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Izvlecek

V c¢lanku je predstavljena raziskava, v okviru katere smo preiskovali nivoje
vsebnosti kanabinoidov v komercialno dostopnih izdelkih olj, izdelanih iz
konopljinih semen. Analizirali smo 12 razli¢nih konopljinih olj in v njih dolocali
vsebnosti kanabivarina (CBDYV), tetrahidrokanabivarina (THCV), kanabidiola
(CBD), kanabikromena (CBC), tetrahidrokanabinola (d9-THC) ter kanabigerola
(CBG). Analize smo izvedli s plinsko kromatografijo v povezavi z masno
selektivnim detektorjem, pri cemer smo dolocili mejo kvantifikacije (QL) metode
2,1 ppm ter mejo detekcije (DL) 0,7 ppm. Vsebnosti preiskovanih kanabinoidov so
se med vzorci zelo razlikovale, pri ¢emer je najbolj izstopal CBD. Najvec
pozornosti smo zaradi njegove psihoaktivne narave in omejitev namenili
rezultatom vsebnosti d9-THC. V konopljinih oljih se sicer ve¢ino d9-THC nahaja v
njegovi kislinski obliki (d9-THCA), ki nima enakega farmakoloskega oziroma
toksikoloskega ucinka, kljub temu pa je potrebno upostevati njegovo skupno
vsebnost, v katero sta zajeti obe obliki (d9-THC + d9-THCA). Dobljene rezultate
smo primerjali s smernicami, znotraj katerih v Sloveniji Nacionalni inStitut za
javno zdravje (NIJZ) omejuje skupno dovoljeno koli¢ino d9-THC v prehranskih
izdelkih iz konoplje in ugotovili, da le cetrtina izdelkov ustreza trenutno
predpisanim smernicam.

Kljuéne besede: konopljino olje, kanabinoidi, tetrahidrokanabinol, plinska
kromatografija, masno selektivni detektor.
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DETERMINATION OF CONTENT OF CANNABINOIDS IN
COMMERCIAL SAMPLES OF CANNABIS OILS

Abstract

The article presents a study in which we investigated the levels of cannabinoids in
commercially available oil products made from hemp seeds. We analyzed 12
different hemp oils and determined the contents of cannabivarin (CBDV),
tetrahydrocannabivarin (THCV), cannabidiol (CBD), cannabichromen (CBC),
tetrahydrocannabinol (d9-THC) and cannabigerol (CBG). The analyzes were
performed by gas chromatography coupled with a mass-selective detector with
determined quantification (QL) and detection (DL) limits at 2.1 ppm and 0.7 ppm,
respectively. The contents of the investigated cannabinoids varied greatly between
the samples, with CBD standing out the most. Due to its psychoactive nature and
limitations, most attention was paid to the results of d9-THC content. In hemp oils,
most tetrahydrocannabinol is found in its acid form (d9-THCA), which does not
have the same pharmacological or toxicological effects, but it is still necessary to
take into account its total value, which constists of both forms (d9-THC + d9-
THCA). The obtained results were compared with the Slovenian recommended
guidelines within which the National Institute of Public Health (NIJZ) limits the
total amount of tetrahydrocannabinol in cannabis food products and it was found
that only a quarter of the products meet the currently prescribed guidelines.

Key words: hemp oil, cannabinoids, tetrahydrocannabinol, gas chromatography,
mass selective detector.

1 UvOD

Konoplja nas skozi zgodovino Ze tisoCletja spremlja kot prehranska, tekstilna in
zdravilna rastlina. Znano je, da je v ¢asu kitajskih cesarjev 2700 pr.n.§. imela
mocno vlogo v vsakdanjem zivljenju, kar kazejo najdbe ohranjenih socvetij in
semen konoplje v grobnicah na Kitajskem (Russo in sod., 2008).

