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Priloha €. 1 k protokolu o zkouskach ML 2319/21
Stanoveni alkaloidd rostliny Mitragyna speciosa metodou U-HPLC-HRMS/MS

Seznam vzorku (rekapitulace)

ML 2319/21 — Kratom All in

Strategie zkouseni

Pro analyzu vzorku kratomu ML 2319/21, konkrétné zjisténi pfitomnosti a obsahu alkaloidd mitragyninu (CAS
4098-40-2) a 7-hydroxymitragyninu (CAS 174418-82-7) vyskytujicich se dle odborné literatury v rostliné
Mitragyna speciosa [1-3], byla zvolena strategie cileného screeningu danych latek s ndslednou kvantifikaci
pomoci komeréné dostupnych standardl. Analyza byla realizovdna pomoci techniky ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni's tandemovou vysokorozliSovaci hmotnostnispektrometrii (KM15, systém

(E): U-HPLC-HRMS/MS).

Podminky zkousek

Analyty byly ze vzorku extrahovany smési methanol-voda (3x opakovana extrakce s naslednym spojenim
jednotlivych extraktll; vytéZznost ovérena pomoci 6-ti krokové opakované extrakce). Slozky extraktu byly
separovany pomoci chromatografické kolony s reverzni stacionarni fazi C18. Detekce jednotlivych latek byla
provedena za pouziti HRMS typu kvadrupdl/analyzator doby letu (Agilent 6560 lon Mobility QTOF LC/MS System,
Agilent Technologies). Kvantifikace mitragyninu a 7-hydroxymitragyninu byla provedena metodou externi
kalibrace, vyhodnocenim na kalibracni fadu odpovidajicich standardd rozpusténych v methanolu. Pro
vyhodnoceni a zpracovani ziskanych dat byl pouZit software Agilent MassHunter Qualitative Analysis 10.0 a
Agilent MassHunter Workstation software Quantitative Analysis for TOF 10.1. Standardy mitragyninu
(Mitragynine solution 100 ug/mL in methanol, certified reference material, Cerilliant®) a 7-hydroxymitragyninu
(7-Hydroxymitragynine solution 100 pg/mlL in methanol with 0.1N NH3, certified reference material, Cerilliant®)

byly zakoupeny od spolecnosti SIGMA-ALDRICH spol. s r.o.
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Vysledky zkousek

Zjistény obsah alkaloidd mitragyninu a 7-hydroxymitragyninu ve vzorku ML 2319/21, vyjadreny v riznych

jednotkach, je uveden v Tab. I.

Tabulka I: Obsah mitragyninu a 7-hydroxymitragyninu ve vzorku ML 2319/21 vyjadfeny v rGznych jednotkach

Analyt Vysledek Rozsifena nejistota” Jednotky
11772 1177 mg/kg
Mitragynin 12 1,2 mg/g
1,2 0,12 hmotnostni %
203 32 mg/kg
7-Hydroxymitragynin 0,20 0,032 mg/g
0,020 0,0032 hmotnostni %

* Uvedend rozsitend nejistota byla vypoctena s pouZitim koeficientu rozsiteni k=2, co? odpovidd hladiné spolehlivosti
priblizné 95 %. Pri vypocltu a uvddéni nejistot se postupuje podle dokumentu EA-4/16 a prirucky Kvalimetrie 11 (EURACHEM
CZ). Uvddéné nejistoty nezahrnuji nejistotu vzorkovdni. Pro posouzeni shody s limitnimi hodnotami byly vzaty do tvahy
nejistoty vysledk( zkousek podle Smérnice ILAC-G8.

Interpretace vysledka zkousek

Ve zkoumaném vzorku kratomu (ML 2319/21) byla potvrzena pritomnost alkaloidd Mitragyna speciosa,
konkrétné mitragyninu a 7-hydroxymitragyninu, a byl stanoven jejich obsah. Vzdjemné zastoupeni téchto

alkaloidd ve vzorku je pfiblizné 60 : 1 (mitragynin : 7-hydroxymitragynin).
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