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Konopie, przeglad zagadnien zwigzanych z oznaczaniem
sumarycznej zawartosci delta-9-tetrahydrokannabinolu
(A-9-THC) oraz kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego
(A-9-THCA-A)

Streszczenie

Badania konopi, ze wzgledu na rozpowszechnienie tego narkotyku na nielegalnym rynku, sg jednymi z naj-
czestszych badan wykonywanych przez laboratoria kryminalistyczne. Pomimo tego, w kwestii tej wcigz istnieje
szereg kontrowersyjnych probleméw analitycznych, ktére wsrod oséb zajmujacych sie tg problematykg wywo-
tujg niejednokrotnie zywg dyskusje.

Praca stanowi przeglad zagadnien zwigzanych z konopiami oraz problemami analitycznymi zwigzanymi
z prowadzeniem oznaczen sumarycznej zawartosci delta-9-tetrahydrokannabinolu (A-9-THC) oraz kwasu del-
ta-9-tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A) w prébkach ziela konopi. Oznaczenia te sg obecnie najczesciej
przeprowadzane metodg chromatografii gazowej lub w mniejszym stopni metodg chromatografii cieczowej.
W przypadku metody chromatografii gazowej, zawarto§¢ sumaryczna oznaczana jest jako suma delta-9-te-
trahydrokannabinolu (A-9-THC) pierwotnie obecnego w prébce oraz delta-9-tetrahydrokannabinolu (A-9-THC)
powstajgcego w procesie dekarboksylacji kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A). W metodzie
chromatografii cieczowej oba zwigzki mogg by¢ oznaczane w ich naturalnej postaci. Obie metody posiadajg
szereg zalet i wad zwigzanych z aspektami, ktére wymagajg szczegolnej uwagi przy prowadzeniu oznaczen. Jed-
nym z celow pracy byto ich wskazanie i posrednio przeprowadzenie charakterystyki porownawczej obu metod
oznaczen.

Niniejszy artykut stanowi przeglad doniesien literaturowych z ostatnich kilku lat ze szczegdélnym uwzglednie-
niem zagadnienh zwigzanych z poruszanym tematem publikowanych przez policyjnych ekpertow badan narkoty-
kéw w czasopismie ,,Problemy Kryminalistyki”. W pierwszej czesci pracy dokonano przegladu zagadnien zwia-
zanych konopiami i ich produktami, kannabinoidami, podgatunkami konopi, wykorzystaniem konopi, dziataniem
konopi na organizm cztowieka, regulacjami prawnymi dotyczgcymi konopi, metodami instrumentalnymi wyko-
rzystywanymi do oznaczen A-9-THC i A-9-THCA-A.W dalszej czesci pracy omoéwione zostaty wybrane czynniki
wplywajgce na wynik oznaczen takie jak: pobieranie probek; trwatos¢ kannabinoidéw w konopiach; wiek roslin;
ekstrakcja; wilgotnos¢ probek; derywatyzacja; trwatoS¢ roztworéw wzorcowych; dekarboksylacja kwasu delta-
-9-tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A); warunki rozdziatu chromatograficznego; uwarunkowania sprze-
towe.

W zwigzku z wymaganiami systemu zarzgdzania jakoscig narzucajgcym potrzebe akredytacji procedur badaw-
czych mam nadziejg, ze praca ta bedzie stanowita pomoc dla chemikéw analitykdw zajmujgcych sie problemami
oznaczeh prébek ziela konopi i zwréci ich uwage jakie czynniki nalezy uwzgledniac przy sporzgdzaniu budzetu
i szacowaniu catkowitej niepewnosci pomiaréw.

Stowa kluczowe konopie, A-9-THC, A-9-THCA-A, A-8-THC, chromatografia gazowa (GC-FID, GC-MS), chro-
matografia cieczowa (HPLC)

Wprowadzenie rodne odmiany konopi uprawiane bgadz dziko rosngce

w roznych obszarach klimatycznych. Najpopularniej-

Cannabis sativa L. to nazwa gatunkowa konopi  sza na rynku narkotycznym jest odmiana indyjska
siewnych, ktéra oznacza rosling nalezagcg do rodziny  Cannabis sativa, varietas indica [1].

Cannabaceae — konopiowate, rzad Urticales — pokrzy- W ciggu wiekow zastosowanie konopi zmieniato sie.

wowce. W obregbie tego gatunku wystepujg réozno-  Najpierw wykorzystywano je w obrzedach religijnych,
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nastepnie w medycynie i wtdkiennictwie, a w ostatnich
kilkudziesieciu latach staty sie najpopularniejszym
i najbardziej rozpowszechnionym na S$wiecie Srod-
kiem odurzajgcym. Historia zazywania konopi siega
kilku tysiecy lat i miafa swoj poczatek w Azji. Pierw-
sze wzmianki o konopiach znajdujg sie w pismach
chinskich i indyjskich, sg one zawarte w wedyjskich
hymnach oraz religijnych piesniach indyjskich pocho-
dzacych z poczatkow | tysigclecia p.n.e. Stawig one
potege soma, cudownej rosliny bogéw wprawiajgcej
w ekstaze i dajgcej moc. Inne historyczne wzmianki
0 uzyciu konopi do celdow narkotycznych mozna zna-
lez¢ w pracach greckiego historyka Herodota z V
wieku p.n.e. Opisuje on zwyczaje koczowniczych ple-
mion zyjgcych na stepach Rosji. Budowaly one spe-
cjalne namioty wykorzystywane jako sauny oraz miej-
sca do palenia konopi. Z Chin i Indii zazywanie konopi
przeniosto sig do Persji, Asyrii i na caty Bliski Wschéd,
skad Arabowie wprowadzajgcy islam na podbijanych
terytoriach, zwfaszcza poétnocnej Afryki, wprowadzali
rébwniez zwyczaj zazywanie konopi (islam zabrania
picia alkoholu, ale nie zabrania wprost zazywania nar-
kotykow). Z Afryki zwyczaj ten zostat przeniesiony do
Europy [1, 2].

Do spopularyzowania w Polsce konopi jako srodka
halucynogennego na przetomie XIXi XX wieku przyczy-
nito sie z pewnoscig traktowanie ich jako skutecznego,
tatwo dostepnego srodka leczniczego w lecznictwie
oficjalnym. Uzywano go jako $rodka uspokajajgcego,
nasennego, zastepujgcego dziatanie morfiny. Nalewki
i wyciagi z konopi byty lekami roslinnymi dostepnymi
w aptekach. Farmakopea Polska Il z 1937 roku (oraz
1946 roku) podaje jeszcze w spisie lekéw Herba Can-
nabis indiceae. W Farmakopei Polskiej Ill ,lek” ten juz
nie figuruje. Nalezy sadzi¢, ze powodem stato sie spo-
pularyzowanie w Europie halucynogennych wtasciwo-
Sci konopi, alarmujgce doniesienia o popycie na ten
narkotyk i przypadki naduzywania przygotowywanych
z niego ,lekow” w celach niemedycznych. Sgdzono,
ze wycofanie Herba Cannabis z lecznictwa zapobie-
gnie zagrozeniu, jakie stwarzajg jego halucynogenne
wiasnosci. Niestety tak sie nie stafo. Obecnie narko-
tyki uzyskiwane z konopi nalezg do najbardziej popu-
larnych na Swiecie i majg najszerszy zasieg stosowa-
nia. Znane sg one pod réznymi nazwami. Najbardziej
rozpowszechnione to marihuana, dagge, kif, ganja,
zwigzane najczesciej z rejonem uprawy. Nielegalne
uprawy konopi przeznaczonych do wyrobu produk-
tow narkotycznych praktycznie wymykajg sie spod
kontroli [1].

Konopie indyjskie sg najpowszechniejszym dostep-
nym nielegalnym narkotykiem w Europie. Pochodzg
zaréwno z importu, jak i z produkciji krajowej. W wiek-
szosci krajow uzywanie konopi indyjskich wzrosto
w latach 90. XX w. i na poczgtku XXI w., chociaz nadal
istniejg istotne roznice miedzy poszczegolnymi kra-
jami. Konopie indyjskie mozna uprawia¢ w bardzo
rozmaitych srodowiskach; w wielu czesciach swiata

to roslina dziko rosngca. Szacuje sie, ze jest upra-
wiana na obszarze 172 krajow i terytoriow (United
Nations Office on Drugs and Crime — UNODC, 2009).
Informacje te oznaczajg, ze opracowanie doktadnych
danych szacunkowych na temat swiatowej produkcji
konopi indyjskich jest trudne. UNODC (2009) szacuje
globalng produkcje marihuany w 2008 roku na 13
300-66 100 ton. Wedtug ostroznych szacunkow okoto
75,5 min Europejczykow przynajmniej jeden raz uzyto
konopi indyjskich (wskaznik przynajmniej jednokrot-
nego uzycia), czyli Srednio wiecej niz co pigta osoba
w przedziale wiekowym od 15 do 64 lat [3].

Konopie i ich produkty

Konopie to roslina zielna, roczna, o prostych, wznie-
sionych pedach, gteboko ukorzeniona, dochodzaca
do 3 m wysokosci. Liscie konopi sg ciemnozielone,
majg ksztatt difoniasty, sg wielosieczne, grubozabko-
wane, z obu stron szorstkie, z wolnymi, nitkowatymi
przylistkami [1].

Konopie sg roslinami dwupiennymi, tzn. wystepujg
rosliny majgce kwiatostany wytacznie meskie oraz
rosliny majgce kwiatostany wyfgcznie zenskie. Do
celéw narkotycznych majg zastosowanie rosliny tylko
zenskie, o znacznie wiekszej zawartosci substancji
czynnych, czyli zwigzkow o charakterze fenolowym,
tzw. kannabinoidow catkowicie swoistych dla rodzaju
Cannabis [1, 4-5]. Znane sg takze postacie jedno-
pienne tej rosliny. W tym przypadku na tym samym
okazie rosliny znajdujg sie zaréwno kwiaty meskie, jak
i zehskie. Okazy meskie roslin dwupiennych zwane
ptaskoniami r6znig sie wyraznie od okazdw zenskich
zawigzujgcych owoce. Wierzchotek okazéw meskich
zakonczony jest wiechg niepozornych zielonozéttych
kwiatow precikowych, todyga jest skgpo ulistniona,
liscie majg barwe jasniejszg i zapach mniej intensywny
niz liscie okazow zenskich. Meskie kwiatostany i liscie
rowniez zawierajg kannabinoidy, ale zawartoSc¢ ich nie
dorownuje zawartosci kannabinoidow w kwiatosta-
nach i lisciach zenskich i z reguty jest znikoma [1].

Okazy zenskie sg okazalsze od osobnikow
meskich, roziozyste, obficie ulistnione z wielokwiato-
wymi jasnozielonymi kwiatostanami. Roslina wydziela
intensywny, charakterystyczny, aromatyczny zapach.
Materiatem siewnym konopi sg owoce - orzeszki
jednonasienne ksztaltu okragtojajowatego, lekko
sptaszczone. Okrywa owocowa jest gtadka, nieco
ISnigca. Owoce niektorych odmian konopi, w praktyce
zwane nasionami, réznig sie miedzy sobg wielkoscia,
zabarwieniem, wzorzystoscig powierzchni. Czesto
dostarczony do badan materiat siewny konopi zawiera
ziarna o réznym stopniu dojrzatosci. Owoce (nasiona)
niedojrzate sg mate, kuliste, koloru zielonego lub sza-
rozielonego. Dojrzate zmieniajg zabarwienie przewaz-
nie na jasnobrunatne lub brunatne. Wyglad ten nie
jest jednak podstawg do rozréznienia poszczegol-
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nych odmian. Niekiedy jest to mozliwe po przesledze-
niu catego cyklu wegetacyjnego rosliny i oznaczeniu
w niej ciat biologicznie czynnych. W nasionach, fody-
gach i wiéknach nie ma kannabinoidow lub sg obecne
tylko znikome ich ilosci. W polskim i miedzynarodo-
wym ustawodawstwie nie sg one wymienione jako
srodki narkotyczne.

Szczytowe czesci kwitngcych lub owocujacych
konopi wydzielajg zywice zawierajgcg substancje
dziatajgce psychoaktywnie i halucynogennie. Do
produktow konopi nalezg marihuana, haszysz i olej
haszyszowy [1].

Marihuana

Jest produktem narkotycznym otrzymywanym
z konopi, niewymagajgcym prawie zadnej obrobki.
Sg to wysuszone, a nastepnie rozdrobnione liscie
i kwiatostany gornych pedéw r6znych odmian konopi.
Marihuana wystepuje najczesciej w postaci krajanki
lub drobno sproszkowanych fragmentéw roslinnych.
W celu zmniejszenia objetosci masy roslinnej ugniata
sie jg i prasuje. Stuzy do palenia w skretach, papiero-
sach, fajkach, czesto w mieszaninie z tytoniem (tzw.
jointy), niekiedy do przygotowania wodno-alkoholo-
wych wywaréw [1]. Odmiang marihuany o wysokiej
zawartosci substancji psychoaktywnych jest tzw.
sinsemilla (hiszp. ,bez nasion”), czyli zerskie, nieza-
pylone, a wigc niewytwarzajace nasion okazy rosliny
Cannabis sativa [5].