V Evropi konopljo tradicionalno poznamo predvsem v tekstilnem in prehranskem
pomenu, kjer je kultura gojenja za steblo, vlakna in seme prisotna Ze veC stoletij
(Fleming in Clarke, 1998). V 60. letih 20.st. je tobacna in alkoholna industrija
mocno vplivala na gibanje prohibicije konoplje, ki se je iz Zdruzenih drzav
Amerike hitro razsirila tudi na Evropska tla.

Gojenje konoplje je imelo velik gospodarski pomen v ¢asu nekdanje Jugoslavije.
Konoplja je zelo znana po raznovrstnosti uporabe in aplikacijah v razlicnih
panogah, kot sta npr. gradbenistvo in avtomobilska industrija, kjer se uporabljajo
konopljini plasti¢ni in betonski kompoziti (Karus in Vogt, 2000).

Sele v 21. stoletju je s ponovno oZivitvijo raziskav izraelskih in amerikih
raziskovalnih skupin prisla do izraza tudi uporaba konoplje za lajSanje simptomov
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zdravstvenih tezav. V vseh obdobjih je konopljino seme ostalo neizpodbiten vir
prehranskih vlaknin in uravnotezene vsebnosti omega-3 in omega-6 masc¢obnih
kislin v olju, prav tako pa njegov beljakovinski delez prekasa vecino pridelovalnih
rastlin v kmetijstvu (do 30 % beljakovinskega deleza v semenu) (Citti in sod.,
2018). Glede na moznosti raznovrstne uporabe v razli¢nih panogah konopljo kljub
predsodkom in menjavi statusov legalnosti uvr§¢amo med pomembnejSo gojeno
kmetijsko rastlino.

V zadnjih desetletjih na pomenu pridobivajo tudi kanabinoidi, pri cemer jih je do
sedaj znanih in sintetiziranih ze vsaj 152. Najbolj znani so tetrahidrokanabinol (d9-
THC), kanabigerol (CBG), kanabidiol (CBD), kanabinol (CBN) ter njihove
izomere. Za nekatere obstajajo tudi klini¢ne Studije, ki dokazujejo pozitivne ucinke
na zdravje. Gre predvsem za CBD, ki se je izkazal za uCinkovitega pri zdravljenju
trdovratne oblike epilepsije, seboreje in drugih vnetnih bolezni (WHO, 2018).

Zaradi bogate prehranske vrednosti so v zadnjih desetletjih na trgu mocno prisotni
razni izdelki iz konoplje, med katerimi prednjaci uporaba hladno stiskanega olja iz
semena in nelusceno ali olusceno seme, ki vsebuje visok delez beljakovin. Izdelki,
ki vsebujejo olje iz semen, beljakovinske sredice ali dele pogace po stiskanju, se
nato uporabljajo kot polizdelek za pekovske potrebe (Carus in Sarmento, 2016).

Pri proizvodnji konopljinega olja poznamo postopek hladnega stiskanja, ki je
industrijsko prehranski standard za ohranjanje zdravilnih oz. hranilnih komponent,
vendar pa pri tem lahko prihaja do kontaminacije z zleznimi trihomi zenskega
socvetja konoplje, saj dozorevajo socasno z semenom (Citti in sod., 2018). Namen
zorenja kanabinoidov in terpenov v trihomih je predvsem defenzivno evolucijske
narave, saj rastlina skuSa obraniti seme pred hranjenjem pticev ali herbivorov,
dokler ni zrelo in godno za prehrano zivali, kar zagotavlja raznos semena na dolge
razdalje (Pate, 1983).

Brez natan¢nih in temeljitih procesov ciSCenja semena (predvsem zaradi
adhezivnosti terpenofenolne smole, ki se ob mehanskih drazljajih sprosti iz
voskastih zleznih trihomov) obstaja resni¢na nevarnost kontaminacije semenskega
pridelka z ostanki trihomov vsebujocih kanabinoidov (Leizer in sod, 2000).

S temeljitim suSenjem in veckratnim ¢iS¢enjem z razpihovanjem, bi se po nacelu
dobre prakse morali izogniti tej nevarnosti, kar pa je v praksi lahko tezko
izvedljivo. Ze sami pogoji v ¢asu predelave oz. ¢is¢enja semena lahko vplivajo na
adhezivne lastnosti smole. Npr. relativna zra¢na vlaga v okolici in v prostoru lahko
povzrocita, da se smola dosti tezje odlepi od povrhnjice semena.

