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1. UVOD

Posljednjih godina, biljezi se znatan porast popularnosti kanabidiola (CBD). Globalno trziste
kanabidiola procjenjuje se na zapanjujuci iznos od 7,71 milijardi USD zakljuéno s 2023.
godinom (1). Jedan od razloga ovako velikoj popularnosti su brojni pozitivni u€inci kanabidiola
na ljudsko zdravlje te odsustvo psihoativnog ucinka. Za razliku od kanabidiola, A-9-
tetrahidrokanabinol (A9-THC) poznat je po svom psihoaktivnom uéinku (2). Fizioloske
aktivnosti CBD-a su S$irokog raspona i ukljuéuju niz protuupalnih, antioksidativnih,
antianksioznih te kardiovaskularnih u¢inaka. Talﬁer blagotvorni u¢inak je zabiljezen kod
napadaja i mi$i¢ne spasti¢nosti (2). U 2018. godini Americka agencija za hranu i lijekove (FDA)
odobrila je prvi lijek na bazi CBD-a, Epidiolex koji sluzi za lijecenje pacijenata oboljelih od
epilepsije i to kod Dravet sindroma i Lennox-Gastault sindroma (3). Kod bolesti kojima
konvencionalna terapija ne daje dovoljan rezultat, oboljeli poseZu za proizvodima od kanabisa
kao drugom izvoru lijeCenja, prvenstveno zbog sve vece upotrebe kanabinoida u medicinske
svrhe i sve vece prisutnosti u medijima (4blndustrijska konaplja definira se po Zakonu o
suzbijanju zlouporabe droga kao konoplja s ukupnim sadrzajem THC od 0,2% i manje te Cije
se sorte nalaze na Zajednickoj sortnoj listi Europske unije i nije uvritena u Popis droga,
psihotropnih tvari i biljaka iz kojih se moze dobiti droga (5). CBD proizvodi su visoko trazni i
u Europi su pod regulacijom nove hrane odnosno hrane koja se nije konzumirala u EU-u ,u
znatnijoj mjeri” prije svibnja 1997. kad je prva uredba o tom pitanju stupila na snagu. Tom
definicijom obuhvaéena je hrana s novim sastojcima ili hrana na koju se primjenjuju novi
postupci proizvodnje. Ova regulacija omogucava sigurnu konzumaciju te se brine da ovakvi
proizvodi sadrze propisane prehrambenu vrijednost (6). Odabir izmedu mno3tva CBD
proizvoda raznih proizvodaca svakako moZe predstaviti izazov potro3ac¢ima pri odabiru
ispravne doze te kvalitetnog i u¢inkovitog CBD proizvoda. Nadalje, postoji znacajna razlika
izmedu ulja konoplje te CBD ulja. Ulje konoplje se dobiva iz sjemenki biljke te sadrZi ve¢inom
omega-6 i omega-3 esencijalne masne kiseline ali ne i kanabinoide. Uglavnom se mijeSa sa
srednje lan¢anim trigliceridima (MCT) te se prodaje kao ulje u kojem je iskazan postotni udio
ulja konoplje, 8to se lako moZze pogresno zamijeniti za CBD ulje. CBD ulje sadrzi ekstrakte
cvijeta i lista biljke koji sadrZze kanabinoide i terpene. Dodavanjem ovih ekstrakata ulju
sjemenke konoplje ili drugim uljima (suncokretovo ulje, MCT ulje) rezultira uljima s
deklariranim CBD koncentracijama (4). Deklariranje CBD udjela u CBD ulju pokazalo se

problemati¢nim. Provedena su razna istrazivanja na temu toc¢nosti deklaracije udjela CBD u




spomenutim uljima i rezultati su ukazali na ostupanja od deklarirane koncentracije. Manje od
50% ispitanih proizvoda u navedenim studijama bili su to¢no deklarirani, dok je vecina od
netocno deklariranih CBD ulja sadrzavala udio CBD ispod deklarirane koli¢ine, a u ponekim

uljima CBD se nije mogao detektirati (7).

Navedena istrazivanja ukazala su na potrebu za kvalitetnijom kontrolom deklaracije proizvoda

od CBD ulja kako bi se sprijecila prevara potroSaca.

Slijedom navedenog, ovaj rad je usmjeren na provjeru pridrzavanja regulatornih normi i

kontrole kvalitete proizvoda.

Pomoc¢u metode tekucinske kromatografije s visokom djelotvornoséu te UV/VIS detektrom
(HPLC UV/VIS) provesti ¢e se analiza aktivnih spojeva u proizvodima od konoplje s posebnim
naglaskom na CBD proizvode u obliku ulja i paste. U sljede¢im poglavljima opisati ce se
metodologija koriStena za analizu spojeva, prezentirati ¢e se rezultati i rasprava koja ¢e

doprinjeti boljem razumijevanju aktivnih spojeva u CBD proizvodima.

1.1. Taksonomija i botanicka svojstva vrste C. sativa

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) je dvodomna, jednogodiSnja, zeljasta
kritosjemenjaca koja obitava na podru¢jima umjerene ili tropske klime (8). Konoplja pripada
rodu Cannabis te se zajedno s hmeljem (Humulus spp.) uvritava u porodicu Cannabaceae (9).
Rasprava o postojanju jedne (C. sativa) ili dvije vrste (C. sativa i C. indica) zapo€inje jo§ od
vremena Linnaeusa i Lamarcka te je jo§ uvijek predmet rasprave medu botani¢arima. Postoje
morfoloske razlike izmedu dva taksona, C. sativa je viseg rasta s vlaknastom stabljikom dok je
C. indica nizeg rasta s drvenastom stabljikom, drugo postoje fitokemijske razlicitosti u omjeru
THC/CBD koji je znatno veci kod vrste C. indica. Takoder europsko porijeklo sative i azijsko
porijeklo indice podrzavaju postojanje dva razlicita taksona unutar roda Cannabis kako
primjecuje Rull (10), postavlja se pitanje o moguénosti definiranja dvije razlicite vrste ili
podvrste. Mcpartland je proveo istrazivanje koriste¢i kvantitativne kriterije na temelju DNK
barkoda te je prijavio da su genetske razlike u rangu podvrste i predlaZio je nomenklaturu: C.
sativa. ssp. sativa te C. indica. ssp. indica (11). § jedne strane monotipnost roda Cannabis
potvrduje dio autora (12), dok drugi dio smatra rod Cannabis politipnim s infraspecifi¢nim
oblicima (13). Svi su oblici C. sative diploidni (2n=20) te spolno kompatibilni (14). Velike

geografske, morfoloske 1 kemijske varijacije biljke su posljedica dugogodiinje kultivacije i
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prilagodivanja biljke raznim potrebama Covjeka (vlakno, ulje, lijek) (12). Neprekidno
iskoriStavanje konoplje kroz povijest kako navodi Tomasi¢ Pai¢, pozivajuci se na prethodna
istraiivan'ﬁ Smalla i Cronquista rezultiralo je sa viSe taksonomskih varijanata iste botanicke
vrste (8). Konoplja se sastoji od jedne visoko varijabilne vrste Cannabis sativa L., koju je prvo
klasificirao Lineé 1753. godine u svom herbariju Plantarum Species koji sluzi kao preteca
modernoj botani¢koj nomenklaturi, zatim nedugo poslije Lamarck je klasificirao indijsku
konoplju (Cannabis indica) kao bioloski razli¢itu. Ruski botanicar D. E. Janischevsky
imenovao je konoplju koja je uzgajana na podruéju jugoisto¢nih dijelova srediSnje Rusije te ju
naziva Cannabis ruderalis Janisch (8). Taksonomska klasifikacija vrste dugo vremena je bila

izvor neslaganja izmedu botani¢ara, a prikazana je Tablicom 1.

Tablica 1. Klasifikacija Cannabis sativa L. (15).

Carstvo Plantae
Odjeljak  Tracheophyta
Razred Magnoliopsida

Podrazred Rosanae

Red Rosales

Porodica  Cannabaceae

Rod Cannabis

Vrsta Cannabis sativa L.

Konoplja je autohtona podruc¢ju sredinje Azije. U Kini se uzgajala prije 5.000 godina te se
koristila za izradu tkanina. Razni nazivi za konoplju (kanabis, canapa, kanab, kinap) potjecu od
sanskrtske rije¢i kana u prijevodu prediva biljka, isto tako i bhang §to znadi pijanstvo. Vise od
3.000 godine uzgaja se u Indiji gdje se njene sjemenke koriste za pripravu lijekova dok se
osuseni Zenski cvjetovi konzumiraju u smjesi zajedno sa smolom kao opojna droga hasis, sli¢nu
primjenu nasla je i u drevnoj Perziji. U Maloj Aziji se u 7. i 8. st. pr. Kr. spominju prve tkaonice
konoplje, a najstariji arheoloski zapisi povezuju konoplju sa seobom naroda (16). Marco Polo
sa svojim slavnim putovanjima je popularizirao konoplju u srednjem vijeku te je izvijestavao i
o Hasanu ibn-al Sabbahu te njega}im hasasinima (eng. assasin) i njihovoj upotrebi hasisa u
Aziji. U Mainzu, 1445. godine na konopljinom papiru tiskana je biblija Johannesa Gutenberga,
a, 1776. godine na papiru napravljenom od konoplje skicirana je Americka deklaracija

nezavisnosti (8).




