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Chromatografické metody
TLC, sloupcova chromatografie, HPLC, plynova chromatografie



Princip chromatografie

Distribuce latek mezi dve faze: Stacionarni faze:
Mobilni faze- pohybliva ) Eg‘égﬁné
Stacionarni faze- pevna Mobilni faze:
Separace zaloZena na zpusobu, kterym se . Kapalna
latka mezi obé faze rozdeluje. * Plynna

e Ctac faze Klasifikace chromatografickych metod
Distribucni koeficient: K, = - Podle uspofadani:

mob. faze Sloupcova chromatografie- od

) ] o ) kapilarnich analytickych metod po
Latky v konstantni, dynamické rovnovaze preparativni velké sloupce
mezi obéma fazemi. _IF_’II_oéné chromatografie- rizné formy

Podle modu separace:

Pro danou latku plati: pozice v systému je Adsorpcni
dana interakci latky se stacionarni fazi a Rozdeélovaci
soutézi interakci s mobilni fazi. Podle naboje:

lontové vymenna

lontové parova
Na zaklade velikosti Castic
Biologicky afinitni
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1.

2.

3.

Co Ize vycCist z chromatogramu

ldentifikace

RetenCni Cas- kazda latka charakteristicky retenCni Cas v daném souboru podminek.
Dvé latky stejné t,——> pravdépodobné stejné latky.

Metoda souCasného nastfiku.

Ovéreni pomoci detekCni metody.

Fyzikalne- chemicka povaha latky

Mnozstvi
[ |
[ |
[ |

Nepolarni latky —> pomala eluce na reverzni fazi
— rychla eluce na normalni fazi
Polarni latky — pomala eluce na normalni fazi
— rychla eluce na reverzni fazi

Pro danou latku je oblast pod kfivkou chromatografického piku pfimo umeérna mnozstvi latky.
Standard o znamé koncentraci — kalibracni kfivka.
Odhad koncentrace podle vysky piku.



— Kvantitativni analyza

metoda vnitfni normalizace

— zakladni podminkou je, aby vSechny slozky analyzované smési byly eluovany

— detektor musi poskytovat linearni, stejné velkou odezvu pro stejné koncentrace vSech analyzovanych latek

— procentualni sloZeni smési se pak ur¢i ze zméfenych ploch vSech eluénich kfivek (analytickych signalu, pikd)

— metoda je velmi jednoducha, je vSak problematicka, pokud jsou odezvy detektoru pro rtizné analyty odliSné

metoda absolutni kalibrace

— metoda je zalozena na davkovani znamych mnozstvi vzorku a standardu za stejnych experimentalnich podminek

— vyhodnoceni se provadi podle kalibraéni kiivky nebo pfimym srovnanim ploch ziskanych analytickych signald (piku)

— musim znat alespon dva nastfiky do kolony (vzorek + standard)

metoda vnitrniho standardu

— ze standardu a Cisté stanovované komponenty se pfipravi smési s rGznym hmotnostnim slozenim a provede se analyza

— sestroji se kalibra¢ni graf, ve kterém se vynasi pomér ploch piktd Avz/Ast proti poméru hmotnosti mvz/mst

— pfi ur€ovani neznamého vzorku se tento vzorek pfida ke znamému mnozstvi standardu a vyhodnoti se pomér ploch pik
vnitfniho standardu a stanovované slozky

— ze znamé hmotnosti vnitfniho standardu se urCi hmotnost stanovované slozky

— neni potfeba pfesné znat mnozstvi nastfikovanych vzorku

— nevyhodou je obtiZzné hledani vhodné standardni latky

metoda standardniho pridavku

— metoda je zalozena na pfidavku definovaného mnozstvi stanovované latky ke vzorku

— provadéji se dvé analyzy, prvni s puvodnim vzorkem, druha se vzorkem po pfidani daného mnozstvi stanovované latky

— zvétSeni plochy piku je pfimo umérné pfidanému mnozstvi analytu
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Selektivita
3 sady molekularnich interakci

Stacionarni
faze

-

Latka

Mobilni
faze

Eluotropic Series of Solvents

Viscosity,

Solvent E%AL,O;) Boiling pt.,, °C  mN.s.m(20°C) UV Cutoff, nm
Pentane 0 36 0.24 210
Cyclohexane 0.04 69 0.98 210
CCly 0.18 77 0.97 265
Toluene 0.29 111 0.59 286
Diethyl ether 0.38 35 0.25 218
Chloroform 0.40 62 0.57 245
Dichloromethane 0.42 40 0.44 235
Tetrahydrofuran 0.45 66 0.55 220
2-Butanone 0.51 80 0.32 330
Acetone 0.56 56 0.32 330
1,4-Dioxane 0.56 107 1.44 215
Ethyl acetate 0.58 77 0.45 255
Diethylamine 0.63 115 0.33 275
Acetonitrile 0.65 82 0.37 190
2-Propanol 0.82 82 2.50 210
Ethanol 0.88 78 1.20 210
Methanol 0.95 64 0.59 210
Water 1.00 100 1.0 —