Haszysz

Jest zywicg z ziela Cannabis. Zywice te wytwarza
roslina w okresie dojrzewania — kwitnienia i owoco-
wania. Ochrania ona wierzchotki kwiatowe przed
wysychaniem. Roslina wydziela jg szczegolnie obficie
w suchym, gorgcym klimacie, dlatego haszysz pro-
dukowany jest gtdbwnie w dwoch regionach Swiata:
w krajach potudniowej i wschodniej czesci Morza
Srédziemnego oraz na subkontynencie indyjskim.
Handlowa postac haszyszu to najczesciej sprasowane
ptytki, tabliczki, brytki lub walce roznigce sig twardo-
Scig, odcieniem barwy i potyskiem. Haszysz najcze-
Sciej pali sie w fajce lub dodaje do zywnosci [1, 5].

Olej haszyszowy

Olej haszyszowy jest to ciekly ekstrakt materiatu
roslinnego lub zywicy otrzymany za pomocg rozpusz-
czalnikow organicznych, takich jak alkohol, benzyna
czy eter naftowy. Ekstrakcje prowadzi sie wielostop-
niowo. Po odparowaniu rozpuszczalnikbw pozostaje
oleistosmotowata lepka ciecz o charakterystycznym
zapachu, czarnobrunatnym zabarwieniu, zielonkawo
potyskujgcym, nierozpuszczalna w wodzie. Rozcien-
czony rozpuszczalnikami organicznymi olej przyjmuje
barwe zielong lub brgzowa, zaleznie od dojrzatosci
materiatu roslinnego i charakteru rozpuszczalnika.
Posta¢ ptynna lepiej nadaje si¢ do przemytu, gdyz
w szczelnie zamknietych butelkach jest trudna do

wykrycia przez tresowane psy. Olej haszyszowy doda-
wany jest do papierosow tytoniowych lub papieroséw
z marihuang. Dwie-trzy krople oleju wsacza sie zwykle
w tyton papierosow i w ten sposéb ,legalnie” uzywa
narkotyk [1, 5].

Tak jak nie ma dwdch oséb o identycznych liniach
papilarnych, tak nie ma réwniez dwoch probek pro-
duktow Cannabis o identycznym wygladzie, wiasci-
wosciach i sktadzie, gdyz otrzymuje sie je z roznego
materiatu roslinnego, przerabia r6znymi metodami,
wzbogaca i zageszcza przy uzyciu roznych technik
oraz w rézny sposob przygotowuje do przemytu [5].

Kannabinoidy

W narkotykowym typie Cannabis zidentyfikowano
421 substancji nalezgcych do 18 roznych grup che-
micznych. Wsrod nich jest ponad 50 weglowodorow,
w tym silne kancerogenne — benzopiren i benzoantra-
cen, 103 terpeny, ktérych wiekszos¢ wywotuje silnie
draznigce dziatanie na drogi oddechowe, 12 kwasow
ttuszczowych, 11 steroidéw, 20 zwigzkéw heterocy-
klicznych zawierajgcych azot oraz ponad 60 kannabi-
noidéw — zwigzkow o 21 atomach wegla wystepuja-
cych wytacznie w konopiach.

Do przedstawienia budowy chemicznej kannabi-
noidéw stosuje sie dwa sposoby numeracji atomow
w czasteczce, z ktdrych jeden opiera sie na strukturze
dibenzopiranu, a drugi monoterprenoidu (ryc. 1).

O
5

dibenzopiran

monoterpenoid

Ryc. 1. Numeracja atomow w czgsteczkach dibenzopiranu
i monoterpenoidu [5].

Termin kannabinoidy obejmuje réwniez synte-
tyczne analogi strukturalne naturalnych sktadnikéw
kannabis oraz ich metabolity powstajgce w zywych
organizmach.

Nowoczesne badania nad kannabinoidami rozpo-
czety sie w roku 1964, kiedy w laboratorium Mecho-
ulama rozszyfrowano strukture delta-9-tetrahydro-
kannabinolu (A-9-THC), gtéwnego psychoaktywnego
sktadnika Cannabis. Aktywnos$¢ farmakologiczna
A-9-THC jest stereoselektywna: izomer lewoskretny
dziata (zaleznie od uzytego testu) 6-100 razy silniej
niz prawoskretny. Z czasem poznano strukture innych
sktadnikdw konopi (nazywanych czesto ,klasycznymi
kannabinoidami”), z ktérych na uwage zastuguja:

o delta-8-tetrahydrokannabinol (A-8-THC);
e kannabinol (CBN);
e kannabidiol (CBD);
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e kwas tetrahydrokannabinolowy (A-9-THCA-A);
e kwas tetrahydrokannabinolowy (A-9-THCA-B);
e kwas kannabinolowy (CBNA);

e kannabinochromen (CBC) (ryc. 2).

Zawartos¢ A-9-THC w materiale roslinnym zalezy
od genetycznych wtasciwosci rosliny, warunkéw jej
wegetacji, sposobu zbierania, wieku rosliny, rodzaju
gleby i klimatu. Dobierajagc odpowiednie warunki,
mozna doprowadzi¢ do wzrostu zawartosci psy-
choaktywnego sktadnika — np. marihuana produko-
wana w latach 1979-1982 zawierata ok. 3% A-9-THC,
podczas gdy uprawiana obecnie — 6-10%. Ostatnio
w Holandii wyhodowano odmiane konopi, nazwang
Netherweed, o zawartosci 20% A-9-THC [5].

C5H11 C5H11

delta-9-tetrahydrokannabinol
(A-9-THC)

delta-8-tetrahydrokannabinol
(A-8-THC)

CH,

Bt
H,G O
H,C” HO

kannabidiol (CBD)

C5H'I1 C5H11

kannabinol (CBN)

kwas kwas
A-9-tetrahydrokannabinolowy A-9-tetrahydrokannabinolowy
(A-9-THCA-A) (A-9-THCA-B)
OH
H,C CH,
N
O C.H
HBC 5 M1

kannabinochromen
(CBC)

Ryc. 2. Wzory najwazniejszych klasycznych kannabinoidéw
[1, 6].

kwas kannabinolowy
(CBNA)

W poszczegdlnych czesciach rosliny wystepujg
znaczne réznice zawartosci A-9-THC. W wyniku prze-
prowadzonych badan w todygach nie stwierdza sie
jego obecnosci. Natomiast liscie wiechy zawierajg ok.
1%, kwiatostan ok. 3%, a zywica ok. 5% A-9-tetrahydro-
kannabinolu [7]. Przecietna zawarto$¢ A-9-THC w pro-
duktach kannabis wynosi: produkty roslinne (marihu-
ana) 0,5-5%, zywica (haszysz) 2-10%, olej haszyszowy
10-30%. Sg to jednak wartosci orientacyjne, gdyz
w roznych probkach tych produktow zawartos¢ A-9-
THC moze wykracza¢ poza podane wartosci [5].

Delta-9-tetrahydrokannabinol  (A-9-THC)  wyste-
puje najczesciej z kannabinolem (CBN) i kannabi-
diolem (CBD) oraz delta-8-tetrahydrokannabinolem
(A-8-THC) [8]. Zaréwno CBD, jak i CBN sg zwigz-
kami o dziataniu euforycznym, za$ A-8-THC dziata
podobnie jak A-9-THC, lecz stabiej [4]. Najwazniej-
szym prekursorem A-9-THC w roslinach konopi jest
kwas A-9-tetrahydrokannabinolowy (A-9-THCA-A),
ktory rozkiada sie do A-9-THC w podwyzszonej tem-
peraturze. Ma to miejsce zarbwno w trakcie palenia
produktéw konopi, jak i w toku ich analizy metodami
chromatografii gazowej w porcie nastrzykowym, gdzie
panuje wysoka temperatura. Innymi kannabinoidami
wystepujgcymi w konopiach sg: kwas kannabinolowy
(CBNA), kwas kannabidiolowy (CBDA), kannabichro-
men (CBC), kannabigerol (CBG), kwas kannabinoge-
rolowy (CBGA), kannabiwaryna (CBYV) i tetrahydrokan-
nabiwaryna (THV) [8].

Podgatunki konopi

Przyjmuje sie, ze konopie naleza do jednego
rodzaju i gatunku konopi siewnych Cannabis sativa,
ktére dzielg sie na trzy podgatunki: konopie dzikie,
konopie narkotyczne oraz konopie zwyczajne.

Konopie dzikie

Konopie te charakteryzujg sie grubg okrywg owo-
cow i fatwoscig osypywania sie nasion. Rosliny te
nalezag do stosunkowo niskich. Nasiona ich sg drobne,
ciemno zabarwione o bardzo wzorzystej mozaice.
Zawartosc¢ widkna jest niska, natomiast zawartos¢ A-9-
THC siega nieraz 0,5%, a nawet 1%. Rosliny te mozna
spotka¢ w Azji (Indie, Iran, Afganistan, Chiny). W Euro-
pie wystepuja w Polsce, Czechach, Stowaciji i krajach
Potwyspu Batkanskiego.

Konopie narkotyczne

Sa to konopie dwupienne, typowo odurzajgce.
Rosliny maja silnie rozgafgziong fodyge o ggstym i obfi-
tym ulistnieniu. Odcinki lisciowe sg mate, intensywnie
zielone. Konopie narkotyczne majg mato widkna. Sub-
stancje odurzajagce otrzymuje sie z okazéw zenskich.
Listki wiechy glowacza pokryte sg gruczotami wtosko-
watymi wydzielajgcymi intensywny zapach kannabi-
nolowy oraz lepkg substancje zwang zywicg. Konopie
te nalezg do typu potudniowego. Wystepujg w Indiach

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 285(3) 2014



Z PRAKTYKI

i wszystkich krajach sgsiednich. W Polsce nie dojrze-
wajg, mogg jednak by¢ krzyzowane ze wszystkimi
rosngcymi u nas typami konopi.

Konopie zwyczajne

Konopie te wyrdzniajg sie ogromnym bogactwem
form. Wsrod nich wystepujg konopie potudniowe, pot-
nocne oraz konopie posrednie.

Konopie posrednie — do tej grupy nalezg m.in.
konopie polskie oraz srodkoworosyjskie. Najczesciej
wysokosc¢ todygi wynosi od 125 cm do 200 cm, czgsto
dochodzi nawet do 250 cm i wiecej. Lis¢ jest wiekszy
niz u konopi potnocnych. W srodkowej czesci sktada
sie z 7 odcinkéw. Nasiona sg jasne, bez mozaiki.

Konopie potudniowe — do tej grupy zalicza sie kono-
pie francuskie, hiszpanskie, jugostowianskie, wioskie,
tureckie. Najczesciej wysokos¢ todygi wynosi od 250
cm do 400 cm. Liscie sg duze, szerokie, sktadajg sie
z 9-11 odcinkéw. Nasiona sg duze, barwy szarej lub
ciemnoszarej, z wyraznie zaznaczong mozaikg. W Pol-
sce konopie te w zasadzie nie dojrzewaja.

Wobec tatwosci tworzenia sie krzyzowek wszystkie
wystepujace typy i formy konopi moga sie ze sobg
krzyzowac.

Biorgc pod uwage zawartos¢ delta-9-tetrahydrokan-
nabinolu (A-9-THC) oraz kannabidiolu (CBD), wydzie-
lono trzy najwazniejsze chemotypy konopi. Podziatowi
temu sprzyja fakt, ze kazda pojedyncza roslina nalezy
do okreslonego typu chemicznego w ciggu catego
swojego cyklu rozwojowego.

I chemotyp

e Typ narkotyczny — wybitnie odurzajgcy
e A-9-THC > 2%, CBD = 0%

Wystepuje w klimacie gorgcym. Do tej grupy zali-
czamy konopie indyjskie, meksykanskie, potudniowo-
afrykanskie.

Il chemotyp
e Typ posredni — réwniez odurzajgcy
e A-9-THC > 0,5% ($rednio od 0,3% do 0,9%), CBD
> 0,5%
Sg to wszystkie konopie uprawiane w klimacie cie-
ptym, Srddziemnomorskim.

Il chemotyp

o Konopie widkniste
e A-9-THC < 0,3%, CBD > 0,5%

Do tej grupy nalezg konopie uprawiane w strefie
umiarkowane;.

Wysokie stezenie CBD, przy sprzyjajacych warun-
kach uprawy, moze spowodowac, iz u rosliny typu
widknistego zostanie przekroczona bezpieczna gra-
nica dla A-9-THC. Zdarza sie to przy prowadzeniu kil-
kuletnich odsiewow w warunkach sztucznych (szklar-
niowych, przy odpowiednio stworzonych warunkach
agrotechnicznych). Wowczas stezenie A-9THC moze
przekroczy¢ granice 0,2% i roslina taka, mimo ze jej

profil nie odbiega zasadniczo od typu widknistego ze
wzgledu na zawarto$¢ A-9-THC zostanie zakwalifiko-
wana do typu narkotycznego. W zwigzku z tym dazy
sie do wyhodowania konopi catkowicie bezpiecz-
nych, o bardzo niskiej zawartosci A-9-THC. Badania
takie byty prowadzone, a osiggniete wyniki pozwolity
wyrdzni¢ IV chemotyp konopi.

