢ rutynowo kalibracje
do badan na podstawie punktu 0,03 mg/mL. Punkt ten
oraz poczatek uktadu wspoétrzednych powinny wystar-
czy¢ do osiagnigcia zblizonej liniowos$ci do celow ana-
lizy ilosciowe;.

Granica wykrywalnosci (LOD) i granica
oznaczalno$ci (LOQ)

Znajomo$¢ dolnych granic przydatnosci metody
(i narze¢dzia pomiarowego) do wykrywania danego anali-
tu jest niezwykle wazna. Stosunek S/N musi wynosi¢ co
najmniej 3 i 10, aby mozliwe byto odpowiednio wykry-
cie i oznaczenie analitu.

Najnizsze stezenie THC z zakresu od 0,0005 do
0,005 mg/mL charakteryzowato si¢ stosunkiem S/N > 3
(Ryc. 4). Nie ulega watpliwosci, ze uzyte urzadzenie byto
w stanie wykry¢ znacznie mniejsze ilosci, ale takich

pomiaréw nie wykonano, gdyz stezenia ponizej 0,0005
mg/mL (co odpowiada zawartosci THC wynoszacej
0,008%) nie byty tematem niniejszych badan i uznawano
je za ilosci $§ladowe. Tym samym przyjeto warto§¢ LOD
dla tej metody réwng 0,0005 mg/mL.

Przeprowadzono dalsza analiz¢ w celu okreslenia
warto$ci LOQ, dla ktorej wyniki bylyby wiarygod-
ne. Wiarygodno$¢ w tym wypadku zalezy od precyzji
i doktadnosci analizowanych stezen. Tak wigc stezenie
charakteryzujace si¢ najmniejsza wartoscia RDS i do-
puszczalng doktadnoscia (pomiar znanego st¢zenia)
przyjmuje si¢ za LOQ. Kazde z trzech stezen (0,0005,
0,001 oraz 0,002 mg/mL) zanalizowano po kolei 10 razy
i obliczono precyzj¢. Jak wynika z tabeli 3, wszystkie
trzy stezenia osiggnetly dobrg spojnos¢ (RSD < 1%). Na-
tomiast w pomiarze dokladno$ci najmniejsze stezenie
(0,0005 mg/mL) nie przyniosto obiecujacych wynikow.
Dopuszczalng doktadnos$¢ (>80%) osiagnigto dla steze-
nia 0,001 mg/mL — warto$¢ t¢ przyjeto nast¢pnie jako
LOQ, jako ze wlasnie to stezenie spetnito minimalne wy-
magania stawiane omawianej metodzie.

Odzysk

Ostatnig cechg badang w celu walidacji metody byt
odzysk. Odzysk odzwierciedla ogdlna skutecznos¢ meto-
dy w odniesieniu do matrycy probek, krzywej kalibracyj-
nej i innych czynnikow $rodowiskowych. Aby otrzymac
niskie st¢zenia THC potrzebne do sporzadzenia roztwo-
réw o znanym st¢zeniu, wyekstrahowano matryce probki
z bardzo niewielkiej ilosci marihuany. Jesli otrzymane
stezenie THC bylo zbyt wysokie, roztwor rozcienczano.
Do ekstraktow z poszczegolnych zrédet dodano znane
ilosci THC, otrzymujac probki o niskim, $rednim i wy-
sokim stezeniu THC nizszym od punktu kalibracji, ktory
wynosit 0,03 mg/mL. Nastegpnie na podstawie oznaczo-
nych i znanych stezen obliczono procent odzysku. Wyni-
ki przedstawione w tabeli 4 dowodza, ze poziom odzysku
byl bardzo wysoki niezaleznie od zrodta probki i stgze-
nia. Ogdlna warto$¢ odzysku uzyskana badang metoda
wynosita 98,76+3,35%. Ten prawie perfekcyjny odzysk
$wiadczy, ze matryca miata niewielki wptyw na wyniki.

Przyszle badania

W przyszto$ci warto przeprowadzi¢ badania na au-
tentycznych konopiach przemystowych w celu ustalenia
skutecznosci metody w przypadku §wiezego materia-
hu roslinnego. Dodatkowo na podstawie probek konopi
przemystowych nalezy zbada¢ selektywnos$¢, precyzje
i odzysk metody. Matryca uzyskana z autentycznej kono-
pi przemystowej bytaby bardziej praktycznym $rodkiem
stuzacym do stworzenia listy kannabinoidéw przezna-
czonych do badan selektywnosci.
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Whioski

O ile analiza konopi przemystowych to powszechna
praktyka w niektorych krajach, w Malezji jest ona no-
wosciag. Powodem jest obowiazujacy w kraju zakaz ich
uprawy i uzytkowania (takze marihuany). Punkt zwrotny
nastapit, gdy rzad Malezji wyrazil zainteresowanie ich
uprawa i komercjalizacja pod warunkiem, ze zawarto$¢
THC nie przekroczy prawnie dopuszczalnej granicy
0,5%. Poniewaz jednym z zadan laboratorium, ktérego
pracownikami sg autorzy niniejszej pracy, jest zapewnie-
nie zgodnosci przysztych upraw z ta granica, rzad zwro-
cit si¢ don z prosbg o opracowanie metody pozwalajace;j
na taka wiasnie analize. Niestety, konopie przemysto-
we nie sg powszechnie dostepne w Malezji, dlatego tez
opracowano metodg, w ktorej jako ich substytutu uzyto
marihuany. Metoda ta daje doktadne wyniki zawartosci
THC i jest fatwa w rutynowym zastosowaniu. Musi jed-
nak zosta¢ zweryfikowana na podstawie probek konopi
przemystowych, kiedy juz odpowiednie matryce stana
si¢ dostgpne.
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