PROTON ACCEPTQORS (BASIC)

TRIETHYLAMIN

METHANGL

TETRAHYDROFURAN

ACETONE

ACETONITRILE
WATER AROMATICS DICHLORO-
CHLOROFORM METHANE
CHLORO-
BENZENES

PROTON DONCRS (ACIDIC)

DIPOLE INTERACTIONS



Chromatografie na normalnich a obracenych
fazich

— Interakce analytu se stacionarni fazi je — Pouzité stacionarni faze maji nepolarni
zalozena na procesu adsorpce charakter
— DistribuCni konstanta zde zavisi na celé fadé — Jako mobilni faze se pouziva voda s pfidavkem
proménnych (objem monomolekularni vrstvy polarnich organickych rozpoustédel (alkoholy,
rozpoustédla, aktivita adsorbentu, elucni sila acetonitril, dioxan, tetrahydrofuran, aceton)
rozpoustedia) — Selektivita je vyrazné ovlivhovana vlastnostmi
— Je Zadouci, aby dochazelo pouze k fyzikalni mobilni faze
adsorpci, nikoliv k chemické interakci — Elucni sila mobilni faze roste s jeji klesajici
— Mezi nejbéznejsi adsorbenty patri silikagel Ci polaritou
aluminiumoxid — Chromatografie na obracenych fazich je vhodna
— Uplatnéni nachazeji také uhlikaté organické pro deleni latek v homologickych radach
sorbenty — Pouziti obracenych fazi v HPLC dnes previada
— Jako mobilni faze se €asto pouziva nepolarni — Oznaceni “obracené faze” se pouziva
uhlovodik + polarni modifikator z historickych davodu
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Silikagel
Gel kyseliny kfemicité
AdsorbCni chromatografie
Normalni faze
Polarni charakter- pfitomnost —OH skupin.
Silikagel ma slabé kyselé vlastnosti (Ize jej pouzit
pfi pH = 2 az 8)
Za norm. podminek- separace latek lisicich se
polarnimi funkCnimi skupinami. Rozdily v
nepolarnich funkcich- nedochazi k uc€inné separaci.

Modifikovany silikagel

Silikagel + uhlikovy fetézec

CH;—Si—CH
C2, C8, C18 o LT e
v ’ . | CHgy o) \9\/

Rozdélovaci chromatografie S o g 2
Nepolarni charakter b b CHy
Reverzni faze Homs dgon —— MY Seoden
Zmeny v nepolarni Casti molekuly latky ovlivni o s 8 X B g e O
separaci. M9 & e

P ; p OH o ® e OH \ %
Omezeny rozsah pracovniho pH e N

e

R =-CHy(CH,),CH3 n=0to 16
= Phenyl, etc...



Tenkovrstva chromatografie

Jedna z nejjednodussich metod
chromatografie

Planarni usporadani

Otevieny systém

Homogenni vrstva sorbentu se chova jako

kapilara

Obvykle silikagel
— Adsorp¢ni chromatografie

Detekce latek
— Nedestruktivni — viditelné nebo UV

svétlo

— Destruktivni — detekéni Cinidla

Porovnani se standardem

Celo mobilni faze

Vrstva sorbentu

seskrabnuty :
pro potlaceni !

Okraj sorbentu l

postrannich efektl

Sy

Inertni nosi¢

X
\VA

Mobilni faze

Okraj TLC desky
odstfihnuty
pro potlaceni

postrannich efektl

Startovni ¢ara

e

\

Papir pro syceni

komory parami mobilni faze
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Tenkovrstva chromatografie kanabinoidu
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Forensic Chemistry
Volume 19, June 2020, 100249

High performance thin-layer
chromatography (HPTLC) analysis of
cannabinoids in cannabis extracts

Yifan Liu ® Thomas A. Brettell® 8 =, Justin Victoria b, Matthew R. Wood b,

Marianne E. Staretz ®

Fig. 2. HPTLC plate (a. mobile phase of xylene:n-hexane:diethylamine (25:10:1), b.

mobile phase of 6% diethylamine in toluene). Lane 1 and 15: methanol blank; lane 2 and

THC, THCA-A, CBDA and CBGA respectively. Application volume: 2L (lane 1, 15) 5L
(lane 2-14).