IV chemotyp

e A-9-THC ok. 0,001%, CBD ok. 0,2%

W literaturze mozna spotka¢ inny wspoéiczynnik
umozliwiajacy rozroznianie typu wtdknistego od typu
narkotycznego konopi, tzw. kryterium proporcji kan-
nabinoidow:

C CBN%+” -9-THC %
CBD %

Jezeli PC < 1, to konopie zalicza sig do typu widkni-
stego. Jezeli PC > 1, mamy do czynienia z konopiami
typu narkotycznego.

Kryterium to wprowadzono, biorgc za podstawe
cykl przemian kannabinoiddw, jaki zachodzi w ro$linie.
Jak wiadomo, w mtodych okazach wystepuje wysokie
stezenie CBD, natomiast zawarto$¢ A-9-THC jest nie-
wielka. Dopiero w okresie dojrzewania konopi docho-
dzi do uaktywnienia sie procesu biosyntezy kannabi-
noidow, co wigze sig ze wzrostem zawartosci A-9-THC
w roslinie. Dtuzsze przechowywanie i suszenie roslin
powoduje rozkiad A-9-THC do CBN, w wyniku ktérego
nastgpuje spadek stezenia A-9-THC [7].

Wykorzystanie konopi

Przemystowym przeznaczeniem konopi jest pro-
dukcja wtdkna przedzalniczego i wiékna powroznego
z tzw. sfomy konopnej otrzymywanej z todyg rosliny
oraz oleju z nasion. Widkna konopne przerabiane sg
gtownie w postaci wtdkien technicznych i stuzg do
wyrobu mato szlachetnych, grubych przedz przezna-
czonych do produkcji workoéw, lin, powrozow. Czesc
widkien przerabia przemyst papierniczy. Tradycyjnymi
rejonami koncentracji upraw konopi w Polsce sg: rejon
lubelski, jarostawski, kielecko-krakowski [1].

Jako ciekawostke mozna podaé, ze w Szwajca-
rii i Wioszech ziele konopi jest wykorzystywane jako
dodatek do przygotowywania produktéw zywno-
sciowych, takich jak olej, mgka, herbata, lemoniada,
piwo czy likier, natomiast olejki eteryczne uzyskiwane
metodg destylacji z parg wodng sg wykorzystywane
do produkcji kosmetykéw [9-10].

Narkotyczny typ konopi znalazt zastosowanie,
nazywane niekiedy eufemistycznie ,rekreacyjnym”,
polegajagce na wywotywaniu euforycznego samopo-
czucia, ktéremu jednak towarzyszg objawy toksyczne
i grozba uzaleznienia. Ocena roli tej odmiany konopi
byta przedmiotem sporow juz w czasach starozytnych:
dla jednych roslina ta wyznaczata droge do Hadesu,
dla innych prowadzita do raju [5].
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Obecnie nielegalne uprawy konopi prowadzone na
wielkg skale znajdujg sie przede wszystkim w: Ame-
ryce Pétnocnej i Potudniowej, na Karaibach, w Afryce
i potudniowo-wschodniej Azji, w takich panstwach jak:
Afganistan, Kolumbia, Irak, Jamajka, Liban, Meksyk,
Maroko, Pakistan, Turcja. Takze w Europie mozna
spotka¢ uprawy konopi, jednak ze wzgledu na nie-
sprzyjajgce warunki klimatyczne uzyskiwane tu rosliny
charakteryzujg sie nizszg zawartoscig kannabinoidéw.
Wyijatkiem sg specjalne uprawy hydroponiczne spo-
tykane np. w Holandii, gdzie stosujagc odpowiedni
dobdr roslin i zapewniajgc im specjalne warunki
uprawy otrzymuje sie rosliny doréwnujgce jakoscig
tym pochodzacym z innych regiondw Swiata, a nawet
przewyzszajace je pod tym wzgledem [2-3].

Dziatanie konopi na organizm cztowieka

Preparaty Cannabis wykazujg nie tylko dziafanie
odurzajgce, lecz takze trujgce. Najczestsze objawy
toksycznosci biologicznej to napady leku, zaburzenia
snu, brak kontroli nad czynnosciami fizjologicznymi.
Juz po tygodniowym zazywaniu Cannabis wystgpic¢
moga symptomy psychicznego uzaleznienia. Wyste-
pujg one najczesciej u ludzi o stabym uktadzie psy-
chicznym i nerwowym. Nafogowi palacze marihuany
i haszyszu twierdzg, ze przy pierwszym zetknieciu
z tymi narkotykami przekonani byli o ich nieszkodli-
WOoScCi.

Wochtanianie A-9-THC przy réznych drogach poda-
nia przebiega odmiennie. W celu wywotania euforii
stosuje sie gtownie palenie papieroséw z marihuany,
a wiec wprowadza zwigzek aktywny przez drogi odde-
chowe. Znacznie rzadziej przyjmuje sie preparaty
kannabis doustnie. A-9-THC bywa réwniez podawany
w postaci iniekcji, jednak z uwagi na ztg rozpuszczal-
nos¢ w wodzie przygotowanie roztwordw iniekcyjnych
jest ktopotliwe.

Podczas palenia nastepuje rozkiad czesci A-9-THC
i do ptuc palacza dostaje sie tylko 20-70% aktywnego
zwigzku wystepujacego w marihuanie. Jego zawar-
tos¢ w dymie zalezy od sposobu palenia: zwigksza sie
wowczas, gdy palacz wcigga dym rzadziej, np. raz na
minute i zatrzymuje go w ptucach diuzej, np. przez 5
sekund, mniejsza natomiast (ok. 20%), gdy zacigga
sie dymem czesciej (wiecej zwigzku ulega woéwczas
termicznej destrukcji).

Obecnos¢ A-9-THC w organizmie wywotuje stan
euforii, halucynacje, podwyzsza wrazliwo$¢ na bodzce
muzyczne i hatas, zmienia odbior przestrzenny i cza-
sowy rzeczywistosci, powoduje zaburzenia koordyna-
cji ruchowej, zaburza rowniez krotkotrwatg pamiec,
zwalnia procesy uczenia sie, powoduje uczucie paniki,
wywotluje takze krotkotrwate okresy leku, zmieszania
lub psychozy. U okazyjnych palaczy do wywotania
przyjemnego uczucia euforii wystarczy 2-3 mg A-9-
THC, za$ jednym recznie przygotowanym papierosem
tzw. skretem, moze wprowadzi¢ sie w stan odurzenia

nawet od 2 do 4 poczgtkujgcych palgcych. Osoba
silnie uzalezniona wypala do 5-8 ,skretéw” w ciggu
doby [11].

Szkodliwos¢ uzywania kannabis, zwlaszcza dtugo-
trwatego, jest znaczna. Do najwazniejszych zagrozen
naleza: zwiekszenie ryzyka przewlekiego zapalenia
oskrzeli, zwigkszone ryzyko nowotworéw gornych
drog oddechowych, rozwinigcie sie uzaleznienia,
zwigkszone ryzyko urodzenia dziecka z niedowagag
(gdy stosowano kannabis podczas cigzy), zwigkszone
ryzyko wystgpienia zespotéw paranoidalnych; zwigk-
szone ryzyko wypadkow drogowych.

Swiadomo$¢ spofeczna zagrozen zwigzanych
z uzywaniem kannabis jest duzo mniejsza niz w przy-
padku alkoholu i tytoniu, poniewaz problematyce tej
poswieca sie znacznie mniej badan oraz dziatan pro-
filaktycznych i informacyjnych. Gtownym argumentem
przeciwko legalizacji sprzedazy produktow kannabis
jest to, ze ich niekontrolowane, wielokrotne przyjmo-
wanie wywotuje wysoce szkodliwy toksyczny wptyw
na uktad oddechowy, sercowo-naczyniowy, rozrod-
czy, odpornosciowy, a takze na ptdd i mozg. Oddzia-
tywania te majg bardzo szeroki zakres — od poziomu
molekularnego, stanowigcego fundament ludzkiego
zycia, do jego najdoskonalszych przejawdw — mysle-
nia i 0sobowosci.

Podejmowane sg rowniez préby leczniczego wyko-
rzystywania kannabinoidow (A-9-THC, CBD) w takich
schorzeniach jak: stwardnienie rozsiane, choroba
Parkinsona, stany pooperacyjne, urazy rdzenia kre-
gowego, zespot wyniszczenia w przebiegu AIDS,
choroba nowotworowa, jaskra, zwiotczenie dolnego
zwieracza przetyku, zapalenie otrzewnej, uszkodzenie
unerwienia $cian jelita [5].

Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii
a konopie

Zgodnie z zapisami obowigzujgcej obecnie ustawy
0 przeciwdziataniu narkomanii z 29 lipca 2005 roku
(Dz.U. Nr 179, poz. 1485) uprawa konopi jest zabro-
niona z wyjatkiem uprawy konopi wtdknistych, ktora
moze sie¢ odbywa¢ po uzyskaniu odpowiednich
zezwolen.

Fakt pojawienia sie na rynku narkotykowym konopi
modyfikowanych genetycznie zawierajgcych niewiel-
kie ilosci A-9-THC (ponizej 0,20%), a majgcych zawar-
tos¢ kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego (A-9-
THCA-A, kwas delta-9-THC-2-karboksylowy), wptynat
na podjecie krokow legislacyjnych w celu nowelizacji
Ustawy z dnia 29 lipca 2005 roku o przeciwdziataniu
narkomanii, ktéra weszta w zycie w dniu 1 lutego 2007
roku. Zmiana dotyczyta zmiany definicji konopi wiok-
nistych, ktéra otrzymata brzmienie: ,rosliny z gatunku
konopie siewne (Cannabis sativa L.), w ktérych suma
zawartosci delta-9-tetrahydrokannabinolu oraz kwasu
tetrahydrokannabinolowego (kwas delta-9-THC-2-kar-
boksylowy) w kwiatowych lub owocujgcych wierzchot-
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kach roslin, z ktérych nie usunigto zywicy, wynosi poni-
zej 0,20% w przeliczeniu na suchg mase”. Poprzednia
wersja tej ustawy definiowafa konopie wtdkniste jako
rosliny, w ktorych tylko zawarto$¢ A-9-THC determino-
wata czy dana probka ziela konopi stanowi¢ bedzie
w Swietle ustawy $rodek odurzajacy [8].

Zgodnie z wymogami znowelizowanej ustawy
wiasciwe postepowanie administracyjno-karne oraz
orzekanie o przestepczej dziatalnosci wymaga odpo-
wiednich badan fizykochemicznych zabezpieczo-
nego materialu dowodowego. Orzekanie dotyczy
wiasciwej kwalifikacji i rozréznienia surowca pocho-
dzacego z krajowego ziela konopi siewnej (Canna-
bis sativa L.), tzw. odmiany widknistej (zawierajgcej
A-9-THC i A-9-THCA-A tacznie do 0,2% w przeliczeniu
na suchg mase) od odmiany ziela konopi innych niz
widkniste (zawierajgcej powyzej 0,2% sumy A-9-THC
i A-9-THCA-A). Wedtug polskiego ustawodawstwa za
produkt narkotykowy uznawane jest ziele Cannabis
zawierajgce powyzej 0,2% A-9-THC i A-9-THCA-A tgcz-
nie oraz zywica i inne produkty konopi niezaleznie od
zawartosci A-9-THC i A-9-THCA-A [12]. Ziele i zywica
konopi oraz wyciagi, nalewki farmaceutyczne, a takze
wszystkie inne wyciagi z konopi zostaly zaliczone do
grupy I-N i IV-N srodkéw odurzajgcych, natomiast
najaktywniejszy sktadnik preparatow kannabis — del-
ta-9-tetrahydrokannabinol (A-9-THC) - do grupy II-P
substanciji psychotropowych [5].

Metody instrumentalne wykorzystywane do
oznaczen A-9-THC i A-9-THCA-A w prébkach
konopi

Wiekszos¢ opisywanych w literaturze metod ozna-
czania zawartosci A-9-THC w produktach konopi
bazuje na chromatografii gazowej i jej zastosowaniu
w analizie produktéw konopi dla celow sgdowych. Pro-
cedury te zazwyczaj wyznaczajg stezenie tzw. catko-
witego A-9-THC, na ktore skiadajg sie naturalna zawar-
tos¢ A-9-THC oraz dodatkowo A-9-THC, tworzacy sie
w wyniku dekarboksylacji A-9-THCA-A w wysokiej tem-
peraturze iniektora chromatografu gazowego. Anali-
tyczne rozréznienie A-9-THC od jego prekursora jest
mozliwe przy zastosowaniu metody GC po uprzedniej
derywatyzaciji analitow [8].