1.2. Morfoloske karakteristike vrste C. sativa

Korijen biljkeée vretenast te se moze rec¢i da “produZzuje” stabljiku za desetak centimetara ispod
povriine tla. Iz glavnog korijena izlazi postrano korijenje 1.1 2. reda koji se zatim prilikom
rasta medusobno ispr%eéu. Ako usporedimo s nadzemnom masom korijenov sustav je slabo
razvijen. Konopljina stabljika je uspravna, u pocéetku zeljasta dok kasnije odrveni. Stabljika
mozZe naresti 0,5 do 5 metara, zelena'ﬁi ponekad razgranata, sa grubim dlac¢icama na epidermi
(16). List je sastavljen od petejke i plojke s 1-3-5-7-9-11 segmenata, prvi par listova je
jednostavan i ima samo jedan segmcnbdrugi ima tri segmenta dok treci njih 5, itd. Pri vrhu
stabljike se broj segmer&a smanjuje. Na biljci su listovi smjeSteni nasuprotn%la pri vrhu su
naizmjeni¢no poredani. Segmenti su u prosjeku dugi od 5 do 18 e §iroki 0.5 do 2,5 cm,
listovi zenskih biljaka su ve¢ih dimenzija nego muske biljke (16). Muske biljke ili bjelojke
imaju manje listova od Zenskih, svijetlije stabljike, Zutih cvjetova s dugim stapkama te rahlijim
cvatom dok su mu cvjetovi rasporedeni na vrhu prasnika i sastoje se od perigona te 5 prﬁnika.
Za razliku od muskih cvjetova, zenski cvjetovi ili crnojke p(ﬁ'eduju stabljiku intezivno zelene
boje, cvjetovi su im sjedeci te se nalaze u pazuscima listova, zauzimaju gornju trec¢inu stablji

i tvore cvat, sastoje se od ovojnog listica, perigona i tucka s dvije njuske (16). Plod konoplje je
ujedno i sjeme, odnosno orasac koji je omotan tvrdom ljuskom, boja mu je raznolika, nije

jednoli¢na i ima Sare a moze biti od svjetlozelene, sive, smede, crvene (16).

Slika 1. Konoplja (Cannabis sativa L) (17)




1.3. Kemijski sastav vrste C. safiva

Prema istrazivanju Uptona et al., a kako navodi Hartsel et al. (18) C. sativa sadrzi vise od 750
spojeva koji su zastupljeni u razli¢itim kemijskim razredima od kojih su najpoznatiji
kanabinoidi koji se grupiraju u jedan razred sastavljen od 86 terpenofenolskih sekundarnih
metabolita. Terpeni su drugi razred kemijskih spojeva koje moZemo pronacu u konoplji te ih je
140 (18). Ostali razredi spojeva ukljucuju priblizno 50 ugljikovodika, 34 Secera i sli¢nih
spojeva, 27 dusi¢nih spojeva, 25 nekanabinoidnih fenola, 23 masne kiseline, 23 flavonoida, 20
jednostavnih kiselina, 13 jednostavnih ketona, 13 jednostavnih estera i laktona, 12 jednostavnih

aldehida, 11 proteina te stereoida, 9 elementa, 3 vitamina te 2 pigmenta (18).

1.4. Kanabinoidi

Za vecinu od 86 ideptificiranih kanabinoida u konoplji se moZe re¢i da su analozi A-9-
tetrahidrokanabinola (THC), kanabidiola (CBD), kanabikromena (CBC), kanabigerola (CBG),
kanabinola (CBN), kanabiciklola (CBL), kanabielsoina (CBE) i kanabitriola (CE). Sedam je
poznatih analoga kanabidiola u konoplji, najpoznatiji su s neutralni kanabinoidi: THC-a i CBD-
a. Strukturna znacajka kanabinoida je da sadrze karboksilnu kiselinu privezanu za aromatski
prsten (Slika 2.). Duzina alkilnog bo¢nog lanca varira, na tom poloZaju najcesc¢e nalazimo n-
pentilni bo¢ni lanc iako rijetko, mogu se pojaviti i n-butilni, n-propilni, etilni te metilni boéni

lanac (19).

CBD analozi

OH / Karboksilna kiselina

COOH BB
n-pentil bo€ni lanac

~
-~

-
Tl o

o
R=Me, monometil eter

Slika 2. Kemijska struktura razreda kanabinoida (18)

Kanabinoidima koji nose n-propilni bo¢ni lanac u nazivu se nadodaje sufiks varin, npr.
tetrahidrokanabivarin (THCV), prirodni THC analog koji umjesto pentilne grupe sadrzi propilni

bocni lanac, Eesto se pronalazi u podvrsti C. sativa indica (20).




Ne tako Cesto, fenolne komponente u kanabinoidima zasti¢uju monometil eteri, §to je prisutno
u analozima CBD-a, Slika 2. (18). Uz navedene, u konoplji je prisutno u niskim koncetracijama
jo§ 30-ak kanabinoida, po$to se ne zna to¢no posjeduju li terapeutska svojstva (18) u ovom radu

se nisu razmatrali.

Vazno je istaknuti da konoplja ne proizvodi THC, CBD ili CBC ve¢ karboksilne &eline
koje sadrze prekursore spomenutih kanabinoida i to su tetrahidrokanabinolska kiselina
(THCA), kanabidiolska kiselina (CBDA) te kanabikromenska kiselina (CBCA) (18). Stoga su
ekstrakti konoplje nepsihoaktivni sve dok se ne izloZe odredenoj temperature (>105 °C,) kojom
zapocinje kemijska reakcija poznata kao dekarboksilacija (Slika 3.). Do dekarboksilacije

kanabinoidnih kiselina dolazi i procesom pusenja ili pecenja (21).

OH neutralno

o

Cco2
49-tetrahidrokanabinolna kiselina 49-tetrahidrokanabinol
(THCA-A) (THC)
C22H3004 C21H3002
MM = 358,5 g/mol MM = 314,5 g/mol

Slika 3. Uvjeti nuzni za provedbu dekarboksilacije kanabinoidne kiseline u neutralan oblik (21)

Visoka razina dekarboksiliranih kanabinoida u cvjetovima konoplje ukazuje na mogucnost da

je uzorak nepropisno skladisten ili na uznapredovali proces starenja (21).

Konoplja kroz specificne biosintetske puteve proizvodi kanabigerolnu (CBGA) kiselinu,
CBDA, THCA te CBCA (18) (Slika 4.). Potvrdeno je da se CBGA ponasa kao supstrat za
specifiénu oksidoreduktazu CBDA, THCA te CBCA sintazu i konvergentni je posrednik u




proizvodnji kanabinoida (18). Karboksilna grupa CBGA od vaZnosti je za prepoznavanje
supstrata u sintezi kanabinoida. IstraZivanje Taure et al. (22) pokazalo je da CBG bez
karboksilne grupe ne prolazi kroz enzimatsku katalizu. Istrazivanje Taure et al. (22) pokazuje
da CBCA sintaza otpuita supstrat prije negoli je reakcija gotova 3to rezultira nizom
enatiomernom ¢istocom usporedno s THCA te CBDA. THCA sintaza je FAD (flavin adenin
dinukleotid) zavisna i zavisna o kisiku te kao nusprodukt stvara vodikov peroksid, prema
misljenju Taure et al. (22) otpustanje vodikovog peroksida moglo bi posluziti biljkama kao
obrambeni sustav protiv bolesti. Za razliku od THCA sintaze, CBDA sintazi kisik nije potreban
za konverziju CBGA u CBDA (22). Kanabinoidi koji nisu primarni (THCA, CBDA, CBCA)
se stvaraju kroz proces neenzimske degradacije (Slika 4). Primarni kanabinoidi mogu biti
dekarboksilirani u neutralni oblik ili konverzirani u CBE, CBN, THC, CBL izlaganjem svijetlu,

temperaturi i kisiku (19).

CBGA (R=n-Pr)

CBDA SINTAZA CBGVA (R=Me)

CBCA SINTAZA

THCA SINTAZA|

OH

CBDA (R=n-Pr)

CBDVA (R=Me) CBCVA (R=Me)
Fotooksidacija
il THCA (R=n-Pr) A
pirolizs THCVA (R=Me)
OH 0, A OH
COOH COOH
HO © 5 Jogess .
CBEA (R=n-Pr) _
CBEVA (R=Me) CBLA (R=n-Pr)

CBLVA (R=Me)*

CBNA (R=n-Pr)
CBNVA (R=Me)*

= COOH
Y
o} R

CBCA (R=n-Pr)

AB.-THCA (R=n-Pr)
AB.THCVA (R=Me)*

Slika 4. Biosinteza kanabinoida i njihova pregradnja (19)




CBD se moZe podvrgnuti fotooksidaciji ili pirolizi pri ¢emu nastaje CBE, takoder THC u
prisustvu kisika se moze degradirati u CBN, a izlaganjem povisenoj temperaturi u delta-8-THC.
U prisustvu svjetlosti CBC se pretvara u CBL tip kanabinoida. CBV nastaje istim putem kao i
CBGVA (23).