Fast Blue B detekce

I
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Tenkovrstva chromatografie kanabinoidu
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Typy kapalinové chromatografie

— Klasicka sloupcova chromatografie
Nejstarsi, nejjednodussi.
Obvykle normalni faze (silikagel, aluminiumoxid).
Velka velikost Castic (60-200 um)
Prvni krok separace.
Velka mnozstvi vzorku.
Nanaseni vzorku:

Kapalny vzorek (dobra rozpustnost v mob. fazi)
Pevny vzorek (Spatna rozpustnost, adsorpce na silikagel 1:1)

I
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Direction of liquid mobile phase flow

Column —» |

F.‘ 'i"f < Sample applied to

top of column

4-—~——— Stationary phase

Separated sample
bands

Eluted components
of mixture

Needle Valve — Bleed
Regulator

Solvent
Reservoir
Plastic
Mesh
Solvent

41 Sand

Packing Material




Flash chromatografie

_ Flash — Nizkotlaka a stredneéetlaka
_ Stejny princip jako klasika. — LPLC
— Tlak nad mobilni fazi Hybrid flash chromatografie a HPLC.
(vzduch, N2). Mobilni faze je tlakovana na 1-6 atm.
— Vys&itlak —— vy3si Jednoducha pumpa. .
hlost w7 Castice podobné velikosti jako flash chromatografie.
rychlos b m628| RuUzné rozmeéry sloupcd, rizné typy sorbenta.
ﬁerlnstlce sorbentu 40-60 _ MPLC
Y v Sofistikovanéjsi aparat.
— Rychlejsi a/nebo lepsi Mensi &astice 10-40 um.
Sseparace. Tlak 3-50 atm.

I
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Flash
chromatografieLPLC

— Flash

chromatografie

— RdOzné systémy

— Variabilni rozmery
kolon

— RUzna kapacita

— Detekce — obvykle
ELSD a UV/Vis

_ Casto kombinace
stroje s HPLC

InterSoft® X "Genius"
User-friendly
Clic Drag nt

Intelligent Isocratic Mode

Unit Control
15" touch screen
Remote Control

US8B x8 - RJ4AS

Injection
Liquid or Dry-Load injection
w/column equilibration.

Fraction Collector
3 racks Gen5
132 tubes 18x150mm
Drainage system Load & Go™ technology:
an automated
6 port + 10 port electric valves
manages solid injection

Column i.d. up to
=> 80mm

Modular & Easy to Maintain
Built to last

Detection

PF-5.250: UV: 200-400nm




Flash chromatografie

I
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SUfpe \ Detektor
Chromatograficka kolona

18



MUN I
PHARM APLC

Pozadavky na HPLC.:

1.Kolony plnéné velmi jemnymi Casticemi

Rychlost
sorbentu e
2.\Vysoké prutoky mobilni faze Ucinnost
Automatizovatelnost
Reseni: Snadna kvantifikovatelnost
Pouziti - vysokotlakych ¢erpadel V)'IS|edkfl

- kontinualnich detektoru
- davkovacich systému
- novych chromatografickych sorbent

Reprodukovatelnost



Zarizeni pro HPLC obsahuje

Zakladni soucasti:

— rezervoar mobilni faze

— odplynovac (degasér)

— Cerpadlo, pumpu

— davkovac vzorku

— kolonu s chromatografickym
materialem

— detektor

— jimac frakci

Zasobnik mobilni faze

Pumpa a dumper

Degaser

)

Odpad

2z

Smésovaci ventil

i? & rl = i)

; 7;/ Ventil
N

N ;
o =

Kolona v kolonovém bloku

E

=

Injektor

Detektor Sbéracd frakei

————— —* Qdpad

I
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stridavé pistové pumpy 35-400 pL, 3-4, stridava prace fazoveé o
80-120°, ménime objem pistové komory i rychlost
charakteristickym znakem je zde pulsni tok mobilni faze
Cerpana kapalina je vytlaCovana pistem nebo membranou
hlava Cerpadla je opatfena dvéma ventily - sacim a
vytlacnym

strikaCkové pumpy 250-500 mL, pist o konstantnim objemu

— tlak na pist je vyvolavan mechanicky pouzitim elektromotoru

— pracovni objem Cerpadel je 100 az 500 ml

— hlavni vyhodou je konstantni prutok a nepulsuijici tlak

— vysoka stabilita zakladni linie detektoru

— cena Cerpadel je velmi vysoka z davodu pfesného opracovani
jednotlivych dilt

— stabilni pratok se ustavuje pomalu - za 15 az 60 minut

— Cerpadlo se musi po nékolika hodinach prace plnit mobilni fazi

— pouzita mobilni faze musi byt odvzdusnéna

— Cerpadlo je vhodné pro praci s vysokymi

pumpy tvorici konstantni tlak proudem plynu z tlakové lahve,

maly tlak plynu je schopen vytvorit velky tlak v kapaliné

— pneumaticka Cerpadla

— zdrojem energie je stlaceny plyn

— plyn je zaveden pfimo nad hladinu kapaliny nebo je od ni oddélen pomoci
pistu

— pfi kontaktu plynu s kapalinou se plyn ¢astec¢né v kapaliné rozpousti

Vv o

— Cerpadla jsou obvykle bezpulsni, velmi jednoducha a levna

I
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To Waste

1 slozkova
Viceslozkova
izokraticka eluce x gradientova eluce
Gradientova eluce
— zména poméru slozek mobilni faze
— krati Cas analyzy

zvysuje citlivost

— krokova x kontinualni



Davkovani vzorku v kapalinové

chromatografii
% e 4

— pri davkovani vzorku je nutné prekonat velky @ = = ¢ (
4 v 5 8 5 . g (o] &
pracovni tlak uvnitf kolony o %\h M =\ SN,
— nelze pouzit jednoduché davkovace znameé Posion 1 Fiion? oot pemanz
z plynoveé chromatografie Switching Vobe