Metody instrumentalne stosowane we wspotczesnej
analityce kannabinoidow obejmujg rowniez szerokie
spektrum metod chromatograficznych sprzezonych
ze spektrometrig mas. Najczesciej stosowang metodg
jest chromatografia gazowa sprzezona ze spektrome-
trig mas wykorzystujagca pojedynczy analizator kwa-
drupolowy z opcjg jonizacji elektronowej (GC-EI-MS)
czy tez z opcjg jonizacji chemicznej pozytywnej lub
negatywnej (GC-PCI/NCI-MS). Pojawita sie réwniez
aplikacja dotyczaca zastosowania dwuwymiarowej
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
mas z pojedynczym analizatorem kwadrupolowym
w opcji jonizacji elektronowej (GC-GC-EI-MS).

Ws&rdd metod stosowanych w analizie kannabino-
idow coraz czesciej wykorzystuje sie chromatografie
gazowg sprzezong z tandemowsg spektrometrig mas
realizowang poprzez stosowanie réznego rodzaju
analizatorow mas, najczesciej uktadu potrojnych kwa-
drupoli (QQQ) czy tréjwymiarowej kwadrupolowej
pufapki jonowej (QIT).

Obok GC-MS, coraz czesciej pojawiajg sie informa-
cje dotyczace zastosowania chromatografii cieczo-
wej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS), ktora
z rownym powodzeniem moze by¢ stosowana do ana-
liz tej grupy zwigzkdéw [11].

Czynniki wptywajgce na wynik oznaczen

Pobieranie probek

Wiekszos¢ wykorzystywanych w laboratoriach kry-
minalistycznych instrumentalnych metod badan nar-
kotykobw wymaga niewielkich ilosci probki, dlatego
tez jest niezwykle istotne, by analizowana probka
byta reprezentatywna dla catego materiatu, z ktérego
zostafa pobrana. Z uwagi na znaczny koszt materia-
tow, odczynnikdw chemicznych i oszczedno$¢ czasu,
laboratoria kryminalistyczne powinny, o ile jest to moz-
liwe, wykorzystywa¢ sprawdzone i uznane metody
prébkowania i, co za tym idzie, ogranicza¢ liczbe ana-
liz iloSciowych potrzebnych do przeprowadzenia.

Zarowno w przypadku pobierania probek roslin
konopi pochodzacych z upraw polowych, jak i tych
prowadzonych w pomieszczeniach zamknigtych, dla
kazdego poletka, dla ktérego wizualnie stwierdzono,
ze zawierajg ten sam rodzaj roslin, pobiera sie losowo,
z wyjatkiem roslin rosngcych na skraju poletka, 30
owocujgcych lub kwitngcych wierzchotkowych czesci
roslin o dfugosci ok. 20 cm. Pobrane rosliny nalezy
przechowywa¢ w papierowych opakowaniach. Przed
poddaniem badaniom laboratoryjnym zabezpieczony
material powinien by¢ wysuszony. Jesli musi byc¢
on przechowywany, to powinien by¢ zabezpieczony
w zaciemnionych i chtodnych pomieszczeniach.

W przypadku zabezpieczenia duzej ilosci ziela
konopi lub jego produktow przy wyborze liczby obiek-
téw pobieranych do badan nalezy mie¢ na wzgledzie
wskazowki pobierania reprezentatywnych probek nar-
kotykdw podawane przez Biuro Narodéw Zjednoczo-
nych ds. Narkotykow i Przestepczosci (United Nations
Office on Drugs and Crime - UNODC) [13]. Zgodnie
ze wskazéwkami UNODC metody probkowania dzielg
sie na metody arbitralne (uznaniowe), ktore czesto
sprawdzajg sie w praktyce, mimo ze nie sg one oparte
na zadnych statystycznych podstawach. Giéwng
wade tych metod stanowi stosunkowo duza liczba
obiektow, ktore nalezy pobra¢ do badan w przypadku
zabezpieczenia znacznej ilosci materiatu dowodo-
wego. Sposrod metod arbitralnych Program ONZ do
spraw kontroli spozycia narkotykow (United Nations
Drug Control Programme — UNDCP) rekomenduje
metode pierwiastka kwadratowego, w ktorej sposob
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wybierania liczby obiektow do badan (n) z populaciji
o liczebnosci (N) jest nastepujacy:

dlaN < x n=N
xX<N<y n=z
N>y n=N

dlax =10,y =100,z =10

Drugg grupe stanowig metody majgce umocowanie
statystyczne, do ktorych naleza:

e metoda hipergeometrycznego rozktadu prawdopo-
dobienstwa;

e metoda oparta na rozktadzie dwumianowym;

e metoda wykorzystujgca podejscie Bayesowskie

[14].

W metodzie hipergeometrycznego rozkfadu praw-
dopodobienstwa zaktada sie, ze z catkowitej liczby N
obiektow populacji, dla zatozonego poziomu istotno-
Sci a, prawdopodobienstwo, ze co najmniej k100%
obiektéw daje ten sam wynik, co w losowo pobranych
do badan n obiektach wynosi (1 — ) 100%. W praktyce
laboratoryjnej najczesciej mozna sie spotkac¢ z przyj-
mowaniem wartosci o i kK odpowiednio na poziomie
0,05 09 [14]. Oznacza to, ze z 95% prawdopodobien-
stwem, w co najmniej 90% opakowan znajduje sie taka
sama substancja co w n losowo wybranych probkach
poddanych badaniom. Jezeli nie uzyskano negatyw-
nych wynikow, poprzestaje sie na n probkach. W przy-
padku, gdy jeden lub dwa wyniki nie sg pozytywne,
nalezy z pozostatej czesci populacji pobra¢ dodat-
kowe probki do badan [15].

Metoda oparta na rozktadzie dwumianowym jest
prostsza w uzyciu niz metoda hipergeometrycznego
rozktadu prawdopodobienstwa, jednak moze ona
by¢ wykorzystywana jedynie w specjalnych przypad-
kach. Metoda ta zaktada, ze zanim pobrany zostanie
kolejny obiekt, poprzedni pobrany i przebadany obiekt
powraca do populacji. Taki sposéb probkowania
nie jest standardowo wykorzystywany w przypadku
pobierania probek narkotykow, jednakze w przypadku
duzej liczebnosci materiatu dowodowego (co najmniej
50 obiektéw) oraz gdy probki sg stosunkowo mate,
rozktad hipergeometryczny moze by¢ przyblizony
mniej ztozonym rozktadem dwumianowym. W przy-
padku metody opartej na rozktadzie dwumianowym
nalezy pamietac, ze jest ona jedynie przyblizeniem,
zas$ liczba n obiektéw pobieranych do badanh bedzie
nieznacznie zawyzona. Tylko w przypadku bardzo
licznego materiatu dowodowego (niekiedy rzedu kilku
tysiecy) liczby obiektow pobieranych do badanh obli-
czone z wykorzystaniem rozktadéw hipergeometrycz-
nego i dwumianowego bedg sobie doktadnie réwne.

W metodzie wykorzystujgcej podejscie Bayesa
przyjmuje sie zatozenie wstepne, ze liczba obiektow,
jakie nalezy poddac¢ badaniom, jest znana i ustalona.
Liczba ta jest wykorzystywana do obliczenia okre-
Slonych stopni prawdopodobiehstwa dotyczgcego
nieznanej ilosci materialu dowodowego, ktora w tym
przypadku jest zmienng. Metoda wykorzystujgca
podejscie Bayesa pozwala na uwzglednienie wiedzy

pobierajgcego probki na temat materiatu dowodo-
wego. Liczba obiektow materiatu dowodowego nie
jest doktadanie znana, jednak istniejg istotne prze-
stanki co do rodzaju tego materiatu. Przyktadowo, gdy
wszystkie rosliny mtodej plantacji konopi wygladajg
tak samo, prawdopodobnie wszystkie sg konopiami.
Z drugiej strony, mozliwa jest takze sytuacja, w ktorej
brak jest jakichkolwiek informacji odnosnie do ilosci
i rodzaju narkotykow stanowigcych materiat dowo-
dowy. Uwzglednienie tego typu a priori informacji
przektada sie na otrzymanie roznych modeli matema-
tycznych wykorzystywanych do oszacowania liczby n
obiektow pobieranych do badan.

Metode opartg na podejsciu Bayesa zaleca sie
wykorzystywa¢ w przypadku materiatu dowodowego
zawierajgcego ponad 50 obiektow i w przypadku ich
malych rozmiarow. Obliczana w ten sposoéb liczba
obiektéw badan jest, podobnie jak dla metody wyko-
rzystujgcej rozktad dwumianowy, zawyzona, jednakze
w tym przypadku nie stanowi to az tak duzego pro-
blemu. Podobnie jak dla pozostatych metod sta-
tystycznych do przeprowadzenia obliczeh nalezy
przyja¢ dopuszczalng liczbe wynikobw negatywnych,
a jezeli przyjete zatozenia nie zostaty spetnione, nalezy
zmodyfikowac liczbe obiektow pobieranych do badan.
Najczesciej wystepuje sytuacja, w ktérej nie przyjmuje
sie mozliwosci wystgpienia wynikow negatywnych.
Rozktadem prawdopodobienstwa, ktéry przyjmuje
sie przy zastosowaniu podejscia Bayesa, jest rozktad
B. W rozktadzie tym nalezy a priori przyja¢ wartosci
dwaoch parametrow a i b.

W przypadku gdy nie ma zadnych informacji, co
zawiera badany materiat w postaci np. tabletek, ist-
nieje mozliwoS¢ przyjecia obu wspofczynnikow row-
nych i majacych wartos¢ 1. Inng mozliwoscig jest przy-
jecie obu wartosci wspoétczynnikdw réwnych 0,5, jesli
istnieje przestanka a priori, ze albo wszystkie tabletki
zawierajg narkotyk, albo Zzadna z nich nie zawiera
narkotyku. Przyjecie wartoscib = 1 ia = 3 (lub wiek-
szej) oznacza, ze istnieje wstepna przestanka, oparta
na wizualnym ogladzie obiektow, ze prawdopodob-
nie wszystkie zawierajg narkotyk, tak jak ma to miej-
sce w przypadku plantacji ztozonej z mtodych roslin
konopi.

Dla zadanych parametréw obliczenia liczby obiek-
tow n pobieranych do badan przy zastosowaniu
metody hipergeometrycznego rozktadu prawdopo-
dobienstwa, metody opartej na rozktadzie dwumia-
nowym oraz metody wykorzystujgcej podejscie Bay-
esowskie mozna dokonac¢ z wykorzystaniem makra
programu Excel dostepnego na stronie ENFSI. (www.
enfsi.eu) [14].

W przypadku analizy jakosciowej materiatu wyka-
zujgcego charakterystyczne cechy konopi prefero-
wane jest stosowanie metody prébkowania wyko-
rzystujgcej podejscie Bayesa w stosunku do metody
hipergeometrycznego rozktadu prawdopodobieristwa
[13]. Niemniej wystepujg liczne problemy zwigzane
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z praktycznym wykorzystaniem tej pierwszej metody,
ktére sg zwigzane przede wszystkim z brakiem $ci-
stych wytycznych dotyczacych sposobu dobiera-
nia parametrow a i b. Kluczowg sprawg jest w tym
przypadku koniecznos¢ rozroznienia rzeczywistego
doswiadczenia pobierajgcego materiat do badan od
jego subiektywnych przeswiadczen. Z tego wzgledu
metody hipergeometrycznego rozktadu prawdopodo-
bienstwa i rozktadu dwumianowego wydajg sie lepsze
do zrozumienia oraz wyjasnienia i, cho¢ w przypadku
duzej ilosci materiatu dowodowego wymagajg pobra-
nia i przebadania wiekszej liczby obiektow, to jednak
odpowiednig rekompensate stanowi niewielka mozli-

wos¢ zakwestionowania ich w sgdzie [14].

Jesli sporzadza sie probke srednig, traktowang jako
mieszanina zlozona z poszczegolnych probek, czyn-
nos¢ ta musi by¢ przeprowadzona w taki sposob, aby
sktad przygotowanej probki odzwierciedlat catkowity
sktad mieszaniny. Probka taka z definicji daje wartos¢
Srednig przy braku informacji dotyczgcej poszcze-
goinych obiektow. Gtéwny problem napotykany przy
takim sposobie probkowania jest zwigzany z brakiem
odpowiedniej homogeniczno$ci materiatu [14].