1.5. Terpeni
Terpeni su grupa hlapljivih monocikliénih te policikli¢nih ugljikovodika koji doprinose

sloZzenom i jedinstvenom aromatskom profilu konoplje, za sada ih je identificirano 140 (24).

)\\/\/U\/
[Prmicen |

B-mircen

A
Takoder se nalazi u:

-Lo\rorov_om listu Takoder se nalaziu:
- Kanangi (Ylang ylang) _Agrumu
~Timijanu -Narandi
-Hmelju -Limunu

A

Takoder se nalaziu: a-terpinolen

—Iéoru Takoder se pronalazi u:
-Cetinjati -Kardamomu

-Sikarici -MaZuranu

OH
/I%/\X/

Takoder se nalazi u:
-Cimetu

-RuZinom drvetu
-Brezi

Slika 5. Ucestali monoterpeni u C. sativa (24)

Hlapljivost terpena bitno utjece na aromu konoplje. Jedno istrazivanje utvrdilo je da otprilike
pola terpena ishlapilo tokom tromjese¢nog skladistenja u suhim uvjetima (25). Izolacija terpena
destilacijom vodenom parom sobne vrste C. sativa pokazala je niski udio (0,29% terpene po

osusenoj biomasi). Vecina destilata sastojala se od monoterpene (92% od ukupnih terpena) te
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se 7% seskviterpena i ostatak su Cinili jednostavni ketoni i esteri (25). Prema drugom
istrazivanju, od ukupnih monoterpena prisutnih u svjezim cvjetovima najzastupljeniji je mircen

s 67%, zatim slijedi D-limonen s 16% i linalol s 3% udjelom.

Sadrzaj monoterpena u konoplji uzgajanoj vani iznosio je od 48% do 92% ukupnih prisutnih
terpena, dok je sadrzaj seskviterpena bio nizi te se kretao oko 5% do 49%. Takoder je utvrden
visok sadrZaj monoterpene, o-pinena, trans-ocimena, a-terpinolen su takoder bile pronadene

(26).

Novak et al. (2001) proveli su istraZivanje europskih kultivara gdje su primijetili, u odnosu na
americke kultivare znacajne koli¢ine o-terpinolena i a-pinena te su ove biljke sadrzavale znatno
vise koli¢ine a-humulena (6-9% ukupnih terpena) (27). U tragovima su potvrdene koliine
sabinena, o-terpinena, eukaliptola, pulegona, y-terpinena, terpinen-4-ol, bornil acetata, o-
kopaena, aloaromadendrena, viridiflorena, o-bisabolena, y-kadinena, trans-nerolidola i B-

bisabolola (25,26).

Istrazivanje provedeno od strane Bertoli et al. (2010) o sastavu terpena u 10 razli¢itih varijeteta
konoplje tokom dvije sezone rasta utvrdilo je ukupnu koli¢inu terpene u rasponu od 0.11% do
0.25% po ukupnojﬁuﬁenoj biomasi. Prisutni monterpeni su mircen sa zastupljenoscu 8-45 %,
terpinolen (0,12-0.22%), a-pinen (3-20%), E-ocimen (1-10%) i B-pinen (1-8%), glavni prisutni
seskviterpeni bili su B-kariofilen (7-28%), a-humulen (3—12%) i kariofilen oksid (0,12-0.22%)
(28). Tehnike uzgoja, okolidni faktori te genetika doprinose specifi¢noj aromi konoplje. U
ispitivanju Mediavilla i Steinemanna ispitanicima kojima je dan uzorak konoplje s visokim

udjelom seskviterpena i monoterpena preferirali su kultivare s visokim sadrZzajem monoterpene

(26).

1.6. Biosinteza fitokanabinoida i terpena

Terpeni, zajedno s fitokanabinoidima, flavonoidima, liganima, koumarinima, poliketidima i

lipidima dijeli biosinteti¢ke puteve unutar konoplje kako je prikazano slikom 6.

Kljuéni posrednik u procesima biosinteze kod mogih biljaka je fosfoenolpiruvat, nastao
procesom glikolize. Fosfoenolpiruvat se prevodi u Sikmicku kiselinu koja je prekursor

flavonoidima, liganinima i koumarinima.
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Slika 6. Biosinteza fitokanabinoida i terpena (18)
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Fosfoenolpiruvat se moZe katabolizirati u acetil koenzim A koji izgraduje botanicke lipide i
poliketide. Konoplja koristi enzime vrste Il poliketidne sintaze i olivetolinsko kiselinske
ciklaze kako bi pretvorila acetil koenzim A u olivetolnu kiselinu (29). Acetil koenzim A takoder
se pojavljuje u kompetecijskim biosintetskim putevima koji vode do stvaranja geranil difosfata.
Geranil difosfat i olivetolna kiselina su produkt razgradnje acetil koenzima A, te se mogu
olivetolnom geranil transferazom prevesti u CBGA (18). Nadalje, geranil difosfat moze
posluziti kao supstrat za monoterpene (22) i seskviterpene (18). Konoplja terpene sintetizira u

manjim koli¢inama negoli kanabinoide (18).

1.7. Mehanizam fiziolo§kog djelovanja kanabinoida: Endokanabinoidni

receptori i signalni sustav

Kanabinol je prvi izolirani fitokanabinoid, otkriven je u ekstraktu ulja konoplje, a njegova
kemijska struktura objavljena je 1930. g. (30) iste je godine izoliran i kanabidiol dok se njegova
struktura objavila tek 1963. g. Naredne godine objavljena je struktura trans-9-
tetrahidrokanabinola ili dronabinola (sinteticki THC) (31). Ova otkri¢a su potaknula interes
znanstvenika te su se nastavila proucavati kemijska i farmakoloska svojstva navedenih spojeva.
Mehanizam djelovanja THC se pocinje bolje razumijevati nakon Howlettovog otkrica
kanabinoidnog CB1 receptora u mozgu te izolacije glavnih endogenih kanabinoida anandamida
i 2-arahidonoil glicerola od strane Mechoulama (8). Navedeni endogeni kanabinoidi derivati su
arahidonske kiseline (8). U tkivu sisavaca otkriveni su CB1 i CB2 G-protein kanabinoidni
receptori na koje se veze THC. Dok CB1 receptor nalazimo unutar i izvan sredi$njeg Ziv€anog
sustava, CB2 receptor lokaliziran je isklju¢ivo u perifernom zivéanom sustavu (32).
Endokanabinoidi pomoc¢u liganada ostvaruju interakcije s kanabinoidnim receptorima te
sudjeluju u reguliranju staniéne razine ciklickog adenozin monofosfata (cAMP), molekule sa
fukci‘ﬂm sekundarnog glasnika. Preko G-proteina ostvaruje se interakcije s adenilat-ciklazom,
te se moduliraju funkcionalna svojstva naponski reguliranih ionskih kanala (Ca**, Na*, razli¢iti
tipovi K* kanala) i ligand-reguliranih ionskih kanala kao §to su: serotoninski 5-HT3 receptor,
nikotinski acetilkolin te glicin receptor (Slika 7.). Kanabinoidni receptori u mozgu prepoznaju
specifi¢na kanabinoid vezajuca mjesta (8), npr. aktivacija CBI1 receptora za poslijedicu ima
inhibiranje naponski reguliranih Ca®* kanala i aktivaciju K* kanala. Siﬂalni putevi koji

ukljuéuju CB2 receptor povezuju se s aktivacijom mitogen aktivirane proteinske kinaze
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(MAPK), regulacijom fosfatidilinozitol-3-kinaze te signaliziranje putem ceramida kao
sekundarnih glasnika (33). Oba receptora pripadaju superporodici G-protein spregnutih
visokoafinitetnih receptora koje izgraduje sedam tra_nsmcmbrskjh domena, a aktiviraju ih tri
glavne skupine liganada i to endokanabinoidi (proizvodnja u tijelu sisavaca, N-arahidonoil-
etanolamin (anandamid, AEA), 2-arahidonoil-glicerol (2-AG), 2-arahidonil-gliceril-eter
(noladin eter), N-arahidonoil-dopamin (NADA), O-arahidonoil-etanolamine (virodamin)) svi
redom su prirodni signalni lipidi koji se vezu za kanabinoide. Svi endogeni kanabinoidi su

lipofilnog karaktera (8).