— nejCasteji se v HPLC pouziva 6-cestny injekCni
ventil s vymeénitelnou smyckou

— pouzivaneé davkovaci ventily dosahuji vysokeée
reprodukovatelnosti nastriku




Volba kolony

— chromatografickou kolonu volime podle pozadavku na analyzu a
podle pouzite techniky

— vedle analytickych kolon se setkavame se specialnimi kolonami
preparacnimi o velkém pruméru a délce

— podminky analyzy je nutné volit kompromisné s ohledem na
dobu analyzy, pozadované rozliSeni a zatizeni chromatograficke
kolony

— Je-li pozadovano vysoké rozliseni, doba analyzy se prodlouzi,
kolonu nelze zatezovat davkovanim velkého objemu vzorku

— je-li nutné provést analyzu v co nejkratsi dobé, bude dosazeno
horSiho rozliSeni, kolonu nelze zatézovat davkovanim velkého
objemu vzorku

— je-li potfebné analyzovat velké objemy vzorku, doba analyzy se
prodlouzi a rozliseni bude dosahovat nizsich hodnot



— jemnéjSi sorbent = vysSi tlak a vysSi délici
schopnost
— typy sorbentu:
1) silikagel nebo Al,O4
2) faze vazana na silikagelu nebo Al,O4
3) gely
4) material s pory o kontrolované velikosti
— dalsi déleni:
1) normalni faze
2) reverzni faze
3) kombinovana

— Prdmér okolo 4 mm

— Délka 30, 100 a 250 mm

— Nerezavéjici ocel

— PInivo &astice o prdméru 2-10 uym, vétSinou
anorganicka matrice — silikagel, na ném
zakotvené ruzné stacionarni faze

— tzv. sekcionované kolony — pro déleni
slozitych smési latek




HPLC detektory _ UVNVis detekce

— Fluorescencni detektory

_ Odpovidaijici citlivost — Radiochemické detekce

— Stabilita a reprodukovatelnost — Elektrochemické detektory

— Siroky linearni dynamicky rozsah — Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
— Rychla odezva detektory

— Minimalni objem detekcni cely — Light-Scattering (LS) detektory

— Refraktometrické detektory
— Polarometrické detektory
— IR detektory

— detektor muze byt univerzalni nebo selektivni

— univerzalni detektor reaguje na vlastnosti systému jako celku
(refraktometricky)

— selektivni detektor reaguje na urcitou selektivni vlastnost analytu
(fluorescencni)

— detektor muze byt destruktivni (AAS, AES) nebo nedestruktivni
(UVIVIS)

— detektory Ize vhodné kombinovat (vicenasobna detekce)

— detektor muze pracovat ve vice doménach (detektor s diodovym
polem)

— nékteré detektory vyzaduji pfipojeni pomoci interface (MS)

I
p——



UV detekce

_ UV/Vis detekce — kontinualni sledovani celého spektra UV |
peyqf :/IrEO\ié dé'lkda'|k Vis:
DAD — a) nékolik standardnich spektrofotometru
— standardni monochromaticky spektrofotometr, za sebou — nékolik UV/Vis regionu
vinova délka se meni otocenim hranolu nebo — b) DAD - Diode Array detektor - simultanni
mrizky, v daném okamziku pouze jedna vinova méfeni celé oblasti, data okamzité,
délka, deuteriova lampa moznost tvorby 3D chromatogramu

Light Source

Grating or Prism Slit Sample Photomukiplier




DAD1 C, Sig=215,8 Ref=700,100 (C:\HPCHEM\1\DATA\SCHIZAND\VZ050217\ST000026.D)
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Fluorescencni detektory

— meri schopnost absorbovat a
vydavat svetlo pri urCite vinove
délce. Kazda latka muze
charakteristicky fluoreskovat.
Zdroj excitace prochazi
prutokovou celou do
fotodetektoru, merime vinovou
delku emitovaneho svetla

— citlivost 10 az 1011 g/ml.