Przy pobieraniu prébek konopi nalezy réwniez mie¢
na uwadze nastepujgce wskazowki:

o jesli zabezpieczone jest jedno opakowanie luznego
sypkiego materiatu ziela konopi — postepujemy
jak w przypadku wydzielania prébki laboratoryjnej
z prébki ogodlnej;

e jedli do badan dostarczono materiat sprasowany
w postaci bryty — materiat nalezy pobiera¢ z co
najmniej dwoch miejsc bryly i przetamac bryte dla
upewnienia sie co do jednolitej zawartosci wnetrza;

e jedli do badan dostarczono wigkszg liczbe opako-
wan — poddajemy cafo$¢ ogledzinom, aby stwier-
dzi¢, czy wszystkie opakowania zawierajg taki sam
materiat; jesli jedno lub wigcej opakowan rozni sie od
pozostatych — wydzielamy je do odrebnych badan;

o jesli zabezpieczone sg cate rosliny — do analizy ilo-
sciowej A-9-THC bedg brane jedynie wierzchofki
roslin;

e wierzchofki roslin stanowigce probke ogdlng z jed-
nego poletka traktujemy jako jedno opakowanie
luznego, sypkiego materiatu ziela konopi — poste-
pujemy jak w przypadku wydzielania prébki labora-
toryjnej z probki ogodlnej; musimy zastosowac jedng
z technik zmniejszania probki ogolnej; przy osta-
tecznym pobieraniu probki laboratoryjnej, przed jej
homogenizacjg do badan postepujemy podobnie
jak w przypadku materiatu zbrylonego — wybieramy
do badan reprezentacje wigkszych i mniejszych
agregatow (kwiatostanéw lub ich fragmentow)
w proporcjach, w jakich znajdujg sie w probce;
nalezy tez zwrociC uwage na proces segregacii
(samosortowania sig);

e do badan pobieramy ilo$¢ wystarczajgcg do powto-
rzenia badan i pozostawienie do badan rozjem-
czych [16].

Sposréd wszystkich opisanych metod pobierania
prébek nie mozna jednoznacznie wskaza¢ metody
optymalnej. Dzieje sie tak dlatego, ze wiele istotnych
czynnikow rzutuje na wynik badan. Do czynnikéw tych
nalezg: rodzaj narkotykdw, ilos¢ skonfiskowanego
materiatu, cel badan, doswiadczenie chemika i sgdu
oraz czynniki ekonomiczne. Dla okreslonej sytuacii
wybor metody prébkowania powinien w gtownej mie-
rze speiniaC wymagania prokuratur i sgdow, ktore
z kolei powinny uwzglednia¢ koszty badan i czynniki
zwigzane z pracg danego laboratorium [14].

Trwato$é kannabinoidéw w konopiach

Po pobraniu i wysuszeniu roslin konopi proces
degradacji gtéwnych kannabinoidéw zostaje zatrzy-
many. Niemniej w tym stanie A-9-THC jest wcigz
podatny na wptyw tlenu z powietrza, podwyzszone;j
temperatury i Swiatta ultrafioletowego (UV), ktére to
czynniki powodujg utlenianie A-9-THC do CBN. A-9-
THC moze rowniez ulega¢ izomeryzacji do A-8-THC,
co zostato dobrze udokumentowane w pracach
Mechoulama (1970, 1973) oraz Razdana (1973).
W zwigzku z tym wskazane jest przechowywanie
zebranych roslin konopi w suchych i zaciemnionych
pomieszczeniach [13, 17-18].

Z badan przeprowadzonych w Instytucie Ekspertyz
Sadowych w Krakowie (IES) wynika, ze susz konopi
przechowywany w papierowych opakowaniach,
w temperaturze pokojowej przez rok, zmienia znacz-
nie swoj sktad chemiczny. W tym czasie w suchym
surowcu roslinnym zmniejsza si¢ zawartos¢ A-9-THC
i kannabinochromenu (CBCh), a zwieksza sie steze-
nie kanabidiolu (CBD). Stosunek stezen CBD/CBN
rowniez ulega zmianie. Obnizenie zawartosci A-9-THC
w prébkach konopi i haszyszu podczas przecho-
wywania potwierdzajg dane z pismiennictwa. Rézni
autorzy obserwowali ponadto wzrost stezenia CBN
i wzgledng statos¢ stezenia CBD, wzrost stezenia CBN
i wzgledng stato$¢ stosunku CBD/A-9-THC w okresie
rocznym, a nastepnie powolny spadek stezenia CBD,
przy czym rozktad A-9-THC zasadniczo konczyt sig po
uptywie roku. Dynamika zmian zawartosci kannabino-
idow stuzy do okreslania swiezosci materiatu roslin-
nego [16].

Wiek roslin

Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii z 29 lipca
2005 roku (Dz.U. Nr 179, poz. 1485) w art. 4 pkt 5
definiuje konopie widkniste jako ,ros$liny z gatunku
konopie siewne (Cannabis sativa L), w ktérych suma
zawartosci delta-9-tetrahydrokannabinolu oraz kwasu
tetrahydrokannabinolowego (kwasu delta-9-THC-
-2-karboksylowego) w kwiatowych lub owocujgcych
wierzchotkach roslin, z ktoérych nie usunieto zywicy,
nie przekracza 0,20% w przeliczeniu na suchg mase”.
Ta sama ustawa w art. 4 pkt. 37 definiuje ziele konopi
jako ,kwiatowe lub owocujgce wierzchotki konopi,
z ktorych nie usunieto zywicy, a w przypadku roslin
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w stadium przed zawigzaniem wiechy — liscie i todygi
konopi”. W wykazie Srodkéw odurzajgcych stanowig-
cym Zatacznik 1 do przedmiotowej ustawy ,KONOPI
ZIELE innych niz wt6kniste oraz wyciagi, nalewki far-
maceutyczne, a takze wszystkie inne wyciagi z konopi
innych niz widkniste” sg zaklasyfikowane jako srodki
odurzajgce grupy I-N i IV-N.

Analiza powyzszych zapiséw ustawy pozwala
stwierdzi¢, ze nie sg one ze sobg spojne, jesli wzigé
pod uwage definicje konopi (witdknistych) oraz ziela
konopi. Skoro bowiem w definicji ziela konopi odnie-
siono sie do roslin przed zawigzaniem wiechy, wydaje
sie logiczne, iz to samo odniesienie powinno byc¢
zastosowane przy definiowaniu konopi widknistych.

Powyzsze nieprecyzyjne zapisy ustawy rodza pro-
blemy w przypadku opiniowania dotyczgcego mto-
dych lub bardzo mtodych roslin konopi. W przypadku
nadestania do badan roslin przed zawigzaniem wiechy
Sciste trzymanie sig¢ zapisow ustawy pozwala stwier-
dzi¢, czy nadestany materiat stanowi ziele konopi, jed-
nakze nie pozwala zaklasyfikowa¢ ich do odpowied-
niej grupy (konopie wtdkniste lub inne niz wtdkniste),
gdyz definicja konopi (wtdknistych) nie uwzglednia
takiego materiatu.

Whnioski te byly juz formutowane w przeszio-
$ci w pracach Ankusa i Sokotowskiej-Jabfonskiej,
zdaniem ktorych w przypadku stwierdzenia niskiej
zawartosci A-9-THC w miodych niedojrzatych ro$li-
nach nie mozna wypowiedzie¢ sige jednoznacznie
co do odmiany uprawianych konopi. Wyniki badan
roslin niedojrzatych jako niemiarodajne nalezy odrzu-
ci¢ z uwagi na niezgodno$¢ materialu dowodowego
z definicjg ustawowg [19].

Problemy zwigzane z opiniowaniem w przypadku
mtodych roslin konopi nie sg zwigzane jedynie z zapi-
sami polskiego prawodawstwa. Podobna sytuacja
ma miejsce réwniez w innych krajach. Zgodnie z ofi-
cjalnym protokotem Unii Europejskiej dotyczacym
oznaczania sumarycznej zawartosci A-9-THC oraz
A-9-THCA-A w postaci A-9-THC w réznych odmianach
konopi metodg chromatografii gazowej do oznaczen
powinny by¢ pobierane rosliny w fazie kwitnienia
[20-21].

W przypadku nadestania do badar mtodych roslin
wskazane bytoby ich hodowanie do czasu az osiggng
dojrzatos¢, gdyz wynik oznaczania zawartosci A-9-
THCi A-9-THCA-A moze nie pozwoli¢ na przeprowa-
dzenie ich klasyfikacji do typu wtéknistego lub innego
niz widkniste. Postepowanie takie jest jednak bardzo
czasochtonne i kosztowne. Jak pokazujg natomiast
wczesniejsze badania chemotyp konopi pozostaje
staty i niezalezny od fazy wzrostu oraz pici rosliny,
mimo ze ilosci poszczegolnych kannabinoidéw ule-
gaja zmianom. W typie narkotycznym A-9-THC,
a w typie witdknistym CBD zaczynajg dominowac bar-
dzo wczesnie, bo juz w okresie pierwszego miesigca
zycia roslin. Dzieki temu juz w tym okresie wzrostu
mozliwe jest okreslanie chemotypu konopi.

Broséus i wspotautorzy zaproponowali interesu-
jaca metode dyskryminacji na podstawie badania
zwigzkow zawartych w lisciach mtodych roslin metodag
chromatografii gazowej z detekcjg masowg z wykorzy-
staniem metody wektoréw nosnych (Support Vector
Machines — SVM) do obroébki uzyskiwanych danych
analitycznych. Autorzy przebadali 11 odmian konopi
widknistych dopuszczonych do uprawy przez Szwaj-
carskie Ministerstwo Rolnictwa (Swiss Federal Office
for Agriculture) oraz 13 odmian konopi narkotycz-
nych. Sadzonki byly hodowane przez 28 dni, po czym
obrywano z nich liscie, ktére suszono w temperatu-
rze pokojowej i homogenizowano. Trzy probki z kaz-
dej odmiany (po 100 mg kazda) byty ekstrahowane
5 ml heksanu zawierajgcymi skwalan jako wzorzec
wewnetrzny, w ilosci 35 mg skwalanu na 100 ml hek-
sanu. Nastepnie otrzymane ekstrakty poddawano
dziataniu ptuczki ultradzwiekowej przez 15 min, po
czym byty one wytrzgsane na rotatorze przez godzing
i filtrowane. Zastosowano chromatograf Agilent 7890A
ze spektrometrem masowym Agilent 5975C, kolumng
HP-5 ms diugosci 30 m, $rednicy 0,25 mm oraz fil-
mem o grubosci 0,25 um. Temperature poczatkowg
100°C zwiekszano do 260°C z szybkoscig 10°C/min,
a nastepnie utrzymywano przez 10 min. Objetosc
nastrzyku 2 ul, split 1: 20, temperatura dozownika
280°C, temperatura linii transferowej 250°C, tempe-
ratura zrodfa jonow 230°C, temperatura quadrupola
150°C. Chromatogramy rejestrowano w trybie pet-
nego skanowania w zakresie 30-450 m/z.

Wymienieni wyzej autorzy poczatkowo wybrali do
badan pietnascie réznych zwigzkéw chemicznych
wystepujgcych w lisciach siewek konopi, sposréd kto-
rych wyselekcjonowali osiem majgcych najwigkszg
moc dyskryminacyjng: gwajol, y-eudesmol, bulnesol,
a-bisabolol, THV, CBD, THC, CBN, pozwalajgcg na
rozroznienie roslin konopi wtdknistych od narkotycz-
nych. W odniesieniu do catosci badanej grupy roslin
wskaznik fatszywie pozytywnych wskazan wyniost
ponizej 2%. Ponadto w przeprowadzonych badaniach
stwierdzono, ze dyskryminacja pomiedzy typem nar-
kotycznym i wtoknistym z wykorzystaniem stosunku
ilosciowego ([THC] + [CBN])/[CBD] rekomendowa-
nego przez UNODC (The United Nations Office on
Drugs and Crime) doprowadzita do btednej klasyfika-
cji 0,6% roslin typu widknistego oraz 7,5% roslin typu
narkotycznego [20]. Wzgledne stosunki iloSciowe A-9-
THC, CBN i CBD byty takze wykorzystywane w bada-
niach dojrzatych roslin konopi przeprowadzonych
w Grecji. W badaniach tych wskaznik btednej klasyfi-
kacji w zaleznosci od wykorzystywanego indeksu obli-
czeniowego dochodzit nawet do 20% [22].

Ekstrakcja

Metody oznaczania A-9-THC, A-9-THCA-A jak row-
niez innych kannabinoidow wymagajg stosowania
ekstrakcji, ktora powinna charakteryzowac sie wyso-
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kim stopniem odzysku oraz wiasciwg selektywnoscig
i powtarzalnoscig. Przygotowanie probki jest niezwy-
kle wazne, gdyz powinno wptywa¢ na zwigkszenie
czutosci i redukcje interferencji pochodzgcych od
matrycy probki. W literaturze mozna znalez¢ dane
dotyczace réznych uktadow ekstrakcyjnych stosowa-
nych w tym procesie z wykorzystaniem takich rozpusz-
czalnikow, jak: metanol, etanol, benzen, eter naftowy
[6], cykloheksan [23], n-heksan [6, 22, 24], aceton,
toluen [4], chloroform [25-26], chlorek metylenu [26],
octan etylu [27], a takze mieszanin rozpuszczalnikow
takich jak metanol:chloroform (9:1) [6, 13, 17, 26,
28], n-heksan:octan etylu (9:1) [6], metanol:dichlo-
rometan (9:1) [9], mieszanina heksan:izopropanol
(9:1) [10] i inne.