PRESINAPSA

Lizosom

ER
POSTSINAPSA

Slika 7. Shematski prikaz endokanabinoidnog signalnog puta (34)

CB 1 receptor ciljana je terapeutska meta za razne bolesti, poput pretilosti, ovisnosti o alkoholu,
kod osjeta boli, Parkinsove bolesti itd, takoﬁer potencijalnu terapeutsku primjenu imaju i

selektivni CB2 receptori osobito u terapijama za supresiju tumora i upala (35). CB2 receptorni
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agonisti mogu dovesti do anaﬁezije neuropatskih bolova, obzirom na polozaj CB2 receptora
na periferiji interesantno je dﬁlgonisti koji selektivno aktiviraju CB2 receptor (periferni) mogu
uciniti efektivnu analgeziju bez nezeljenih psihoaktivnih u¢inaka na srediSnji ziv€ani sustav
(SZ8), a koji su povezani s CB1 receptorom (8). Ekspresija CB2 receptora ve¢inom se gdnosi
na imunosna tkiva (slezena, krajnici) i hematopoetske mati¢ne stanice (8). Utvrdena je velika
raspodjela CB 1 receptora u mozgu, odnosno u bazalnim ganglijama, hipokampusuﬁercbelumu
i korteksu, plu¢ima, jetri, slezeni i bubrezima (8). Endokanabinoidi u SZS imaju ulogu
neuromodulatora ili ul()% povratnih glasnika koji su sposobni inhibirati oslobadanje raznih
neurotransmitera, uz to u perifernom i neuralnom tkivu mogu modulirati u¢inke proteina i
jezgrinih faktora koji su ukljuceni u proliferaciju stanice, diferencijaciju i apoptozu, djeluju
ujedno i kao parakrini i autokrini posrednici. Navedeni podaci pokazuju da endokanabinoidi
imaju bitnu ulogu u stani¢nom Zivotu (8). Takoder, CB1 receptori otkriveni su u dijelovima
mozga koji zahvacaju nekoliko vitalnih funkcija (uéenje, pamcenje, motivacija i spoznaja,
percepcija boli, neﬁocndokrina kontrola). Sintetiza endokanabinoida i njihovo oslobodanje
slijedi potraznju receptor-ovisnoga signalnog puta i djeluju kao glasnici povratnog
signaliziranja u GABA-nergi¢nim i glutamatergi¢nim sinapsama, te kao modulatori post-
sinaptickoga prijenosa, interagirajuéi s drugim neurotransmiﬁ'ima (8). Transportiraju se u
stanice pomocu enzimima kao $to je amidna hidrolaza masnih kiselina (AHEMK) i
monoaciﬁlicerol lipaze (MAGL). Endokanabinoidni sustav dio je mnogih patofizioloskih
procesa u centralnom i perifernom tkivu, ukljucuj¢i hormonalnu regulaciju unosa hrane,
kardiovaskularne, gastrointestinalne, imunolo$ke, bihevioralno-kognitivne, antiproliferativne i

reproduktivne funkcije (8).

1.8. Kanabidiol (CBD)

Kanabidiol je mala molekula, molekularne mase od 314469 g/mol i molekularne formule

C,,H;,0,. Topljivost u vodi iznosi 0,0126 mg/ml (37), a strukturnu formulu prikazuje slika 8.

CH,

H,C CH,
Slika 8. Strukturna formula CBD-a (37).
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Kristalizira se i u prirodi pojavljuje kao (-) enantiomer. Tocka taliSta kanabidiola je oko 62-63
°C, a topljivost u etanolu oko 23,6 mg mL"' (38). CBD se primijenjuje oralno kao kapsula ili
kao uljna otopina te sublingvalno i intranazalno (38). CBD doze koje pruzaju efektivni u¢inak
krecu se oko 100-800 mg/dan, dok komercijalne tinkture i ulja dolaze u dozama od 20 mg CBD
po serviranju. CBD uljne kapsule uzimaju se oralnim putem, CBD se radi lose topljivosti u vodi
slabo apsorbira u gastrointestinalnom traktu, a bioloska raspoloZzivost nakon oralne primjene je
svega oko 6 % (38). U zdravih muskih dobrovoljaca srednja vrijednost CBD-a + STD u krvi
nakon oralne primjene 600 mg CBD-a iznosila je 0,36 +0,64 ng/mL nakon prvog sata, 1,62 +
298 ng/mL nakon dva sata odnosno 3.4 + 6,42 ng/mL nakon 3. CBD kada se uzima u obliku
aerosola moze dose¢i maksimalnu koncentracije u plazmi za 5 do 10 minuta i za razliku od
oralne primjene postize vec¢u biolo$ku raspolozivost (38). CBD se zbog visoke lipofilnosti
nakuplja prvenstveno u masnom tkivu, a metabolizira se u jetri hidroksilacijom u 7-
hidroksikanabidol (7-OH-CBD) koji se dalje metabolizira te se njegovi metaboliti izlu¢uju kroz

feces i urin (38).

Slika 9. CBD proizvodi za kucne ljubimee (39)

CBD ima relativno nisku toksi¢nost, Zivotinjske i in vitro studije otkrivaju utjecaj CBD-a na

inhibiciju rasta tumorskih stani¢nih linija, bez u¢inka na vecinu zdravih stani¢nih linija.

1.9. Kanabidiolna kiselina (CBDA)

Kanabidiolna kiselina ima kemijsku formulu C;;H330,. CBDA jest dihidroksibenzenska
kiselina u kojoj vodik na poziciji 3 se zamijenjuje s limonen grupom (Slika 9). CBDA i
olivetolna kiselina su funkcionalno povezane biosintetickim putem. Olivetolna kiselina sluzi
kao prekursor u biosintezi CBDA (40). CBDA je visoko zastupljena u polenu konoplje
kultivirane u industrijske svrhe (41).
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Poloiaj 3 ‘

H

Slika 10. Strukturna formula CBDA (40).

Kanabidiolnoj kiselini se pripisuju i antiupalna, antikancerogena, antikonvulzivna i
antiemeticka svojstva (41). Omjer CBDA naspram CBD-a koristi se kao jedan od parametara

za dobre uvjete skladistenja i proizvodnog procesa (41).

1.10. Kanabinol (CBN)
Kanabinol ima molekularnu masu 310,437 g/mol i molekularnu formulu C,,H;40,. Topljivost
u vodi za CBN je niska i iznosi svega 0,000339 mg/ml. Kanabinol je fizioloski neaktivna

komponenta Cannabis sativa L. (42). Strukturna formula kanabinola prikazana je na Slici 10.

CH,

Slika 11. Strukturna formula CBN-a (42).

CBN je prvi izolirani fitokanabinoid u ¢istom obliku (18). Po prvi put je imenovan 1896.g a,
struktura mu je objavljena 1940.g (24). Produkt je oksidacije A°>-THC-a. Usporedno s A*-THC-
om, CBN ima 10 puta manju mo¢ aktivacije CB1 i CB2 receptora (18). Posjeduje sedativna,

antibiotska, antikonvulzivna i antiupalna svojstva (24). Koncentracija CBN-a u proizvodima od
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konoplje ovisi o dobi i uvjetima skladistenja (24). U proizvodima od konoplje (marihuana, hasi§
1 hasis ulje) koncentracija CBN-a povecava se tokom skladistenja dok se koncentracija A*-THC-
a smanjuje (19). CBN se ucinkovito primjenjuje u lijeCenju bulozne epidermolize (lat.
Epidermolysis bullosa). rijetke bolesti koju karakterizira stvaranje plikova na koZi i sluznici
(43). CBN je uspjesan u lijecenju glaukoma budu¢i da sprjecava upalu koju uzrokuje poviseni
intraokularni tlak. Djeluje kao antioksidans i moze utjecati na smanjenje o$teCenja stanica kod

Huntingtonove bolesti (43).

1.11. Delta-9-tetrahidrokanabinol (A°-THC)
1

THC je kanabinoidni alkaloid, on je viskozna smola koja se ne moze kristalizirati. U ¢istome
obliku pri niskim temperaturama je ¢vrst i staklast, a zagrijavanjem postaje ljepljiv i viskozan
(8). Mala je molekula, molekularne mase 314,462 g/mol {_ molekulske formule C;;H340,. U
vodi, topljivost THC-a iznosi 0,0028 mg/ml (44). Moieﬁ dobro otopiti u vecini organskih
otapala kao 3to su etanol ili heksan (8). Jedna od glavnih funkcija THC-a u konoplji je zﬁtita
biljke od §teto¢ina poput mnogih farmakologkiaktivnih specijaliziranih biljnih metabolita. THC
posjeduje i svojstva visoke apsorpcije UV-B svjetla (280-315 nm) Stite¢i tako biljku od

izlozenosti ovom zracenju (8). Slika 11. prikazuje strukturu formulu THC-a.
CHy

OH
\‘-H

o

H

H,C Lo 0 CH,
3

Slika 12. Strukturna formula THC-a (44).