\C:casing

rption

-excitation

Radiationleszs
I
Fluoreszcence

ihz=o

5

O

1) DNA/RNA

2) Enzymatické metody

3) Protein-Ligand Interakce
4) Dalsi fluoreskujici latky
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Hmotnostni detektory

— Méfi pocet iontu generovanych elektrickym
polem

— Méreni pouze ionizovanych molekul

— RdOzné usporadani systému

— Odlisné zpusoby ionizace a separace iontu

— Relativné slozité a drahé

— Extrémni citlivost a presnost

— Ziskané informace
— Molekulova hmotnost
— Analyza fragmentu
— Strukturni analyza

e Hmotnostni
Zdroy ionti :.‘> analyzator

Hmotnostni
detektor

Datovy
vystup
(hmotnostni
spektrum)

Zpracovani
dat




Hmotnostni detektory

Mobilni faze s analyzovanymi latkami

|

:

|| ESI kapilara
! Vysoké napéti
|

i)

| | Nebulizagni

M 1"\:\ plyn

M‘L\L lfu\s N,
@)

— Zpusob ionizace
— ESI — electrospray ionization

Teplota ~20-350 °C jo
- @)
Elektroneutralni ¢astice solventu o @)
\H of o
Odpad

I
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Hmotnostni detektory

— Zpusob separace
— lon trap
— TOF
— Quadrupole

Detektor

Neresonantni ion ——>

Resonantni ion

Stejnosmérné a stridavé napéti

lontovy zdroj

34

Z iontového zdroje

Vakuovand trubice

Detektor -

E

==

O

@)

(&
AN\

Reflektron

Repeler
— .

Z iontového
zdroje

Do detektoru



Ukazka separace

15-16/1 325
15-16/2 16
15-16/3 86
15-16/4 772
o\ 23
Analyticky HPLC chromatogram frakcie ClI CHCI; 15-16 pri 280 nm (metdda Konopil)
offepzigoom |y e e J 1 R—— MR#* ] e
35 Chromatogram semipreparativnej HPLC pri 254 nm. Zelenou st zvyraznené oblasti zbierania
frakcii. P H IL\ R |\/ |



ldentifikace CBG
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Analyticky HPLC chromatogram subfrakcie Cl CHCI3 15-16/1 pozorovany pri vinovej dizke 215 nm a UV
spektrum piku s retenénym ¢asom 8,606 min.
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GC - gas chromatography

Plynova chromatografie

— Analyticka separacni technika uziteCna pro separaci tekavych organickych
sloucenin

— Separace na zaklade rozdilneho rozdelovani a selektivni retardace v koloné

— Mobilni faze - inertni plyn, pouze transport analytu kolonou, zadna interakce se
vzorkem



Zarizeni se sklada ze:

— Zasobniku mobilni faze -

inertni plyn (He, Ar) Inlet
— Injektoru - udrzovaného
pfi stabilni teploté Column

— Separacni kolony
obsahuijici stabilni fazi -
vyhrivaneé na
kontrolovanou teplotu

— Detektoru

Detector

—— Control Panel
(Touchscreen)

Oven

Power Switch

https://www.agilent.com/en/product/gas-chromatography/what-is-gas-chromatography
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PHARM



Princip GC

GC
Sample injection unit Column Detector
Heat and vaporize g at nt Convert the amount of
Liguid sample each component eparate components each component into
O an electrical signal
O o}
O o O o
To the data processing unit
carrier gas What does 1t contain

and in what amoumt?






Mobilni faze

— Nosny plyn

— Ukolem je transport vzorku

— Inertni k analytu i stacionarni fazi

—N,, H,, He, v pripadeé ionizaCnich detektoru s
radioaktivnim zaricem Ar



Injektor

— U vstupu do kolony
— Maly prostor pro
zplynovani vzorku

— Objem vzorku co
nejmensi (0.1 - 1 yL)

— Teplota komory vyssi
nez bod varu
nejmene tékave
slozky roztoku

septum

e carrier in

Slow

Fast



Mobilni faze

— Nosny plyn

— Ukolem je transport vzorku

— Inertni k analytu i stacionarni fazi

—N,, H,, He, v pripadeé ionizaCnich detektoru s
radioaktivnim zaricem Ar



Kolony

— Naplnove x kapilarni open (capillary)

— Rd4zné materialy

— Tvar podle typu chromatografu
- rovné
- tvaru U
- Sroubovice

— Nutnost udrzovat stanovenou teplotu - Porous Wall
rychlost pohybu slozek vzorku je zavisla na @ corous loyor g’p’:’: g;':d
teploté Tube Tube

’ conventional

I
p——
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GCIMS process Hmotnostni detektory
Mass spectroscopy MS

sample
kombinace ionizaéniho, fragmentacniho a
l — separacniho procesu
tvorba iontu raznymi metodami
/ fragmentace latky

zachyt - hmotnostni spektrum

ke
. Lk interface mezi GC/MS
% | - vysoké vakuum
b e - molekularni separatory
d J

Electron Impact (El)- ionizace dopadem elektronového

paprsku nebo silného elektrického pole

Chemical lonization- ionizace pomoci ionizovaného plynu .
Fast Atom Bombardment (FAB) — bombardovani )
xenonovymi atomy
citlivost 108 az 10-10 g/ml.