Ceprav se v kratkem priakuje enotna regulacija, pa v EU trenutno $e ni usklajenih
predpisov glede prisotnosti kanabinoidov v konopljinem olju. Vecina drzav v
Evropi je omejila skupno koli¢ino d9-THC (le-ta zajema tako vsebnost
tetrahidrokanabinola kot tudi njegove kislinske oblike (d9-THCA)) v konopljinem
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olju in to na razli¢nih vrednostih. V Nemciji je ta meja postavljena na 5 ppm,
medtem ko je na Hrvaskem in v Svici 20 ppm (NIJZ, 2017). To mejo (20 ppm) kot
najvisjo dopustno mejo za konopljino olje svetuje tudi EIHA - Evropsko zdruzenje
za industrijsko konopljo (EIHA position paper, 2021).

Pri nas je Nacionalni inStitut za javno zdravje (NIJZ) izdal smernice, v katerih je
definiran predvsem akutni referencni odmerek (ARfD) za skupno vsebnost d9-
THC, ki ga je postavila EFSA (European Food Safety Authority) pri 1pug/kg telesne
mase na dan. Dopustno mejo za izdelek se dolo€i z oceno tveganja za potroSnika.
Le-ta se torej doloca za vsak primer posebej. Pri tem se upoSteva z ustrezno
analizno metodo doloc¢eno skupno koli¢ino d9-THC (v nasem primeru v olju), ki se
jo ovrednoti z ozirom na ARfD ter priporodeno dnevno dozo. Ce priporo¢ena
dnevna doza ni navedena na sami etiketi proizvoda, se za izracun uporabi
povprecna koli¢ina zauzitega olja, ki je doloc¢ena glede na vseevropske podatke za
olja in meri 2 jedilni Zlici olja na dan (30 mL ~ 28 g) (NIJZ, 2018). Na osnovi tega
lahko enostavno izracunamo priporoceno dnevno dozo d9-THC za odraslega
cloveka, ki pri 70 kg telesne teze znasa 2,5 ppm, pri telesni tezi 12 kg (otroci) pa je
celo pod 0,5 ppm. Kot zanimivost lahko omenimo Se, da nekatere sosednje drzave
kot priporocilo postavljajo konopljine izdelke v kategorijo, katerih uporaba je
dovoljena le za polnoletne osebe (Kladar in sod., 2021).

Tako nizki nivoji so s staliS¢a prakse in sposobnosti uporabljenih agronomskih
procesov tezko dosegljivi, prav tako pa nimajo utemeljene osnove z ozirom na
varnost potro$nika, saj se veCina skupnega d9-THC nahaja v njegovi kislinski
obliki (d9-THCA), ki pa seveda nima enakega farmakoloskega oziroma
toksikoloskega ucinka.

Ker proizvajalci redno ne testirajo konopljinega olja, ki ga dajejo na trg, je kot
posledica naklju¢nih inspekcijskih nadzorov prislo celo do umikov nekaterih
izdelkov iz razli¢nih evropskih trzi$¢ (tudi v Sloveniji). V zadnjem casu je najbolj
udaren umik konopljinega olja iz Lidla na nemskem trgu.

V nasi raziskavi smo prejeli 12 razli¢nih anonimnih vzorcev konopljinega hladno
stiskanega olja in v njih analizirali sledove kanabinoidov z metodo plinske
kromatografije v povezavi z masno selektivnim detektorjem. Namen raziskave je
narediti preliminarno S$tudijo za preverjanje vsebnosti sledov kanabinoidov v
prehranskih oljih iz semen konoplje in ugotoviti razloge in potencialne kljucne
dejavnike za kontaminacijo s sledovi kanabinoidov.
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2 MATERIALI IN METODE
2.1 Standardi in kemikalije