THC uz CBD je glavna komponenta konoplje, te je ujedno i glavna psihoaktivna tvar.
Djelovanje THC-a ispoljava se putem kanabinoidnih receptora, a njegovo prisustvo moze
izazivati simptome kao Sto su promjene raspolozenja, poveéanje apetita, promjene u

kongnitivnim funkcijama itd. U medicini se primjenjuje sintetski oblik THC-a koji se naziva
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"Dronabinol/Marinol" a koristi se kao terapija kod pacijenata oboljelih od sindroma stecene
imunodeficijencije (AIDS) s ciljem povecanja apetita, takoder kod pacijenata oboljelih od raka
primjenjuje se u svrhu lije¢enja mucnina koje su izazvane kemoterapijom (44). Neki pripravci
od konoplje i udig, THC u njima prikazani su u tablici 2. Mnoge eksperimentalne studije
dokazale su u¢inak THC-a na psihomotorni i kognitivni sustav, THC dan ispitanicima u dozama
od 40 i 300 pg/kg uzrokovao je smanjenje motornih funkcija, pamcenja, i paznje prilikom
izvodenja testova (8). Najizrazeniji u¢inci THC-a mogli su se vidjeti prvi sat nakon pusenja ili
izmedu jedan i dva sata nakon oralnoga unosa, a u opadali su 3-4 sata nakon konzumacije (8).
U dugoroﬁloj studiji koju su proveli Fried i sur. (8) ispitani su IQ rezultati laganih (<
Sjointova/tjedno) i teskih (= 5 jointova/tjedno) korisnika marihuane, te bivsih korisnika i ne-
korisnika. Ovom studijom Fried i sur. ZabiljeZili su manji uklaan 1Q kod trenuta¢nih korisnika
marihuane, ali kod teZih korisnika marihuane koji nisu pusili najmanje tri mjeseca, testovi nisu
pokazali pad u 1Q rezultatima. Ovi rezultati navode na zaklju¢ak da je kod trenuta¢nih pusaca
ﬁjecaj ocigledan i ako nisu u intoksiniraju¢em stanju, ali takvo stanje nije trajno. Otkrile su se
razlike u aktivnosti mozga kod teskih ovisnika o kanabisu i teskih ovisnjka nakon apstinencije
od 25 dana, primjenom magnetske rezonancije. Utvrdeno je da iskusni apstinencijski ovisnici
koriste alternativne neuralne putove u mozgu kako bi kompenzirali za “oSte¢enje” uzrokovano

djelovanjem THC-a (8).

Tablica 2. Pripravci od konoplje i udio THC-a (8)

me Dio biljke THC sadrzaj (%)
Marijuana (bhang, dagga, Listovi, male stabljike 1.0-3.0
kif)
Sinsemilla Sterilne  zenske glavice 3.0-6.0
cvjetova
Ganja Sabijene sterilne Zenske 4.-8.0
glavice cvjetova
Hashish (charas) Rezine kanabisa 10.0-15.0*
aannabis ulje Alkoholni ekstrakt rezine 20.0-60.0

*Ulicni uzorci konoplje sadrze puno manju kolic¢inu THC-a jer su krivotvoreni s drugim

tvarima.
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1.12. Heksahidrokanabinol (HHC)

Heksahidrokanabinol (HHC) je molekula mase 316.5 g/mol i molekularne formule C,; H;,0,.
U znanstvenoj literaturi se prvi put opisuje 1940. g (45).GHHC je kemijski slican A’-THC,
glavnoj psihoaktivnoj supstanci u kanabisu. Laboratorijske studije in vitro i in vivo pokazale su
da HHC moZe izazvati sli¢ne ucinke kao proizvodi kanabisa i THC-a (45). Polusintetski HHC

je mjesavina 9a- 1 9B-metil stereoizomera (epimera) koji imaju razli¢ita farmakoloska svojstva

(45).

OH

o)

Slika 13. Strukturna formula HHC-a (45).

Konvencija UN-a o psihotropnim tvarima iz 1971.g kontrolira samo tetrahidrokanabinol i
njegove izomere. HHC se od sredine 2021. g prodaje u SAD-u i Europi. Proizvodi ukljuéuju
cvijet kanabisa (konoplje) s niskim sadrzajem THC-a i smola na koju je raspr3en ili pomije$an
HHC, HHC ulje. vape proizvodi i jestiva hrana (45). EU od 21. listopada oznacuje HHC kao
NPS (nova psihoaktivna supstanca) (45). Za razliku od A8-THC, HHC za sada nije posebno
kontroliran medunarodnim sustavom kontrole lijekova (45). U Europi postoje ogranifeni
podaci o HHC-u, prvi put je identificiran negdje u svibnju 2022. g u proizvodu koji se prodaje
kao tinktura pod naziﬁn 'CBN night'. Identifikaciju HHC-a prijavilo je do 31. ozujka 2023.g
prijavljen je u veéini drzava ¢lanica EU (Austrija, Belgija, Bugarska, Hrvatska, Cipar, Ceska,
Danska, Estonija, Finska, Francuska, Njemacka, Grcka, Madarska, Italija, Litva, Poljska,
Slovacka, Slovenija, gpanjolska, Svedska, Norveskoj i Svicarskoj) (45).

1.13. Prethodna istraZivanja proizvoda na bazi CBD-a

Proizvodi na bazi kanabidiola u SAD-u su slabo regulirani te postoji malo dostupnih
informacija o dugoro¢noj stabilnosti proizvoda, varijabilnosti lota i postavlja se pitanje da li
proizvod uistinu sadrzava ono Sto je na deklaraciji oznaceno. Miller i suradnici (46) proveli su

analizu uz pomo¢ HPLC-a te su ispitali koncentracije CBD-a, CBN-a, THC-a u raznim teku¢im
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i uljnim pripravcima od konoplje kako bi utvdili ispravnost deklaracije. Ukupno su razmatrali
11 proizvoda od ulja te su rezultati pokazali da 18.,2% (n=2) nisu ispostovali navode otisnute
na deklaraciji proizvoda, samo su ¢etiri ulja (n=4), odnosno 36,4% bili to¢no deklarirani. Zatim,
testiranje proizvoda za pi¢e (n=21) rezultairalo je s 66,67% (n=14) proizvoda koji su bili u
konzistenciji s navedenom CBD deklaracijom. IstraZivanje Elsohlya et al. isti¢e vaZnost analize
neutralnih i kiselih kanabinoida koji prikazuju kompletan kemijski profil proizvoda. Glavnina
ispitanih porizvoda od konoplje su bila ulja, jedan od proizvoda je bio maslac od konoplje,
ostali proizvodi su bili kapsula s prahom konoplje i kapsula s ekstraktom konoplje. Veéina
proizvoda je sadrzavala manje od 0,1% CBD-a i manje od 0,01% THC-a, nadalje 3 proizvoda
su sadrzavala 0,1-1% CBD-a, dva su proizvoda sadrzavala 0,1-0,9% THC-a. Njihovo
istrazivanje je pokazalo da su svi uzorci bili dekarboksilirani posto su CBDA i THCA iznosili

manje od 0,001% (47).
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2.CILJ RADA 1 HIPOTEZE

Cilj ovog rada je ispitati sastav komercijalno dostupnih CBD proizvoda u obliku ulja i pasti, te
dva dostupna HHC ulja. Ovaj rad ¢e pokusati utvrditi prisutnost i koncentraciju sljedecih
Emabinoida: CBD, CBDA, CBN, THC te HHC. Nadalje, kvantifikacija navedenih spojeva
provest ¢e se primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s UV/VIS detektorom
(HPLC UV/VIS). Takoder, cilj rada je usporediti dobivene koncentracije kanabinoida THC,

HHC i CBD s onima oznacenim na deklaraciji proizvoda.
U ovom istrazivanju ispitane su sljedece hipoteze:

1) HPLC UV/VIS analiza uzoraka pokazati ¢e odredeni stupanj varijabilnosti
koncentracije aktivnih komponenti naspram deklariranih.

2) Odstupanje od deklaracije moZze biti izazvano proizvodnim procesom, ekstrakcijskom
metodom te izborom sorte konoplje.