Na uwage zastuguje fakt, iz zastosowanie niepo-
larnych rozpuszczalnikéw takich jak n-heksan czy
eter naftowy umozliwia przeprowadzenie ilosciowej
ekstrakcji jedynie neutralnych form kannabinoidéw,
podczas gdy zastosowanie innych rozpuszczalnikow
i ich mieszanin umozliwia rowniez przeprowadzenie
ilosciowej ekstrakcji kwasowych form kannabinoidow
[13].

Probki ziela konopi zawierajgce jedynie kwiaty
i liscie, ktére bedg poddawane ekstrakcji powinny
zostaC sproszkowane. Wskazane jest przeprowa-
dzenie tej czynnosci za pomocg specjalnego miynka
o duzej predkosci obrotowej, np. 100 rps, oraz prze-
sianie otrzymanego w ten sposob materiatu przez
sito o Srednicy otworow 1 mm. Przesiewanie zwiek-
sza homogeniczno$¢ prébki; mozne je pomingg, jesli
laboratorium wykaze, ze homogeniczno$¢ probek
przygotowanych w inny sposéb miesci si¢ w zakresie
dopuszczalnej toleranciji [13].

Stosowane metody przygotowania prébki wyko-
rzystujg wytrzgsanie, wytrzgsanie z wykorzystaniem
ptuczki ultradzwiekowej oraz ekstrakcje w aparacie
Soksleta [23].

W celu przeprowadzenia badan iloSciowych stosuje
sie czesto metode wzorca wewnetrznego. Niektére
zwigzki wykorzystywane w tym celu to 5a-cholestan
[6], dokozan [6, 27], tetrakozan [6, 22], oktakozan
[25], nonadekan [29], mCPP [8], A-8-THC [10], pra-
zepam [17].

Istotny wptyw na doktadno$¢ oznaczen ma efek-
tywnos¢ ekstrakcji. Czynnik ten jest szczegoinie
istotny w przypadku probek ziela o zblizonej do usta-
wowej sumarycznej zawartosci A-9-THC i THCA-A.
Badania dotyczgce wplywu efektywnosci ekstrakciji
na wynik oznaczen zawartosci A-9-THC przeprowa-
dzili Ankus i Sokotowska-Jabtoriska [4]. Oznaczenia
przeprowadzone byly metodg chromatografii cieczo-
wej na aparacie firmy Waters z detektorem UV typu
486, pompa typu 515 HPLC, autosamplerem typu 717
plus oraz komputerem wykorzystujgcym oprogramo-
wanie Millenium. W badaniach zastosowano elucje
izokratyczna, kolumne MN Nucleosil 100-5 C18 5 um,
4,6 x 250 mm; faze ruchomg stanowigcg ukiad ace-

tonitryl:woda:stezony H3PO4 (70:30:0,01), temperatura
kolumny wynosita 30°C, przeptyw eluenta 1,5 ml/min,
dtugosc fali detekcji: 230 nm, objetos$¢ nastrzyku 10 pl.
Probki przygotowywano w nastepujgcy sposéb: 100
mg probki ziela ekstrahowano 6 ml mieszaniny meta-
nol:chloroform (9:1) przez 30 min z uzyciem wytrzg-
sarki lub przez 15 min z uzyciem ptuczki ultradzwigko-
wej. W badaniach stwierdzono, ze obie metody mogg
by¢ uzywane zamiennie. W celu sprawdzenia efektyw-
nosci ekstrakcji w zadanych warunkach, po pobraniu
do oznaczania probki cieczy po | ekstrakcji pozostaty
ekstrakt usunieto, dodano kolejng takg samg porcje
mieszaniny ekstrakcyjnej, a nastgpnie powtorzono
catg procedure ekstrakcji. W ten sposob przygoto-
wano 3 kolejne ekstrakty pochodzgce z tej samej
prébki. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwier-
dzono, ze dla zastosowanego uktadu ekstrakcyjnego
pojedyncza ekstrakcja jest niewystarczajgca do catko-
witego oznaczenia A-9-THC w probce ziela. Po pierw-
szej ekstrakcji w zielu pozostato ok. 8% do 12% pier-
wotnej zawartos¢ A-9-THC. llos¢ ta jest istotna przy
badaniach ziela o niskiej zawartosci A-9-THC zblizonej
do ustawowej wartosci granicznej. Nieuwzglednienie
zawartosci A-9-THC pozostatej w zielu po pierwszej
ekstrakcji moze obnizy¢ rzeczywistg zawartos¢ A-9-
THC ponizej ustawowej wartosci progowej [4]. Jest
bardzo prawdopodobne, ze sytuacja podobna do
tej jaka ma miejsce z przypadku A-9-THC wystepuje
w przypadku ekstrakcji A-9-THCA-A.

Ankus i Sokotowska-Jabtonska zbadali réwniez,
jak wptywa przechowywanie ekstraktow na statos¢
stezen A-9-THC. W tym celu ze $wiezo wykonanego
ekstraktu pobierano prébke, w ktérej natychmiast
oznaczono zawartos¢ A-9-THC, a pozostaly ekstrakt
pozostawiano szczelnie zamknigty w zaciemnionym
miejscu w temperaturze pokojowej na 12 dni. Po tym
okresie ekstrakt ponownie badano na zawarto$¢ A-9-
THC. Procedure te powtarzano codziennie do 16. dnia
od wykonania ekstraktu. Na podstawie otrzymanych
danych stwierdzono, ze zawarto$¢ A-9-THC w ekstrak-
cie z czasem zwieksza sie, a zawartos¢ kwasow kan-
nabinolowych maleje. Mozna wnioskowac, ze pewna
czes$¢ kwasow przechodzi w A-9-THC. Zmiany te nie
sg liniowe, jednak tendencja ma charakter staty [4].

Wilgotnosé préobek

Zgodnie z zapisami ustawy o przeciwdziataniu nar-
komanii z 29 lipca 2005 roku (Dz.U. Nr 179, poz. 1485)
wynik ilosciowego oznaczania sumarycznej zawarto-
$ci A-9-tetrahydrokannabinolu (A-9-THC) oraz kwasu
A-9- tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A) w zielu
konopi powinien odnosi¢ sie do suchej masy ziela.
Z uwagi na mozliwosc¢ zabezpieczenia do badan Swie-
zego bagdz znacznie zawilgoconego surowca roslin-
nego, wazne jest zwrécenie uwagi na pierwszy etap
przygotowania probek, tj. sposob i czas ich susze-
nia. Istotna jest odpowiedz na pytanie: czy i w jakich
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przypadkach nalezy uwzgledni¢ poprawke dotyczgca
zawartosci wody przy oznaczeniach ilosciowych
powietrznie suchych nawazek probek konopi przygo-
towywanych w rutynowy sposob [30].

Termin ,sucha masa materiatu roslinnego”, jakim
sg konopie, nie jest wyjasniony w ustawie. Ponie-
waz konopie siewne sg uprawiane i majg znaczenie
gospodarcze jako roslina wtdknista, oleista i rolnicza,
to mozna w tym przypadku odnies¢ sie do definicji
tego terminu w odpowiednich normach. Obowigzu-
jacymi normami w zakresie analiz chemiczno-rolni-
czych probek materiatu roslinnego z upraw polowych
i doswiadczen produkcyjnych, ktore okreslajg pobie-
ranie i oznaczanie suchej masy, sg polskie normy:
PN-88/R04012 ,Analiza chemiczno-rolnicza roslin
— pobieranie probek” oraz PN-88/R04013 ,Analiza
chemiczno-rolnicza roslin — oznaczanie powietrznie
suchej i suchej masy”. Norma PN-88/R04013 definiuje
termin ,sucha masa” jako ,materiat roslinny doprowa-
dzony do stanu powietrznie suchego, rozdrobniony,
przesiany przez sito o boku oczka kwadratowego 1
mm, odpowiednio wymieszany, a nastepnie wysu-
szony w suszarce elektrycznej w temperaturze 105 =
2°C, przez co najmniej 3 h, do uzyskania statej masy”.
W podrecznikach do botaniki stwierdza sie¢ ogolnie,
ze suchg mase roslinng otrzymuje sie po pozbawieniu
tkanek wody zdolnej do wyparowania w temperaturze
105°C. Innymi sfowy sucha masa jest réznicg pomig-
dzy masg odwazki probki, a masg zawartej wody w tej
odwazce. Prébke powietrznie suchg definiuje norma
PN-88/R04012. Jest to ,prébka materiatu roslinnego,
wysuszona do stanu powietrznie suchego w sposob
naturalny lub sztuczny w temperaturze nie przekracza-
jacej 80°C”. Taka prébka zawiera jeszcze pewng ilos¢
wody [30].

Materiaf roslinny dostarczony do badan moze mie¢
rézny stopien wilgotnosci; moga to by¢ nawet swieze
rosliny. W praktyce bada sig rosliny powietrznie suche,
ktére w warunkach pokojowych zostaly wysuszone
do suchej masy. Tak wysuszone rosliny rozdrabnia
sie, a nastepnie wykonuje poszczegoOlne operacje
okreslone w procedurach do wybranej metody ana-
litycznej: wysoko sprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC) lub chromatografii gazowej (GC) [30].

Standardowo dostarczony materiat roslinny wysu-
szony przy zapewnieniu cyrkulacji powietrza w tem-
peraturze pokojowej przez 2-3 dni do statej masy
zawiera ciggle pewng ilos¢ wody i w niektorych przy-
padkach moze to mie¢ wptyw na kohcowy wynik.
Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku hodowli roslin
konopi odmian typowo narkotycznych sumaryczna
zawartos¢ delta-9-tetrahydrokannabinolu (A-9-THC)
oraz kwasu A-9-tetrahy-drokannabinolowego (A-9-
THCA-A) znacznie przekracza ustawowy prog i waha
sie od kilku do nawet kilkunastu procent. Natomiast
przy badaniu konopi z upraw krajowych, ktére majg
na ogot gorszg jakos¢ i mniejszg zawartos¢ kannabi-
noidow niz rosliny rosngce w bardziej sprzyjajgcych

klimatycznie regionach Swiata, moze si¢ zdarzy¢, ze
napotkamy rosliny o zawartosci zblizonej do wartosci
granicznej okreslonej w obowigzujgcej ustawie o prze-
ciwdziataniu narkomanii. Dlatego w badaniach iloscio-
wych nalezy zwrdéci¢ uwage na prawidtowe okreslenie
suchej masy zabezpieczonych konopi.

Nieuwzglednienie pewnej ilosci wody w wysuszo-
nych powietrznie probkach moze prowadzi¢, w skraj-
nych przypadkach, do nieuzasadnionego zanizania
sumarycznej zawartosci delta-9-tetrahydrokannabi-
nolu (A-9-THC) oraz kwasu A-9-tetrahydrokannabinolo-
wego (A-9-THCA-A) ponizej ustawowej granicy 0,20%
wagowego. Przy wilgotnosci materiatu roslinnego 5%
niekorygowanie tego faktu powoduje, ze wynik ozna-
czenia dla wartodci bliskiej ustawowej granicy jest
zanizany o ok. 0,01%. W konsekwencji dla prébek
0 rzeczywistej zawartosci 0,21% wagowego w sto-
sunku do suchej masy ziela konopi oraz wilgotnosci
prébek powyzej 5%, nie uwzgledniajgc odpowiedniej
poprawki, uzyskamy wynik ponizej progu 0,20%. Pro-
wadzi¢ to moze do zaklasyfikowania konopi niewtok-
nistych jako wtéknistych.

Zawartos¢ wody w Swiezych roslinach konopi
suszonych przez kilka dni w temperaturze pokojowej
lub suszonych w temperaturze 70°C do momentu
az liscie stang sie kruche wynosi przecietnie 8-13%
wagowych [13]. Suszenie przez dobe w temperaturze
35°C zapewnia uzyskanie probki, ktorej sucha masa
jest zblizona do 95% [30].

Na podstawie prostego zwigzku pomiedzy suma-
ryczng zawartoscig A-9-THC i 9-THCA-A (z) oznaczong
w probce o procentowej wilgotnosci (w) a sumaryczng
zawartoscig A-9-THC i 9-THCA-A w odniesieniu do
suchej masy (x)

,_(100-w)
100

mozliwe jest sporzgdzenie diagramu obrazujgcego
wplyw zawartosci wody na wyniki oznaczen suma-
rycznej zawartosci A-9-THC i 9-THCA-A w probkach,
w ktorych rzeczywista sumaryczna zawarto$¢ A-9-THC
i 9-THCA-A wynosi odpowiednio 0,20, 0,21, 0,22, 0,23,
0,24, 0,25%.