Uporabljeni standardi in kemikalije:

e Kanabidivarin (CBDV), Dr. Ehrenstorfer, DRE-A10946040ME-1000,
1000 pg/mL (raztopina v metanolu), delovni standard.

e Tetrahidrokanabivarin (THCV), Dr. Ehrenstorfer, DRE-A17405170ME-
1000, 1000 pg/mL (raztopina v metanolu), delovni standard.

e Kanabidiol (CBD), Dr. Ehrenstorfer, DRE-A10946000ME-1000, 1000
pg/mL (raztopina v metanolu), delovni standard.

e Kanabikromen (CBC), Dr. Ehrenstorfer, DRE-A10945900ME-1000, 1000
pg/mL (raztopina v metanolu), delovni standard.

e Tetrahidrokanabinolna kislina (d9-THCA), Dr. Ehrenstorfer, DRE-
A17405150AL-1000, 1000 pg/mL (raztopina v acetonitrilu), delovni
standard.

e Kanabigerol (CBG), Dr. Ehrenstorfer, DRE-A10946100ME-1000, 1000
pg/mL (raztopina v metanolu), delovni standard.

e 2-propanol p.a., Riedel-de Haen, 33539, topilo.

2.1.1 Priprava raztopin standardov

Raztopine delovnih standardov CBDV, THCV, CBD, CBC, d9-THCA ter CBG
kvantitativno prenesemo v 100 mL bucko ter dopolnimo s topilom (2-propanol) do
oznake volumna (raztopina RS1). Odpipetiramo 1000 pL raztopine RS1 ter
prenesemo v 20 mL bucko ter dopolnimo s topilom (2-propanol) do oznake
volumna (raztopina RS2). Odpipetiramo 2000 pL raztopine RS2 ter prenesemo v
10 mL bucko ter dopolnimo s topilom (2-propanol) do oznake volumna (razt.
TUKS, ¢ = 0,10 ug/mL). V preglednici 1 so zbrani podatki o pripravi raztopin
standardov.

2.2 Vzorci

Vzorce konopljinega olja smo pridobili bodisi na trzis¢u bodisi direktno od
proizvajalcev. Zaradi zagotavljanja anonimnosti so olja navedena le po internih
laboratorijskih oznakah ter ne po celotnem imenu. Tekom raziskave smo analizirali
12 razlicnih vzorcev olj z oznakami: V527, V542, V556, V557, V565, V566,
V567, V568, V569, V570, V571 in V591.
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Preglednica 1: Priprava raztopin standardov

.. Celoten Koncentracija Koncentracija
Standard Koncentracija faktor v razt. TUKS razt. TU,K S glede
[pg/mL] redtenja [ug/mL] na pripravo

vzorca 10 mg/mL
CBDV 999 10000 0,10 10 ppm
THCV 1015 10000 0,10 10 ppm
CBD 1000 10000 0,10 10 ppm
CBC 1002 10000 0,10 10 ppm
d9-THCA 1000 10000 0,10 10 ppm
CBG 999 10000 0,10 10 ppm

2.2.1 Priprava vzorcev
V 50 mL bucko natan¢no zatehtamo okoli 500 mg posameznega vzorca ter
dopolnimo s topilom (2-propanol) do oznake volumna (¢ = 10 mg/mL). V

preglednici 2 so zbrani podatki o pripravi vzorcev.

Preglednica 2: Priprava vzorcev

Oznaka vzorca Zatehta [mg] Faktor red¢enja Koncentracija

[ug/mL]
V527 514,57 50 10291,4
V542 518,35 50 103670
V556 549,30 50 10986,0
V557 528,73 50 10574,6
V565 506,68 50 10133,6
V566 525,69 50 10513,8
V567 530,68 50 10613,6
V568 531,26 50 10625,2
V569 532,89 50 10657,8
V570 518,32 50 103664
V571 519,70 50 10394,0
V591 522,51 50 10450,2
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2.3 Analizna metoda