3) CBD i HHC proizvodi su skloni nedosljednom deklariranju te su upitne kvalitete.
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3. IZVORI PODATAKA 1 METODE
3.1. Materijali

Prilikom izrade ovog rada koriSteni su sljede¢i CBD proizvodi:

e Green lab Gold od 5%,15% (Garica d.0.0.)

e Green lab basic od 3%, 6%, 10%, 20% (Garica d.0.0.)

e Cbd ulje za ljubimce od 3%, 6%, 10% (Garica d.o.0.)

e Cbd ulje Ecofutura od 5%, 10% 20% (Ecomed d.0.0.)

e Hempika cbd kapi od 3%, 5% (Hempika d.o.0.)

e Hempika cbd paste od 20%, 30%, 50% (Hempika d.0.0.)

e Cbd puni spektar ulje za ljubimce od 2,5% (Hemp fiume d.o.0.)
e (bd puni spektar ulje od 5%, 10%, 15%, 20% (Hemp fiume d.o.0.)
e Cbd pasta puni spektar od 50%, 70% (Hemp fiume d.o.0.)

e (bd pasta Hempley od 30%. 40%, 50% (Kanabi d.o.0.)

e Cbd pasta Kanabi od 30%, 40%, 50% (Kanabid.o.0.)

e HHC ulje Euphoria od 10%, 20% (Kanabi d.0.0.)

e domace ulje od konoplje

3.2. Kemikalije

Prilikom izrade ovog rada koristene su sljedece kemikalije:

e Acetonitril, za gradientni rad

e Deionizirana voda

e 2-propanol

e Octena kiselina

e CBDA (Sigma Aldrich, Round Rock, Texas)
e CBD (Sigma Aldrich, Round Rock, Texas)
e CBN (Sigma Aldrich, Round Rock, Texas)

e THC (Klini¢ki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC, Split)
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3.3. Priprema uzorka

Odvagana masa uzorka otopila se u 2 mL 2-propanola. Za uzorke s deklariranim 25%
sadrzajem CBD-a uzimalo oko 0.15 g, za ulje od 5% od 008 - 0,10 g, za ulje s 10% CBD-a
uzimalo se priblizno 0,05 g dok za CBD ulje s 20% oko 0,03 g uzorka. Zadnji korak pripreme
uzorka pred analizu je razrjedenje uzorka 30 puta, odnosno 50 pl propanolne otopine uzorka
dodano je u 1450 pl 2-propanola. Za pripremu uzoraka CBD pasta uzimala se masa od 0,02 do
0,03 g te se razrijedila u plasti¢noj eprueti s 5 ml 2-propanola. I ovdje je zadnji korak pripreme
bio razrijedivanje otopljene paste od 30 puta kao i kod CBD ulja. [znimno za pastu od 70%
CBD odvagano je oko 0,02 g te se u ovom slucaju ona otopila u 7 ml 2-propanola, ostatak

pripreme pred analizu je bio isti kao u prethodno opisanim eksperimentima.

3.4. Uredaji, laboratorijska oprema, kromatografski uvjeti
e Analiticka vaga
e HPLC sustav (PerkinElmer serija 200)
e HPLC pumpa (PerkinElmer serija 200)
e UV/VIS detektor (PerkinElmer serija 200)
e Autosampler (Perkilmer serija 200)

e Poroshell kolumna 120 EC-C18 (3.0 x 100 mm, 2.7 um, Agilent, Milan, Italija).

Mjesavina 0,2% octene kiseline u vodi (faza A) i acetonitrila (faza B) koristeni su kao mobilna
faza s protokom od 0,5 mL min. Gradijent je zapoé¢eo s 30% faze A i 70% faze B, zatim se udio
mobilne faze A smanjio na 20% u narednih 10 minuta. U idu¢oj minuti uslijedio je strmi pad
faza A na 5% te je postignuti odnos mobilnih fazi zadrzan iduc¢ih 17 minuta. Poslije toga, kroz
I minutu, udio faza A se povecala na 30% i narednih 11 minuta kroz kolonu je protjecalo 30%
faze A i 709% faze B, kako bi se gradijent vratio na pocetne uvjete. Ukupno vrijeme analize bilo
je 40 minuta. Kolona je termostatirana pri 25 °C, a volumen injektiranog uzorka iznosio je 50
pL. Za detekciju kanabinoida koristen je UV/VIS detektor pri valnoj duZini od 228 nm, a
pojedini kanabinoidi su detektirani po retencijskom vremenu usporedbom s retencijskim

vremenima ¢istih standarda.
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Izrac¢un udjela za pojedini kanabinoid dobio se racunajuci:
1. Masu kanabinoida u razrijedenom uzorku.

Umnozak koncentracije kanabinoida izraZzene u pg/mL, a odredene preko kalibracijske krivulje
na HPLC instrumentu i volumena 2-propanola koristenog kao otapalo, izrazenog u mL uveca

se za faktor razrijedenja (30).
Prikaz formule:
my; = (¢ X V) x30
gdje je,
m4- masa uzorka kanabinoida s razrijedenjem
¢, - koncentracija kanabinoida ocitana s HPLC-a
V - volumen otapala

30 - faktor razrijedenja

2. Udio kanabinoida u uzorku.

Prethodno dobivena masa dijeli se sa po¢etnom masom uzorka. Rezultat se mnoZio sa 100 kako

bi se konacan rezultat iskazao kao postotak. Rezultat se zaokruzivao se na dvije decimale.

1

m
W =— x100

gdje je,
m;- masa uzorka kanabinoida s razrijedenjem
m,- pocetna masa uzorka kanabinoida

W - kona¢na koncentracija kanabinoida

Za HHC nismo imali standard, stoga je koncentracija HHC iskazana preko koncentracije THC.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cetiri kanabinoida su odvojena tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti na Perkin
Elmer Series 200 sustavu (Perkin Elmer, Walthman, Massachusetts, USA). Pojedini

kanabinoidi su detektirani po retencijskom vremenu (Tablica 3).

Tablica 3. Prikaz retencijskih vremena za ¢etiri kanabinoidna standarda

Retencijsko  CBDA CBD CBN THC
vrijeme
min 10.84 12.67 16.77 18.09

Ispitana Cetiri kanabinoida su vrlo hidrofobna te posljedi¢no izlaze kroz kromatografski sustav

navedenim redosljedom (Slika 12).
CBN

CBD
CBDA

THC

Slika 14. Primjer kromatograma s ¢etiri standarda kanabinoida

CBD je glavna i najvaznija komponenta u proizvodima od CBD ulja i paste upravo zbog svojih
bioaktivnih svojstava. S druge strane koncentracija THC-a u CBD proizvodima je zakonski
regulirana te ne smije prelaziti propisana granicu od 0,2% (5). Ostali se kanabinoidi (CBDA i
CBN) prirodno pojavljuju u proizvodima od konoplje te mogu utjecati na njihova terapeutska
svojstva. Za istovremenu identifikaciju i odredivanje cetiri kanabinoida u uljnoj matrici
razvijena je i djelomiéno validirana analiticka metoda. Glavni parametri za uspostavljanje
metode su linﬁ' detekcije i kvantifikacije, te su oni odredeni za ispitivane spojeve CBD, CBDA,
CBN, THC i prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4. Prikaz limita detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) za traZzene kanabinoide te

izrazeni u pg/ml.

pg/mL CBDA CBD CBN THC
LOD 0,066 0,050 0,032 0,156
LOQ 0198 0,150 0098 0470

Vec je spomenuto da za HHC nismo imali standard, stoga smo njegovo retencijsko vrijeme

odredili propustaju¢i uzorke koji su deklarirani kao HHC ulja (Slika 15).

- \u \\,«/"\

Slika 15. Primjer kromatograma u kojem su detektirani HHC izomeri

Iz prikazanog kromatograma vidimo da se HHC océekivano pojavljuje u dva stereoizomera te

da je retencijsko vrijeme prvog stereoisomer 19.31 min, a drugoga 19.57 min.

U ovo istrazivanje ukljuceni su proizvodi deklarirani kao CBD ulja i paste s punim spektrom
kanabinoida s iznimkom uzorka broj 22 koji nije deklariran i odnosi se na uzorak domaceg ulja
konoplje. Ukupno je ispitano 18 uzorka CBD ulja s razli¢itim deklariranim koncentracijama
CBD-a i 2 uzorka HHC ulja. Najmanja deklarirana koncentracija u CBD proizvodima
sadrzavala je 2,50% CDB-a, a najveca 20% CBD-a. Ve¢ je spomenuto da su HHC proizvodi

noviji na trzi§tu i podvrgnuta su samo dva uzorka ovog ulja analizi sadrZzaja kanabinolida i to
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10% i 20% ulja. Rezultati analize koli¢ine CBD-a u proizvodima od CBD i HHC uljima

prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Udijeli CBD-a u CBD i HHC uljima

Uzorak Deklarirana koli¢ina Koli¢ina CBD(%) = STD
(CBD ulje) CBD (%)

1. 10% 4,96 + 0,06
2. 5% 231+001
3. 2,50% 106 +001
4. 209 8,71 +0,07
5. 10% 423 +0,11
6. 20% 10,02+0,16
7. 10% 499 + 004
8. 6% 2,69 +£0,03
9. 10% 4,54 + 0,08
10. 10% HHC n.d.

1. 20% HHC n.d.

12. 3% 0,50+001
13. 5% 108 +001
14. 20% 8,53+0,31
15. 15% 6,55+001
16. 5% 253+007
17. 15% 6,15+0,02
18. 5% 205+001
19. 6% 1.90+001
20. 3% 1.02+0,03
21. 3% 1,33 +£0,08
22. / 028 +001

Dobiveni rezultati ukazuju na nepravilnost deklaracije koli¢ine CBD-a u analiziranim

proizvodima. U gotovo svim ispitanim uzorcima stvarna koli¢ina CBD-a u proizvodu ne prelazi

polovicu oznacene koli¢ine na pakiranju (n=15). U oba uzorka deklariranim kao HHC ulje CBD

nije detektiran (n=2). Manji dio uzoraka sadrZavao je otprilike polovinu deklarirane koliéine

CBD-a (n=4). Najnizi sadrzaj CBD-a (0,28%) zabiljeZzen je u uzorku domaceg ulja (nije

posjedovao deklaraciju). Nijedan uzorak se nije priblizio postotku CBD-a oznafenom na

deklaraciji proizvoda da bi se mogao izdvojiti kao najbolji postignuti rezultat.
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Rezultate analize za spojeve CBDA i CBN prikazuje Tablica 6.