© o mumm)

Z iontoveho zdroje Do detektoru




GC-FID

— Z kolony odchazi separované uhlovodiky
— Spalovani v plamenu tvoreném

spalovanim vodiku
RH + O — RHO* + e~ — H,0 + CO,

— Tvorba iontu a zachytavani signalu
— Siroky dynamicky rozsah

— Vysoka citlivost
— Stabilni a opakovatelna odpovéd

—
£l A Collector electrode
ame ignition
coil - 300V
o A
Polarnsing voltage

Air _T <+—Hydrogen

Column

Figure 1. The Flame lonisation Detector

https://www.peakscientific.com/discover/articles/precision-solution-for-fid-gas/



GC konopnych extraktu a materialu

GC

— Analyticka technika pro
regulacni organy a toxikologicke
laboratore

— Nestabilita kannabinoidu ve
forme kyselin

Vysoka teplota béhem zplynovani vzorku a
separacniho procesu

Analyza THC

Analyza THC x THCA x celkové THC

Podle legislativy, Casto nejjednodussi ziskat
celkové THC

Total (celkove) THC

— Dekarboxylace pred merenim

— 150 °C po dobu 5 min

— MW 900 W po dobu 1 min, 450
W po dobu 3 min

— Dekarboxylace 1 v injektoru a
kolonég, ale podle techniky muze
byt nekompletni



GC konopnych extraktu a materialu

Derivatizace Kolony
— Pro pr:ekc?nanllpr’oblemu. s doekarboxylraczl ) | — ROzné stacionarni faze
— Vytvoreni stabilnich derivatu, zachovani t€kavosti ] ] .,
_ Trimethylsilylaéni &inidla — konverze — Kannabinoidy oobsahuiji
kannabinoidu na trimethylsilyl (TMS) derivaty : 4 .
Trimethylhalosilany, trimethylsilyl (TMS)-aminy, TMS-estery a aromatICke Sku pl ny! alkyly’
TMS-amidy, v€etné N,O-bis(trimethylsilyl)trifuoroacetamidu 2 1 1 ~
(BSTFA), N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu hyd roxylove Skuplny (V prlpade
(MSTFA), a N-methyl-N-(tert- "
butyldimethylsilyDtrifluoroacetamidu (MTBSTFA). kysel In karboxyly)
Katalyzatory: trimethylchlorosilan (TMCS), trimethylsilylimidazol Aromat|Cké Sku pl ny
(TMSI), trimethyljodosilan (TMIS) nebo octan draselny -
— Popisovano i lepsi rozliSeni derivatt nez Fenylove skupiny v dimethylpolysiloxanesilfenylech nebo
pl‘Jvodnl’ch kannabinoidi ?érzgsne dimethylpolysiloxane-dimethyl-difenylové stacionarni
— Derivaty relativné stabilni i pri laboratorni teplotée Nejéast&ji smésné kiemikové nepolarni kolony jako je 5%
po dobu 48 hod. fenyl a 95% dimethylpolysiloxan

Vice polarni potahované kolony s 35 % fenylu a 65%
dimethylpolysiloxanu



GC konopnych extraktu a materialu

Vnitrni standardy — kvantifikace Mnozstvi GC-MS metod

— Typicky tripleQ nebo lon Trap
— Vyuziti typickych MRM pfechodu

— Nékdy nedostacuijici, drahé, malo minoritnich

— THC ne prilis ¢asto — relativné nestabilni

Docosan a tetracosane pro FID
Smeési kanabinoidnich standardu

kannabinoidu

300000

— Vyuziti CBN (pro FID teoreticky 1 korelani faktor) **

— American Herbal Pharmacopeia pouziva

— Vyuziti deuterovanych kannabinoidt (THC-d3,

50

androsten-3,17-dion pro GC-FID

THC-d6 and THC-d9) pro MS detekci

200000

150000

100000

50000

0

|

CBN
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9

12 13

Quantification of Cannabinoids in Cultivars of Cannabis
sp. by Gas Chromatography-Mass Spectrometry

August 2021 . Chromatographia 84(8)
DOI: 10.1007/s10337-021-04060-9

Abdul Qudeer Ahmed . David Noshad . Paul C. H. Li



Table 1 (conrinued)