W przypadku probki suszonej przez dobe w tempe-
raturze 35°C, ktorej sucha masa stanowi 95% probki,
gdy otrzymany wynik ma wartos¢ ponizej 0,19%,
rzeczywista sumaryczna zawarto$¢ A-9-THC i A-9-
THCA-A nie przekracza wartosci ustawowej, a zabez-
pieczony materiat roslinny to konopie wiokniste
wedtug ustawy o przeciwdziataniu narkomanii. Nato-
miast przy wynikach rownych lub wyzszych od 0,20%
nie ma watpliwosci, ze rzeczywista sumaryczna zawar-
tos¢ A-9-THC i A-9-THCA-A jest powyzej ustawowej
granicy i nie sg to konopie wtokniste [30].

W przypadku gdy nadestane do badan rosliny sg
suszone przez co najmniej kilka dni w temperaturze
pokojowej bez wykorzystywania dodatkowych urzg-
dzen oraz gdy przyjmie sie pewien bufor bezpieczen-
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Ryc. 3. Wptyw zawartos$ci wody na wyniki oznaczen sumarycznej zawartosci A-9-THC i 9-THCA-A w probkach, w ktorych rze-
czywista sumaryczna zawarto$¢ A-9-THC i 9-THCA-A wynosi odpowiednio 0,20; 0,21; 0,22; 0,23; 0,24; 0,25% [30].

stwa okreslajgcy, ze maksymalna zawartos¢ wody
w prébkach roslin poddawanych badaniom wynosi
15%, analogiczna wartoS¢ graniczna, ponizej ktorej
mozliwe jest stwierdzenie, ze nadestany do badan
materiat stanowig konopie witdkniste wynosi 0,17%.
Wartos¢ bezpieczna, powyzej ktdrej mozliwe jest
stwierdzenie, ze nadestany do badan materiat stanowi
konopie inne niz widkniste wynosi w tym przypadku
0,24%.

Derywatyzacja

Wprowadzenie ekstraktu konopi do dozownika
chromatografu gazowego skutkuje dekarboksylacjg
zachodzacg w porcie nastrzykowym i w konsekwen-
cji jedynie zdekarboksylowane, tj. neutralne formy
kannabinoiddw mogg by¢ bezposrednio oznaczane
metodg chromatografii gazowej. W celu oznaczenia
form kwasowych takich jak A-9-THCA-A konieczne jest
przeprowadzenie derywatyzacji. Jednakze z uwagi
na to, ze czesto celem analiz jest oznaczenie jedynie
form neutralnych, istnieje duza liczba doniesien lite-
raturowych dotyczgcych oznaczen z wykorzystaniem
metod bez przeprowadzania derywatyzacji. Nalezy
przy tym rowniez zaznaczy¢, ze bardzo trudno jest
osiggng¢ catkowity stopien derywatyzacji wymagany
do przeprowadzania badan ilosciowych [6].

Najbardziej powszechne procedury derywatyzacji
wykorzystujg trimetylosililacje z wykorzystaniem roz-
nego rodzaju odczynnikéw wprowadzajgcych grupe

trimetylosililowg takich jak: trimetylosilany, trimetylosi-
liloaminy, TMS-estry i TMS-amidy takie jak: N,O-bis(tri-
metylosililo)acetamid (BSA); N,O-bis(trimetylosililo)
trifluoroacetamid (BSTFA); N-metyl-N-(trimetylosililo)
trifluoroacetamid (MSTFA) i N-metylo-N (tertbutylodi-
metylosilylo)- trifluoroacetamid (MTBSTFA). Wykorzy-
stywane sg rowniez trimetylochlorosilosan (TMCS),
trimetylosililoimidazol ~ (TMSI),  trimetylojodosilan
(TMIS) lub octan potasu. Najczestszymi mieszaninami
odczynnikow derywatyzujgcych sg mieszaniny BSTFA
z 1% TMCS lub BSA w $rodowisku acetonitrylu. Inne
metody derywatyzacji obejmujg alkilacje z takimi
reagentami jak np. wodorotlenek tetrabutyloamo-
niowy [4, 6]. Derywatyzacja zwigzkow chemicznych
o duzej polarnosci zmniejsza ich polarnosc¢, zwieksza
lotnosc i stabilno$¢ termiczng. Dobierajgc odpowiedni
odczynnik sililujgcy, nalezy bra¢ pod uwage tatwosc
przeprowadzenia reakcji derywatyzacji, tworzace sie
produkty uboczne i ceng odczynnikow [24].

Trwatos$é roztworéw wzorcowych

Przy prowadzeniu oznaczen ilosciowych w prob-
kach ziela konopi nalezy bra¢ pod uwage trwatosc
roztworow wzorcowych wykorzystywanych do spo-
rzgdzania odpowiednich krzywych Kkalibracyjnych.
Badania dotyczgce trwafosci roztworéw wzorcowych
A-9-THC i A-9-THCA-A prowadzili Zoller i wspotauto-
rzy [9]. Stwierdzono w nich, ze podstawowy roztwor
wzorcowy A-9-THC w metanolu przechowywany
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w temperaturze —20°C jest stabilny przez rok. Rozcien-
czony metanolowy roztwor A-9-THC wykorzystywany
do kalibracji, przechowywany w temperaturze +5°C
jest stabilny co najmniej miesiagc, a przechowywany
w temperaturze pokojowej w ciemnosci (np. wewnatrz
komory autosamplera) jest stabilny co najmniej przez
5 dni. Delta-9-tetrahydrokannabinol (A-9-THC) jest
niestabilny w srodowisku silnie kwasnym. W meta-
nolowym roztworze A-9-THC o stezeniu 4,6 pg/ml
zmieszanym w stosunku objetosciowym 1:1z 1,4 M
wodnym roztworem kwasu solnego i utrzymywanym
w temperaturze pokojowej (23°C), juz po 5 godzinach
stwierdzono rozkiad 25% A-9-THC. Natomiast bardziej
stabilny jest A-9-THC w roztworze zasadowym. Po
22 godzinach nie zaobserwowano rozktadu A-9-THC
w roztworze zawierajgcym A-9-THC o stezeniu 3,1
pg/ml w $rodowisku 0,62 M metanolowego roztworu
wodorotlenku potasu utrzymywanym w temperaturze
45°C. W metanolowym roztworze A-9-THC o stezeniu
2,6 pg/ml zmieszanym w stosunku objeto$ciowym 1:1
z 1,24 M wodnym roztworem wodorotlenku sodowego
i utrzymywanym w temperaturze 45°C, po 21 godzi-
nach stwierdzono rozkfad 9% A-9-THC.

W poroéwnaniu z roztworem wzorcowym delta-
-9-tetrahydrokannabinolu (A-9-THC) roztwér wzor-
cowy kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego
(A-9-THCA-A) charakteryzuje sie mniejszg trwatoscig.
Metanolowy roztwor podstawowy tego zwigzku prze-
chowywany w temperaturze —20°C jest stabilny przez
co najmniej 3 miesigce. Okres trwatosci rozcienczo-
nego roztworu A-9-THCA-A przechowywanego w tem-
peraturze +5°C wynosi dwa tygodnie, natomiast ten
sam roztwoér przechowywany w temperaturze poko-
jowej jest trwaty przez okoto 4 dni — rozktad 5% A-9-
THCA-A nastepowal w okresie 12 dni. W metano-
lowym roztworze A-9-THCA-A o stezeniu 1,0 pg/ml
zmieszanym w stosunku objetosciowym 1:1z 1,4 M
wodnym roztworem kwasu solnego i utrzymywanym
w temperaturze pokojowej (23°C) po 4 godzinach
stwierdzono rozktad 36% A-9-THCA-A. W Srodowisku
zasadowym THCA-A (0,6 pg/ml) byt bardziej stabilny
niz w Srodowisku kwasnym, ale mniej stabilny niz
w srodowisku obojetnym. W roztworze zawierajgcym
A-9-THCA-A w srodowisku 0,62 M metanolowego
roztworu wodorotlenku potasu w temperaturze 45°C
zaobserwowano rozktad A-9-THCA-A na poziomie
34% po okresie 24 godzin. W roztworze zawieraja-
cym A-9-THCA-A w metanolu zmieszanym w stosunku
objetosciowym 1:1 z 1,24 M wodnym roztworem
wodorotlenku potasu w temperaturze 45°C zaobser-
wowano rozkiad A-9-THCA-A na poziomie 34% po
okresie 17 godzin [9].

Biorgc pod uwage postac, w jakiej wystepujg mate-
riaty odniesienia, optymalna sytuacja ma miejsce, gdy
substancje wzorcowg stanowi tatwo dostepna, tania,
czysta, substancja krystaliczna o duzej trwafosci. Nie-
stety w wiekszosci przypadkow wzorce A-9-THC i A-9-
THCA-A wystepujg w postaci roztworéw w metanolu

lub etanolu [25]. Natomiast wzorzec A-9-THCA-A jest
bardziej stabilny w roztworze etanolowym niz w postaci
krystalicznej [31].

W Niemczech laboratoria przeprowadzajgce ozna-
czenia zawartosci A-9-THC w probkach ziela konopi
juz od wielu lat zamiast A-9-THC do kalibracji wyko-
rzystujg kannabinol (CBN). CBN jest dostepny jako
substancja krystaliczna o duzej trwatosci oraz wyso-
kiej czystosci, ktdérg mozna fatwo zweryfikowac
z wykorzystaniem miedzy innymi badan temperatury
topnienia. W zorganizowanej w 1997 roku serii badan
biegtosci, w ktérych udziat wzigto ponad 30 euro-
pejskich laboratoriéw kryminalistycznych, najgorsze
wyniki otrzymano wtasnie w przypadku oznaczen
A-9-THC. Wyniki te charakteryzowaly sie wzglednym
odchyleniem standardowym na poziomie 29%, pod-
czas gdy w przypadku oznaczen kokainy i amfetaminy
odpowiednie wzgledne odchylenia standardowe byty
na poziomie 5 i 8%. Otrzymany w badaniach wysoki
poziom btedu moze by¢ w pewnym stopniu zwigzany
réwniez z problemami zwigzanymi z ewentualnym roz-
ktadem A-9-THC. Wykorzystanie CBN i/lub CBD jako
roztworu wzorcowego w oznaczeniach A-9-THC jest
mozliwe w przypadku oznaczen przeprowadzanych
metodg chromatografii gazowej z detektorem pfo-
mieniowo jonizacyjnym (GC-FID). Warto pokresli¢, ze
rozwigzanie takie jest zalecane przez Biuro Narodéw
Zjednoczonych ds. Narkotykow i Przestepczosci (Uni-
ted Nations Office on Drugs and Crime — UNODC) [13,
25].

Dekarboksylacja kwasu delta-9-
tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A)

Oznaczanie kwasnych form kannabinoidow, do
ktorych nalezy kwas A-9-tetrahydrokannabinolowy
(A-9-THCA-A), wymaga specjalnej uwagi ze wzgledu
na zachodzgcy w podwyzszonej temperaturze proces
ich dekarboksylacji do odpowiednich form neutral-
nych. Nalezy réwniez bra¢ pod uwage, ze ogrzewa-
nie probki w wysokiej temperaturze na przykifad 200°C
przez 30 minut powoduje ubytek neutralnych form
kannabinoidow poprzez ich odparowanie, nawet jesli
probki ogrzewane sg w szczelnie zamknigtych naczy-
niach w atmosferze azotu. W roku 1990 Veress i wspoi-
autorzy badali proces dekarboksylacji kwaséw kan-
nabinoidowych zachodzgcy w otwartych naczyniach
laboratoryjnych z zastosowaniem roznych rozpusz-
czalnikow chemicznych takich jak: n-heksan, glikol
etylenowy, glikol dietylenowy, n-oktanol, ftalan diok-
tylu, dimetylosulfotlenek. Praca ta dotyczyfa okresle-
nia wptywu zastosowanej temperatury i czasu ogrze-
wania prébek oraz rodzaju powierzchni naczynia, na
ktérej zachodzi proces dekarboksylacji na jej wydaj-
nos¢. W badaniach uwzgledniono takie powierzchnie,
jak powierzchnia szklana czy tez powierzchnie roz-
nego rodzaju sorbentow. Z przeprowadzonych analiz
wyciggnieta zostata nastepujgca konkluzja: optymalne
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warunki dekarboksylacji kwaséw kannabinoidowych,
w obecnosci lub nieobecnosci organicznych roz-
puszczalnikow, zawsze wymagajg temperatury, przy
ktérej neutralne formy kannabinoidow odparowujg.
Konsekwencjg tego stanu rzeczy jest brak mozliwosci
doprowadzenia konwersji kwaséw kannabinoidowych
do odpowiadajgcych im ilosci neutralnych kannabino-
idéw poprzez proste ogrzewanie probki w otwartym
reaktorze. Ponadto stwierdzono, ze najlepsze warunki
dla dekarboksylacji polegajg na ogrzewaniu probki
w zamknietym reaktorze w temperaturze 200°C przez
2 min [6].