Tablica 6. Udijeli CBDA i CBN u CBD i HHC uljima

Uzorak Deklarirana koli¢ina Koliéina CBDA(%) = STD Koli¢ina CBN (%)
(CBD ulje) CBD (%)
L. 10% 1,97 + 0,04 n.d.
2. 50 0,07 +0,00 nd.
3. 2.50% 0,71 +0,02 T
4. 20% 0,13+0.15 nd.
5. 10% T n.d
6. 20% T nd.
7. 10% 1,51 0,00 T
8. 6% 0,10+ 0,00 ﬁ
9. 10% T n.d.
10. 10% HCC n.d. n.d.
1. 20% HCC n.d. n.d.
12. 39 3,69+0,07 n.d.
13. 50 531+0.21 n.d.
14. o, 1,71 +£0,20 n.d.
15. 1ot 147 £0.07 n.d.
16. 5% nd. nd.
17. 159% n.d. n.d.
18. 50, 1.63 001 n.d.
19. 6% 203+x001 n.d.
20. 39 094 +0,03 nd.
21. 3% T n.d.
22. Y, 103+001 n.d.

n.d.- nedetektirano; T- u'tragm!ima

Prisutnost CBDA zabiljeZena je u odredenim koli¢inama u viSe od pola testiranih uzoraka

(n=14). U dva uzorka deklarirana kao HHC ulje nije postignuta detekcija spoja (n=2), dok je u

¢etiri uzorka udio CBDA pronaden u tragovima (n=4). Najmanju koli¢inu CBDA sadrzavao je

uzorak broj 2, a najveca vrijednost zabiljeZena je u uzoraku broj 13. Oba uzorka su pripadala

deklaraciji ulja od 5% CBD-a. U svim ispitanim uzorcima CBN nije detektiran. U uzorka 3. i

7. pronaden je u tragovima.Rezultati analize za spojeve THC i HHC u proizvodima na bazi

CBD i HHC uljima prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 7. Udio THC-a i HHC-a u CBD i HHC uljima

Uzorak Deklarirana  Koli¢ina THC(%) + STD Koli¢ina HHC (%) + STD
(CBD ulje) koli¢ina
CBD (%)

1. 0% T T

2. 5% n.d. n.d.

3. 2,50% n.d. nd.

4. 20% n.d. n.d.

5. 10% nd. nd.

0. 20% nd. T

7. 10% n.d nd.

8. 6% n.d. Ld

9. 10% nd. nd.

10. 10% HCC T 0,15+0,01
11. 20% HCC T 0.44 + 0,00
12. 3% (1] T

13. 50 11| M

14. 209% T i

I5. 15% T i

16. 5% T 1

17. 15% n.d. nd
20 5% T T

19. 6% ad n.d.
20. 3% n.d. nd.
21. 39 nd. =l
22. Y, n.d >

n.d.- nedetektirano; T- u tragovima

Na svim deklaracijama analiziranih proizvoda THC je ozna¢en da ne prelazi dozvoljenu
koli¢inu od 0,2%. Njegova prisutnost u tragovima zabiljeZili smo u 7 uzoraka CBD ulja (n=7).
U 13 uzoraka nije detektiran (n=13). U domacem ulju koje se uzgajalo da bude obogaceno
kanabinoidima, a tako i spojem THC isti nije detektiran. Uz spomenuti uzorak niski udio THC-
a imao je 15-ti uzorak koji je deklariran kao 15%-tni CBD proizvod. U oba HHC ulja
zabiljeZena je prisutnost THC u tragovima. HHC nije detektiran u vecini uzoraka, 5to nas ne
iznenaduje jer se on rijetko nalazi u sklopu prirodno prisutnih kanabinoida (n=12), detektiran

je u postotku od 0,15% u 10% i 0. 44% u 20% HHC ulju (n=2). Provedena analiza udjela HHC
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u ova dva ulja potvrdila je njihovu prisutnost u vrlo malim koli¢inama, §to nam daje za pravo

da iznesemo kako dobiveni rezultati nisu u skladu s deklaracijom ovog proizvoda.

Proizvodi od CBD paste dolaze s opcenito bogatijem CBD udjelom za razliku od ulja, a

rangiraju se po sadrzaju CBD-a od 20% do 70%. Ukupno se ispitalo 11 proizvoda, a rezultati

analize za udio CBD u proizvodima od CBD paste prikazani su Tablicom 8.

Tablica 8. Udio CBD-a u CBD pastama.

Uzorak Deklarirana koli¢ina Koli¢ina
(CBD paste) CBD (%) CBD (%) + STD
1. 20% 20,68 + 028
2. 30% 36,75 £ 0,05
3. 30% 32,85+£0.23
4. 30% 2948 +0,13
5. 40% 1847 + 001
6. 50% 19,11 +0,04
7. 50% 21,39 +0.21
8. 40% 17,88 + 008
0. 70% 23,53+ 050
10. 50% 18,51 +392
1. 50% 21,93 +0.25

CBD je bio prisutan u svim ispitanim uzorcima (n=11). Jedan uzorak (br.2) prema3uje

deklariranu koli¢inu (n=1) i u njemu je zabiljeZzeno oko 7% ve¢i udio CBD-a nego je navedeno

u prate¢oj deklaraciji. Nasi rezultati ukazuju da je od ukupno 11 uzorka, tri su uzorka ispravno

deklarirana i to suuzorci 1,314 saudjelom od 20% i1 30% CBD-a (n=3). Sveukupno, 5 uzoraka

sadrze manje od pola od navedene koli¢ine CBD-a (n=5). Pokazalo se da uzorak s ocekivano

najvi§im postotkom CBD-a (70%) sadrzi tre¢inu od oznacene koli¢ine (~23%). Uzorak broj 8

s deklaracijom CBD-a od 40% pokazao je nizi udio te je CBD pasta s najniZzim udjelom aktivne

tvari medu analiziranim uzorcima. Navedeni rezultati nas upucuju na zakljuéak da CBD paste

s koli¢inama CBD-a od 20% i 30% su uglavnom odgovarajuce deklaraciji dok deklarirane vece

vrijednosti CBD-a u proizvodima od paste pokazuju znatno odstupanje u udjelu aktvne tvari.
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Takoder su provedene analize udjela spojeva CBDA i CBN u CBD pastama i prikazani su u

Tablici 9.

Tablica 9. Udio CBDA i CBN u CBD pastama.

Uzorak Deklarirana Koli¢ina Koliéina
(CBD paste) koli¢ina CBDA(%) + STD CBN(%) + STD
CBD (%)

1. 20% 1492 + 0,93 nd.

2. 30% n.d. nd.

3. 30% 1,22 +156 1,53 +001
4. 30% 1293 +0,38 T

5. 40% 0,03 +0,00 0,34 +0,01
6. 50% 0,61 £0.69 nd.

7. 50% n.d. nd.

8. 40% 0,24 £001 1,53+003
0. 70% 0,37+002 nd.

10. 50% 2,15+089 nd.

11. 50% 041 +022 1.86 £+ 0,07

n.d - nedetektirano; T- u tragovima

U 11 analiziranih uzoraka CBD pasta, CBDA nije detektiran u dva proizvoda (n=2),dok jeu 9

uzoraka potvrdena prisutnost njegova prisutnost (n=9). NeSto niZe rezultate udjela CBDA

potvrdili smo u pastama br. 5, 8 i 11 (n=3). Najvecu vrijednost pokazao je uzorak broj 1

deklariran kao 10% CBD ulje. CBN nije detektiran u 6 uzoraka (n=6), dok je u tragovima

zabiljeZen u uzorku br. 4. Kvantifikacija CBN izvriena je u ukupno 5 uzoraka paste (n=5).

Najnizu vrijednost udjela CBN-a zabiljezili smo u uzorku paste br. 5 koji je deklariran kao 40%

CBD pasta, sli¢nu vrijednost pokazali su uzorci 3 i 8, dok je uzorak 11 imao najvecu vrijednost

oko 1,86% CCBN-a.