Analize so bile izvedene s plinskim kromatografom Agilent 6890, sklopljenim z
masno selektivnim detektorjem Agilent 5975C. Za separacijo komponent smo
uporabili kromatografsko kolono Agilent HP-5 dimenzij 30 m x 0,25 mm x
0,25 um s konstantnim pretokom nosilnega plina (vodik 6.0) 2 mL/min.
Temperatura injektorja je znaSala 320 °C ter volumen injiciranja 1 pL.
Temperaturni program pecice: 180 °C (0,5 min), gradient; 12.5 °C/min do 230 °C
(1 min), gradient, 12.5 °C/min do 320 °C (5 min). Masni detektor je bil nastavljen
na SIM (single ion monitoring) nacin, pri ¢emer smo spremljali najintenzivnejse
fragmente (m/z) posameznih preiskovanih analitov:

CBDV: m/z 203,0

THCV: m/z 286,0

CBD, CBC, d9-THC: m/z 231,0

CBG: m/z 193,0.

Meja kvantifikacije (QL) metode znasa 2,1 ppm ter meja detekcije (DL) 0,7 ppm.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

Ustrezno delovanje kromatografskega sistema (TUKS — Test Ustreznosti
Kromatografskega Sistema) smo tekom analize preverili s Stirikratnim injiciranjem
raztopine standardov (n = 4), pri ¢emer smo spremljali sipanje meritev povrSine
posameznega kromatografskega vrha kanabinoida kot relativni standardni odmik
(RSD) od povprecne vrednosti. Vsi rezultati so znotraj interno predpisanega
laboratorijskega kriterija, ki za ta koncentracijski nivo znasa RSD < 20 %.
Rezultate prikazuje preglednica 3.

Iz rezultatov analiz vzorcev vidimo, da se vsebnosti preiskovanih kanabinoidov v
vzorcih zelo razlikujejo. Najvecje razlike se, kot je bilo tudi pricakovano, kazejo
pri vsebnosti CBD, ki se nahajajo v razponu od 16 do kar 850 ppm. Razlike med
vsebnostmi CBDV, CBC ter CBG so manj$e. V nobenem izmed vzorcev nismo
detektirali tetrahidrokanabivarina THCV.

Tako za proizvajalce kot tudi potrosnike so verjetno najbolj zanimivi rezultati
skupne vsebnosti tetrahidrokanabinola (d9-THC), ki je zaradi svoje psihoaktivne
narave zamejen najnizje. Kot smo ze omenili se sicer v oljih, pridobljenih iz
konopljinih semen, vecina skupnega d9-THC nahaja v njegovi kislinski obliki (d9-
THCA), ki nima enakega farmakoloskega oziroma toksikoloskega ucinka pa
vendar se gleda le njegovo skupno vsebnost. Ce si postavimo mejo glede na v
uvodnem delu izracunane podatke povprecnega slovenskega potrosnika (odrasla
oseba, telesna teza 70 kg), le-ta znasa zgolj 2,5 ppm. Kot vidimo iz rezultatov,
zbranih v preglednici 4, temu kriteriju ustrezajo le trije od dvanajstih vzorcev oz. z
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drugimi besedami le ena Cetrtina. Najvisja dolo¢ena vsebnost tetrahidrokanabinola
je pri tem znaSala 27 ppm. Absolutno gledano sicer te vrednosti nikakor niso
alarmantno visoke, vsekakor pa z ozirom na trenutno regulativo za proizvajalce
predstavljajo tveganje, da se njihove izdelke umakne iz trga.

Preglednica 3: TUKS parametri

Tnjiciranje Povr§ina | Povrsina Povr§ina Povr§ina Povriina Povr§ina

(CBDV) (THCYV) (CBD) (CBO) (d9-THC*) (CBG)

1 53563 16778 44785 61132 5467 12297

2 51612 15177 44810 63518 4844 10040

3 53001 15495 43121 53266 5553 10451

4 51302 15560 42873 54769 5962 10916

Povprecje 52370 15753 43897 58171 5457 10926

Standardni 1086 704 1044 4933 462 982

odmik

RSD, % 2,1 4,5 2.4 8,5 8,5 9,0

*Opomba: Pri plinski kromatografiji se tetrahidrokanabinolna kislina (d9-THCA) zaradi
visoke temperature v procesu dekarboksilacije pretvori v prosti tetrahidrokanabinol (d9-
THC). Rezultati se zato podajajo kot skupni d9-THC.