Table 1
GC methods for the analysis of cannabinoids in cannabis-based products.
Sample Type Extraction Method GC System GC column and Temperature Program Cannabinoids Ref.
Cannabis sativa spp. Preliminary liquid GC « GC-LR 0 Rxi-5MS (30 m o« 025 mm id » 025 gm THC, CBO, (BN 2]
siEriva, extraction: wa- ToF M5 df)
Cannabis sativa spp. ter:methanol:acetone I Rxi-1750 MS (5.0 m o« 0.25 mm id = 0.25
indica and hybrid [5:4:1) and stir bar pm df}
forms sorptive extraction Ternp. Program: 50°C (2 min) to 330°C (2
[SBSE) min)
with POMS phase at 3°C/min
GC « GC-HR 1D Rxi-5MS (30 m o« 0.25 mm id x 0.25 gem
ToF M5 dr)
‘D: Rxi-1750 MS (20 m = 0.25 mm id = 025
wm df}.
Ternp. Program: 50°C (2 min) to 330°C (2
min)
at 5°C/min
Hemp inflorescences Steam distillation [SD) GC-MS HP-5 M5 (30 m « 0.25 mm id « 0.10 um df}. CHDV; CBD; CBC; THC [10]
and hydro-distillation Ternp. Program: 60°C {5 min) to 220°C at
[HD) 4°C/min and after wp w 280°C (15 min) at
11°Cmin
GC-FID D8-225 MS (30 m = 0.25 mm id « 025 gm
df).
Ternp. Program: 40°C (3 min) to 220°C (5
min) at 20°C/min and after up to 240°C (23
min) at 20°C/min
Cannabis Solvent extraction: GC-FIDy 5% Diphenyl - 95% Dimethylpolysiloxane CBD, A"-THC, CEN [18]
inflorescences, ethanol stationary phase (15 m x 025 mm & = 0.25
cannabis resin and pm df}
cannabis oil Temnp. Program: 200°C (2 min) to 240°C (2
min) at 10°C/min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS HP-5 MS ({30 m = 0.25 mm id « 0.25 um df}. AETHEC, THCV, CBL, |20]
inflorescences methanol Temp. Program: 150°C {1 min) to 280°C (5 CBD, THC. CBG, CBN
minj at 10°C/min
GC-FID HP-5 M5 {30 m = 0.32 mm id « 0.25 um df).
Temp. Program: 150°C (1 min) to 280°C (5
min) at 10°C/min
Hop Solvent extraction: GC-M5(MS Bxi-5 ms (20 m = 018 mm id « 0.18 um df}. THCV, CBD, CBC, [21]
methanol Temp. Program: 40°C {1 min) to 200°C at AETHE, A'-THC, CBG,
20°Cmin and after up o 235°C or 242°C at CHN
3°C{min
Medical cannabis and Solvent extraction: GC-ToF/M5 DE-5MS-U1 (30 m « 0.32 mm id = 025 pm CBOV, A'-THOV, CBD, [22]
hemp inflorescences n-hexane df). CBC, AR-THC, AY-THC,
Temp. Program: 50°C to 104°C (27 min) at CBG, (BN
2°Cmin, after up to 120°C (0.E min) at
20°Cmin, after up tw160°C (10 min) at
4°C{min, after up to 232°C (2.9 min)
25°Cmin, after up to to 242%C (6.7 min)
1.5°C/min, after up o 250°C (4 min) 2°C/min
o, and finally up to 300°C (2 min) from
25°C/min
Marijuana and medical  Solvent extraction: GC-MS and D8-5 (30 m = 025 mm id = 0.25 gm df] THCV, CBC, CBD, 23]
cannabis inflorescences  ethanol GC-FID Temp. Program: 60°C to 240°C (5 min) at CBGM, THC, CBG, CBN
3°C{min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS D8-5ms (15 m = 0.25 mm id = 0.25 gem df) CHDY, THCV, CBD, CBC,  [24]
inflorescences ethanol Temnp. Program: 60°C to 240°C (2 min) at THC, CBN, CBG
8.5°C{min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS Rxi-3550 MS (30 m = 0.25 mm id » 035 um CRD, CEDA, CBN, THC, [27]
inflorescences, pure ethanol, 95% dr), THCA, AR-THC, CBC,
cannabis-based ethanol and 100% DESMS (30 m o« 0.25 mm id = 0.25 gem df), CBDW, THCV, CBG,
products and acetonitrile HPSMS (30 m = 0.25 mm id « 025 pm df) CHOGA
hempseed oils Termnp. Program: 60°C (0.5 min) to 220°C (10
min) at 25°C/min and after up to 300°C (15
min) at 10°C/min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS HP-5 M5 (30 m « 0.25 mm id « 025 um df). CHC, CBD, THC, CBG, [29]
inflorescences hexane Temp. Program: 100°C (1 min) to 260°C CHBN
(10 min) at 10°C{min
Hashish Solvent extraction: GC-MS HP-5 MS (30 m = 0.25 mm id = 0.25 um df). CHBC, CBD, THC, CBG, |30]
hexane Temp. Program: 100°C to 260°C (10 min) at CHBN
10°C min
Marijuana HS-SPME: PDMS (100 GC-MS HP-5 M5 {30 m = 0.25 mm id « 0.25 um df}. THOV, CBCL, CBV; CBD;,  [37]
inflorescences pm), POMS/DVE (65 Temnp. Program: 150°C (2 min) to 210°C (10 CBC, A®-THC, CBG,

pm), CARPOMS (85
pm), DVB/CAR(FDMS
(50

30 pm)

min) at 30°C/min, from 210°C to 250°C at
5°Cmin after up to 280°C (3.0 min) ar
10°C min