Kao i kod analize CBD ulja i u CBD pastama smo proveli odredivanje sadrzaja THC-a i HHC-

a. Rezultati analize CBD pastama na navedene spojeve prikazuje Tablica 10.
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Tablica 10. Udio THC i HHC u CBD pastama

Uzorak Deklarirana Koli¢ina Koli¢ina
(CBD paste) koli¢ina THC (%) = STD HHC (%) = STD
CBD (%)
1. 20% T nd.
2. 30% T T
3. 30% T T
4. 30% T T
6]
5. 40% n.d. n.d.
6. 50% nd. T
7. 50% T T
8. 40% nd. T
9. 70% n.d. n.d.
10. 50% T T
I1. 50% T T

n.d- nedetektirano; T- u tragovima

THC i HHC nisu kvantificiran u nijednom uzorku (n=0). Prisutnost THC-a u tragovima

potvrdena u 7 uzoraka (n=7), a nije detektiran u 4 uzoraka (n=4). HHC je u tragovima bio

prisutan u 8 uzoraka (n=8). Svi uzorci u kojima je zabiljeZzena prisutnost THC-a u tragovima,

bili su pozitivni i na prisutnost HHC-a u tragovima.
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5. ZAKLJUCAK

Velike potraznje za proizvodima od kanabidiola (CBD) dovodi do stalnog porasta proizvodnje.
Odabir izmedu mnoitva CBD proizvoda raznih proizvodaca moze predstaviti izazov
potro$ac¢ima pri odabiru ispravne doze te kvalitetnog i u¢inkovitog CBD proizvoda. Stoga smo
proveli istrazivanje sa ciljem ispitivanja ispravnosti navedenog udjela glavnog kanabidiola
(CBD), kao i njegovog analoga A-9-tetrahidrokanabinola (THC) te kanabidiolne kiseline
(CBDA) i kanabinola (CBN) u nama dostupnim CBD uljima i pastama. U vise od polovica
analiziranih CBD ulja (64%) i 80% CBD pasti zabiljezena je prisutnost CBDA, dok je
prisutnost CBN zabiljeZena samo u tragovima u manje od 10% uzoraka ulja i 36% uzoraka
pasti. Provedeno istrazivanje pokazalo je da postoji veliko odstupanje od sadrzaju CBD-a u
CBD uljima od onoga koje je navedeno na popratnoj deklaraciji proizvoda. U gotovo svim
ispitanim uzorcima CBD ulja, udio CBD-a bio je nizi od polovice naznac¢enog udjela na
deklaraciji. Kod CBD pasti provedena analiza je potvrdila da je u gotovo 30% uzoraka pravilno
deklariran udio CBD-a, s tim da je sadrzaj CBD-a u jednom uzorku bio veéi za 7% od
navedenog na deklaraciji. Ostali uzorci paste sadrzavali su oko 50% niZe udjele CBD-a. Na
svim deklaracijama analiziranih proizvoda THC je ozna¢en da ne prelazi dozvoljenu kolic¢inu
0d 0.2%.Njegovu prisutnost u veéem udjelu od dopustenoga 0,2% nismo utvrdili u analiziranim
CBD uljima i pastama. Na trziitu Europske uije su od nedavno prisutna i HHC ulja. Provedena
analiza sadrzaja dostupnih HHC ulja pokazala je da i kod ovih proizvoda udio aktivne tvari bio
nizi od navedene deklaracijom. Ovaj prirodni fitokanabinoid derivate je THC i to se indirektno
potvrdili jer u svim uzorcima koji su bili prisutni na THC zabiljezili smo i prisutnost HHC-a.
Izneseni podaci ukazuju da veéina ulja i paste industrijske konoplje, koji su dostupni na trzi§tu
su neispravno deklarirani i stoga predstavljaju potencijalni rizik za ljudsko zdravlje. Rezultati
ovog istraZzivanja jasno ukazuju na potrebu za ucestalijim analizama ovih proizvoda od strane
akreditiranih laboratorija kako bi se zastitilo potrosace i omogudili ispravniji uvid na stanje

trzista ovih sve popularnijih dodataka prehrani.
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7. SAZETAK

Odredivanje aktivnih komponenti u ulju konoplje

Cilj: Proizvodi koji sadrze kanabidiol (CBD) su trenuta¢no veoma poplami. Konzumiraju se u
razli¢ite svrhe, a mogi imati blagotvorni u¢inak na neka zdravstvena stanja. Cilj ovog rada bio je
ispitati sastav komercijalno dostupnih CBD proizvoda u obliku ulja i pasti, te dva dostupna HHC
ulja. Ovaj rad imao je za cilj odrediti koncentraciju i udio sljedec¢ih kanabinoida: CBD, CBDA,
CBN, THC te HHC, a usporedbom dobivenog udjela kanabinoida s onima navedenim na deklaraciji

proizvoda dobili smo uvid u ispravnost popratnih delkaracija.

Metode: Proizvodi od CBD-a (20 ulja i 11 pasti) i dva HHC ulja kupljeni su u lokalnim
specijaliziranim CBD trgovinama ili putem online trgovine u Hrvatskoj i Sloveniji. Koncentracije
CBD, CBDA, CBN, THC i HHC-a su kvantificirane u CBD uljima i pastama, te HHC uljima
pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti s UV/VIS detektorom (HPLC-UV/VIS).
S napomenom da je koncentracija, HHC iskazana preko koncentracije THC, jer HHC standard

nismo posjedovali.

Rezultati: U viSe od polovica analiziranih CBD ulja (64%) i 80% CBD pasti zabiljezena je
prisutnost CBDA, dok je prisutnost CBN zabiljeZena samo u tragovima u manje od 10% uzoraka
uljai36% uzoraka pasti. Provedena analiza pokazala je veliko odstupanje u sadrzaju CBD-a u CBD
uljima od onoga koje je navedeno na popratnoj deklaraciji proizvoda. U gotovo svim ispitanim
uzorcima CBD ulja, udio CBD-a bio je niZi od polovice nazna¢enog udjela na deklaraciji. Kod CBD
pasti provedena analiza je potvrdila da je u gotovo 30% uzoraka pravilno deklariran udio CBD-a, s
tim da je sadrzaj CBD-a ujednom uzorku bio veci za 7% od navedenog na deklaraciji. Ostali uzorci
paste sadrzavali su oko 50% niZe udjele CBD-a. Prisutnost THC-a u veéem udjelu od dopustenoga
0,2% nismo utvrdili u analiziranim CBD uljima i pastama kao i HHC uljim. Analiza HHC ulja

pokazala je da i kod ovih proizvoda udio aktivne tvari nizi od navedene deklaracijom.

Zakljuéci: Izneseni podaci ukazuju da veéina ulja 1 paste industrijske konoplje, koji su dostupni na
trzi$tu suneispravno deklarirani i stoga predstavljaju potencijalni rizik za ljudsko zdravlje. Rezultati
ovog istraZivanja jasno ukazuju na potrebu za ucestalijim analizama ovih proizvoda od strane
akreditiranih laboratorija kako bi se zaStitilo potroSace i omogucili ispravniji uvid na stanje trziSta

ovih sve popularnijih dodataka prehrani.

Kljuéne rijeé¢i: CBD ulja i paste, HHC ulja, CBDA, CBN, THC, deklaracija proizvoda
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8. SUMMARY

Determination of active components in hemp oil

Aim: Products containing cannabidiol (CBD) are currently very popular. They are consumed for
various purposes and can have a positive effect on some health conditions. The aim of this work
was to investigate the composition of commercially available CBD products in the form of oil and
paste as well as two available HHC oils. The aim of this work was to determine the concentration
and proportion of the following cannabinoids: CBD, CBDA, CBN, THC and HHC. By comparing
the percentage of cannabinoids determined with the cannabinoids listed in the product declaration,

we were able to gain an insight into the accuracy of the accompanying declarations.

Methods: CBD products (20 oils and 11 pastes) and two HHC oils were purchased in local
specialized CBD stores or online stores in Croatia and Slovenia. The CBD, CBDA, CBN, THC and
HHC concentrations were quantified in the CBD oils and pastes as well as in the HHC oils using
high performance liquid chromatography with UV/VIS detector (HPLC-UV/VIS). Note that the
HHC concentration is expressed above the THC concentration as we did not have an HHC standard

available.

Results: CBDA was detected in more than half of the CBD oils (64 %) and 80% of the CBD pastes
tested, while CBN was only present in traces in less than 10% of the oil samples and 36% of the
paste samples. The analysis revealed a large deviation of the CBD content in CBD oils from the
information on the accompanying product declaration. In almost all of the CBD oil samples tested,
the CBD content was less than half of that stated on the declaration. In the case of CBD pastes, the
analysis carried out confirmed that the CBD content was correctly declared in almost 30% of the
samples, whereby the CBD content in one sample was 7% higher than stated on the declaration.
Other paste samples contained a CBD content that was around 50% lower. In the CBD oils and
pastes tested, as well as in the HHC oils, we were unable to detect THC in a higher proportion than
the permitted 0.2%. The analysis of HHC oil showed that the proportion of the active ingredient in

these products is also lower than stated in the declaration.

Conclusions: The data presented show that the majority of industrial hemp oils and pastes available
on the market are mislabeled and therefore pose a potential risk to human health. The results of this
investigation clearly show that these products need to be analyzed more frequently by accredited
laboratories in order to protect consumers and gain a more accurate insight into the market situation

of these increasingly popular dietary supplements.

Keywords: CBD oils and pastes, HHC oils, CBDA, CBN, THC, product declaration
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