Vsakega izmed 12 vzorcev smo tekom analize injicirali trikrat in rezultat vsebnosti
posameznega kanabinoida podali kot povpre¢je treh meritev. Zdruzeni rezultati
meritev so prikazani v preglednici 4.

Preglednica 4: Rezultati analiz vzorcev

Vsebnost Vsebnost Vsebnost Vsebnost Vsebnost Vsebnost

Vzorec CBDV THCV CBD CBC d9-THC CBG

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
V527 3 <DL 282 15 9 39
V542 2 <DL 185 14 20 72
V556 2 <DL 147 9 4 28
V557 4 <DL 219 14 9 11
V565 4 <DL 235 11 8 17

V566 4 <DL 104 7 17 <DL

V567 <DL <DL 57 4 <QL (1) <DL
V568 8 <DL 850 54 27 50
V569 3 <DL 214 10 9 13

V570 2 <DL 54 4 8 <DL

V571 <DL <DL 16 <DL <DL <DL
V591 <DL <DL 61 6 <DL 94

Ne glede na to, da smo se v nasi raziskavi omejili le na analize konopljinega olja,
bi najverjetneje lahko sklepali, da bi podoben trend opazili tudi pri drugih
konopljinih izdelkih (npr. pijaci). Pridobljeni rezultati tako verjetno predstavljajo
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zadosten argument, da bi bilo smotrno zagotoviti bolj pogosto testiranje
konopljinih izdelkov ter posledicno poskrbeti za bolj nadzorovano proizvodnjo.

4 ZAKLJUCEK

Tekom raziskave smo analizirali 12 razli¢nih komercialno dostopnih konopljinih
olj in v njih na osnovi plinske kromatografije z masno selektivno detekcijo dolocali
vsebnosti kanabivarina (CBDV), tetrahidrokanabivarina (THCV), kanabidiola
(CBD), kanabikromena (CBC), tetrahidrokanabinola (d9-THC) ter kanabigerola
(CBG). Vsebnosti kanabinoidov so se med posameznimi vzorci olj precej
razlikovale, pri Cemer je izstopal predvsem CBD. Najve¢ pozornosti smo namenili
rezultatom tetrahidrokanabinola, saj je zaradi svoje psihoaktivne narave njegov
dovoljen nivo zamejen. Ceprav se v kratkem pri¢akuje enotna regulacija, trenutno
v EU $e ni usklajenih predpisov glede dopustne meje. Posledi¢no so v razli¢nih
drzavah dopustne meje razli¢no postavljene, pri nas pa jih ureja NIJZ. Meja je v
Sloveniji odvisna od akutnega referen¢nega odmerka (EFSA: skupna vsebnost d9-
THC znasa 1 ug/kg telesne mase na dan) ter priporo¢ene dnevne doze izdelka (v
nasem primeru olja). Za odraslo osebo s telesno tezo 70 kg ta meja znasa zgolj
2,5 ppm in iz rezultatov, pridobljenih tekom nase Studije, lahko vidimo, da le
cetrtina izdelkov ustreza temu kriteriju. Rezultati po eni strani predstavljajo za
proizvajalce tveganje, da se njihove izdelke umakne iz trga, po drugi strani pa
nakazujejo potrebo po (pogostejSem) testiranju konopljinih izdelkov z namenom
zagotavljanja bolj nadzorovane proizvodnje. Nenazadnje pa rezultati verjetno tudi
pozivajo k ponovni evaluaciji oziroma uskladitvi dopustnih mej z ozirom na
varnost potrosnika. Pri tem je potrebno tudi upoStevati, da se vecina od skupnega
d9-THC v konopljinih oljih nahaja v njegovi kislinski obliki, ki pa seveda nima
enakega farmakoloskega oziroma toksikoloSkega ucinka.
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