(BN

[continuwed on next page)

Sample Type Extraction Method GC System GC column and Temperature Program Cannabinoids Ref.
Hemp and marijuana Solvent extraction: GC-FID DB1 MS (15 m = 0.25 mm id « 025 pm df). THCV, CBD, CBC, |44]
inflorescences, chloroform| Temnp. Program: 170°C {1 min) to 250°C (3 AYTHC, CBG, CBN
hashish and hash oil methamol (9:1) min} at 10°C]min
Marijuana Mot specified GC-FID Zebran™ ZB-35HT (30 m = 0.25 mm AE-THC, AY-THC, CBD, |46]
inflorescences bd w 025 gm df) CHM
Ternp. Program: BO°C (1 min) to 120°C at
15°C!min and after wp to 325°C (2.1 min) at
25°C{min
Medical cannahis Mot specified GC-FID Ri®-355i M5 (15 m « 025 mm id = 0.25 CBDV, THCV, CBC, CBD,  [47]
inflorescences wm df). AETHC, A'-THC, CBG,
Temnp. Program: 190°C (0.1 min) o 330°C (0.9 CHN
min} at 35°C/min
Hashish Solvent extraction: GC-MS DBS MS (30 m = 0.25 mm id = 0235 um df) CBD, CEN, AY-THC |50]
petroleum ether Ternp. Program: 120°C (5 min) to 290°C (15
min} at 10°C/min
GC-FID SPE 35 (30 m « 0.25 mm id = 0.25 gem df)
Ternp. Program: 200°C {1 min) to 230°C at
10°C{min and after wp to 300°C at 3°C)min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS HP-5 (30 m = 0.25 mm id = 0.25 um df). CBD, A"-THC, CEN |51]
inflorescences hexane Ternp. Program: 100°C to 300°C (8 min) at
15°C min
Hemp inflorescences Solvent extraction: Just GC{MS RTX 5 (10 m = 0.10 mm id = 010 pm df). THCV, CBD, CBC, |52]
miethanol jchloroform Temnp. Program: 180°C (30 sec) to 250°C at AETHC, A'-THC, CBG,
[9:1) 10°C!min and after wp to 350°C at 60°C/min CHN, CEDA, THCA,
CBGA
Hemp inflorescences Hydro-distllation (HD)  GC-MS HPE-5 (300 m = 0.25 mm id = 025 um df}L THC, CBD |53]
and Ternp. Program: G0°C (10 min) to 220°C at
SPME with PDMS (100 5°C{min
werm} and Carboxen
(100 em) phases
GC-FID HP-WAX (30 m = 025 mm & = 0225 pm df).
Ternp. Program: 60°C to 240°C at 3°C/min
Hemp inflorescences Hydro-distllation (HD)  GC-MS DB-5 (30 m = 0.25 mm id =« 025 gem df] CHD, CBC |54]
Ternp. Program: 60°C to 240°C at 3°C/min
Marijuana Solvent extraction: GC-MS HP-5 MS (30 m = 0.25 mm id « 0.25 pm df). CBD, CBC, CBG, CBN, |55]
inflorescences ethanol, hexane, and a Ternp. Program: 50°C (2 min) to 300°C at THC
mixture of hexane and 6°C min
ethanol (7:3)
Marijuana Supercritical fluid GC = GC- 'D: HI-5MS (30 m = 0.25 mm id = 0.25 gm THC |56]
inflorescences extraction [SFE) FID{MS df)
D DE-17MS (5.0 m = 0.25 mm id =« 0.25
m df.
Ternp. Program: G0°C to 102°C at 4°C/min,
from 102:C to 165°C at 12°C/min and 165°C
o 300°C (5 min) at &°Cjmin
Hemp foods Solvent extraction: GC-MS HP-5MS (30 m = 025 mm & « 025 wm df). CHD, THC, CBN 157]
hexane| Ternp. Program: 120°C (2 min) to 290°C (10
Isopropanol {9:1) min} at 20°C/min
Hemp inflorescences Steam distillarion (5D GC-MS HP-5 M5 (30 m = 025 mm id « 0.0 pm df). CHD |58]
Ternp. Program: 60°C (5 min) to 280°C (15
min] at 4°C/min
GC-FID HP-5 MS (30 m = 0.32 mm id « 0.25 um df).
Ternp. Program: 60°C (3 min) to 350°C (1
min} at 25°C/min
Hemp inflorescences Solvent extraction: GC-MS HP-5 M5 (30 m = 0.25 mm id « 0.25 pm df). CHD, CBM, THC |59]

hexanef/ethyl acetare
[G0:40]

Ternp. Program: 100°C (1 min) to 290°C (10
min| at 20°Cjmin