Badania kontroli jakosci oznaczen sumarycznej
zawartosci A-9-THC i A-9-THCA-A zorganizowane
przez Europejskg Sie¢ Nauk Sadowych (ENFSI)
oraz Szwajcarskie Towarzystwo Medycyny Sgdowej
(SGRM/SSML) wykazaly, ze zapewnienie uzyskiwa-
nia zadowalajgcych wynikéw oznaczen przez rozne
laboratoria kryminalistyczne badajace prébki konopi
w dalszym ciggu wymaga duzego nakfadu pracy.
Szereg probleméw zwigzanych z przeprowadzaniem
tych oznaczeh byt zwigzany z brakiem odpowied-
niego wzorca A-9-THCA-A, ktory dopiero od kilku lat
jest dostepny na rynku. W zwigzku z tym laboratoria
wykorzystujgce do oznaczen metode wysoko spraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) przed przepro-
wadzeniem odpowiednich analiz zmuszone byty do
przeprowadzenia konwersji A-9-THCA-A do A-9-THC
przez wczesniejsze ogrzewanie probek w kontrolowa-
nych warunkach [27].

Przeprowadzenie bardziej szczegétowych badan
dotyczacych procesu konwersji A-9-THCA-A do A-9-
THC stafo sie mozliwe dopiero po opracowaniu przez
Dussy’ego i wspotautorow metody wyodrebniania
A-9-THCA-A z ziela konopi pozwalajgcej na otrzyma-
nie miligramowych ilosci tego zwigzku. Czysto$¢ uzy-
skanego A-9-THCA-A, ktora zostata zbadana metodg
H1-NMR, wynosita okoto 96%. Giowne zanieczysz-
czenie stanowit kwas kannabinolowy (CBNA) bedacy
utleniong formg A-9-THCA-A. Przeprowadzone przez
ww. autorow badania dotyczyly nie tylko zachodza-
cego w roznych warunkach analitycznych procesu
dekarboksylacji A-9-THCA-A do A-9-THC, ale obejmo-
waly réwniez dekarboksylacje zachodzgcg podczas
symulowanego procesu palenia ziela konopi. Dyspo-
nowanie odpowiednig iloscig A-9-THCA-A pozwolifo
na okreslenie parametrow wptywajgcych na proces
dekarboksylacji w linerze detektora chromatografu
gazowego (GC) i poréwnanie ich z dekarboksylacjg
zachodzacg w szklanym naczyniu. W obu przypad-
kach stopienn dekarboksylacji okreslano na podsta-
wie badan przeprowadzanych metodami wysoko
sprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
fotodiodowym (HPLC-DAD) i chromatografii gazowej
z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID). Po
zoptymalizowaniu procedur analitycznych zawarto$¢
A-9-THC i A-9-THCA-A badano w suchym, $wiezym
materiale w postaci roslin i kwiatostanéw konopi oraz

haszyszu. Liscie i kwiaty byly mieszane razem, homo-
genizowane i poddawane analizom. Grube tfodygi
odrzucano. Badaniom zostaly takze poddane papie-
rosy z dodatkiem A-9-THC i A-9-THCA. Badania papie-
rosow miaty na celu okreslenie ilosci A-9-THC pozo-
stajgcego po przeprowadzeniu procesu palenia [27].

Analizy metoda chromatografii gazowej przepro-
wadzano w wykorzystaniem chromatografu Carlo
Erba GC8000Top z detektorem pfomieniowo-joni-
zacyjnym (FID) wyposazonym w autosampler CTC
Combi PAL. Zastosowano kolumne kapilarng DB-5MS
firmy J&W Scientific dlugosci 15 m, $rednicy 0,25 mm
i grubosci filmu 0,25 um. Szybkosci przeptywu helu,
wodoru i powietrza wynosity odpowiednio: 0,76 ml/
min, 40 ml/min, 300 ml/min. W celu zwigkszenia czu-
tosci dodatkowo stosowano azot o szybkosci prze-
plywu 30 ml/min jako tzw. make-up gaz. Stosunek
podziatu strumienia split wynosit 50:1. Zastosowano
nastepujgcy program temperaturowy: temperatura
poczatkowa 120°C utrzymywana przez 2 min, nastep-
nie narost temperatury z szybkoscig 20°C/min do tem-
peratury 300°C utrzymywanej przez 3 min [27].

Analizy metodg wysoko sprawnej chromatografii
cieczowej przeprowadzano z wykorzystaniem chroma-
tografu firmy Thermo Finnigan z pompg umozliwiajgcg
mieszanie czterech sktadnikow fazy ruchomej (P4000),
detektorem fotodiodowym UV6000LP i autosample-
rem AS3000. Zastosowano kolumng Allure C-18 firmy
Restek o dtugosci 150 mm, $rednicy 3,2 mm i grubosci
ziarna 5 pm. Detektor pracowat przy diugosci fali A =
228 nm. Zastosowano elucje gradientowg ze zmienia-
jacym sie liniowo gradientem: (A) bufor w postaci 0,05
mM kwasu octowego (pH 4,75), (B) acetonitryl, (C)
metanol. Skfad poczagtkowy fazy ruchomej: (A) 13%,
(B) 22% (C) 65% utrzymywany byt przez 2 min, po
czym zwiekszano ilo$¢ sktadnika (B) do 35%, zmniej-
szajgc jednoczesnie udziat sktadnika (A) [27].

W celu sprawdzenia wydajnosci procesu dekarbok-
sylacji roztwor zawierajacy 500 ug A-9-THCA-A umiesz-
Czano W naczyniu gazowym, rozpuszczalnik odpa-
rowywano delikatnym strumieniem azotu, naczynie
zamykano i umieszczano w piecu chromatografu
gazowego ogrzewanego w ustalonej temperaturze
przez 15 min. Nastepnie otrzymane produkty reakc;ji
byty rozpuszczane w 500 pl metanolu i analizowane
metodg HPLC. Na zamieszczonym w pracy [27]
rysunku zbiorczym zawierajgcym chromatogramy
produktéw dekarboksylacji uzyskiwanych dla tempe-
ratur 120, 140, 160, 180°C, poczawszy od tempera-
tury 140°C, na poszczegodlnych chromatogramach
pojawiajg sie¢ dwa dodatkowe piki pochodzgce do
kannabinolu i dihydrokannabinolu. Obecno$¢ tych
pikow wskazuje wyraznie, ze proces dekarboksylacji
nie zachodzi w sposob ilosciowy.

Po przeprowadzeniu badan wstepnych z wyko-
rzystaniem naczynia ogrzewanego w piecu chroma-
tografu Dussy i wspofaut. przeprowadzili badania
z wykorzystaniem probek konopi. Przygotowanie
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probek do badan polegato na pobraniu 50 do 100
mg produktdw konopi (wysuszone swieze rosliny,
kwiatostany lub haszysz), ktore byly ekstrahowane
za pomocg 2 ml octanu etylu zawierajgcego 1 mg/
ml dokozanu (C,H,) jako wzorzec wewnetrzny.
Otrzymane ekstrakty poddawano dziataniu ptuczki
ultradzwigkowej przez okres 15 min. Nastepnie 10
ul ekstraktu rozcienczano z dodatkiem 390 ul octanu
etylu i poddawano analizie metodg GC. W przypadku
badan metodg HPLC do 10 ul ekstraktu dodawano
990 pl metanolu i badano z wykorzystaniem metody
wzorca zewngtrznego.

W kolejnym etapie przeprowadzona zostata opty-
malizacja oznaczen sumarycznej zawartosci A-9-THC
i A-9-THCA-A w postaci A-9-THC metodg chromato-
grafii gazowej z uwzglednienie rodzaju uzytego linera
w dozowniku oraz temperatury dozownika. Spraw-
dzone zostaty trzy typy linera:

e liner prosty;

e liner prosty zawierajgcy zbitek silanizowanej waty
szklanej;

e liner typu cup-splitter.

Biorgc pod uwage powtarzalnos¢ i stopien kon-
wersji, najkorzystniejsze efekty uzyskano dla linera
z silanizowang watg szklang. Liner prosty wykazywat
sie brakiem powtarzalnosci, podczas gdy liner typu
cup-splitter miat nieznacznie nizszy stopiet konwersiji.
llos$¢ waty miata jedynie zaniedbywany wptyw na sto-
pien konwersiji. Istotne natomiast byfo, aby byta ona
scisnieta, a nie luzno wtozona. Maksymalny stopien
konwersji wynoszacy 67% byt osiggany w temperatu-
rze 220°C, dla ktorej uzyskiwano niemierzalng iloscig
kannabinolu powstajgcego na skutek dalszego utle-
niania A-9-THC. Warto$¢ ta odpowiada wynikom uzy-
skiwanym przez Lehmana i Brenneisena.

W kolejnym etapie badan przedstawionych w pracy
[27] badano wptyw temperatury konwersji A-9-
THCA-A dokonywanej bezposrednio przed analizg
wykonywang metodg wysoko sprawnej chromatogra-
fii cieczowej (HPLC) na wyniki oznaczen. Autorzy nie
podajg jednak, w jaki sposob przeprowadzano ogrze-
wanie, a zwtaszcza, czy byto ono przeprowadzane
w naczyniach zamknietych, czy otwartych. Jak wynika
z analizy otrzymanych wynikow, krzywa konwersji ma
maksimum, ktére przypada na temperature 150°C, dla
ktorej stopiern konwersji wynosi ok. 70%. W wyzszej
temperaturze A-9-THC jest utleniany do kannabinolu.
Co ciekawe, suma A-9-THC, A-9-THCA-A i kannabinolu
nie osigga 100%, co wskazuje na mozliwos¢ tworzenia
sie form polimerycznych. Niezwykle istotny jest to, ze
przypadku zmiany czasu ekspozycji na dziatanie tem-
peratury nalezy ponownie przeprowadzi¢ badania, tak
aby znalez¢ maksimum konwersji dla nowego czasu
ekspozyciji. Uzyskany maksymalny stopien konwersiji
odpowiada wynikom, jakie uzyskane zostaty metodg
chromatografii gazowej (GC) przy wyborze optymal-
nego rodzaju linera i zastosowaniu optymalnej tempe-
ratury dozownika.

Dla zoptymalizowanych warunkéw analizy Dussy
i wspotautorzy badali rosliny pochodzgce z upraw
zamknietych, kwiatostany oraz haszysz. Po przepro-
wadzeniu ekstrakcji za pomocg octanu etylu probki
analizowane byly metodg GC i HPLC bez przepro-
wadzania wczesniejszej dekarboksylacji. Zgodnie
z oczekiwaniami, w wypadku wszystkich probek
suma zawartosci A-9-THC i A-9-THCA-A zmierzona
metodg HPLC byta wyzsza niz sumaryczna zawarto$¢
A-9-THC i A-9-THCA-A w postaci A-9-THC otrzymana
z wykorzystaniem metody GC. Oczekiwana zawartos¢
A-9-THC, ktéra powinna zosta¢ otrzymana metodg
GC w przypadku catkowitego stopnia dekarboksy-
lacji, byfa obliczana na podstawie wynikow metody
HPLC z zatozeniem, ze stopien konwersji wynosi 70%
— analizy byty przeprowadzane w zoptymalizowanych
warunkach, dla ktérych stopien ten zostat wyznaczony
z wykorzystaniem wzorca A-9-THCA-A. Korelacja
pomiedzy obliczong i zmierzong zawartoscig A-9-THC
byta bardzo dobra w przypadku roslin konopi, gorsza
w przypadku kwiatostanow i niezadowalajgca w przy-
padku haszyszu. Wydaje sie, ze w przypadku wyz-
szych zawartosci A-9-THCA-A reakcja dekarboksylaciji
jest preferowana w poréwnaniu z innymi reakcjami
i w ten sposob mierzone sg wyzsze niz przewidywane
zawartosci A-9-THC. W zastosowanych przez auto-
row warunkach maksymalny stopien konwersji A-9-
THCA-A do A-9-THC wyniost 70%. Laboratoria wyko-
rzystujgce metode HPLC do oznaczania w prébce
catkowitej zawartosci A-9-THC traktowanej jako suma
oznaczanych osobno zawarto$ci A-9-THCA-A i A-9-
THC najczesciej otrzymujg wyzsze wyniki niz w przy-
padku, gdy przeprowadzany jest wczesniejszy proces
dekarboksylacji, tak jak ma to miejsce w przypadku
metody GC. Rekomendowane jest, aby laboratoria
oznaczajgce sumaryczng zawartos¢ A-9-THC i A-9-
THCA-A wyznaczyly osiggany w zastosowanych przez
nie warunkach stopien konwersji. Kazda catkowita
zawarto$¢ A-9-THC oznaczana po przeprowadzeniu
procesu dekarboksylacji jest raczej minimalng zawar-
toscig niz wartoscig doktadng [27].

W $8lad za badaniami przeprowadzonymi przez
Dussy’ego i wspotautorow poszli Stanaszek i Zuba
[8], ktérzy opracowali i przeprowadzili walidacje oraz
porownali ze sobg wyniki oznaczania sumarycznej
zawartosci A-9-THC i A-9-THCA-A w prébkach ziela
konopi otrzymane metodg wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC) oraz chromatografii gazowej
z detekcjg masowg (GC-MS).

Sposob przygotowania probek do badan, ktory
zastosowali Stanaszek i Zuba, polegat na pobraniu
0,5 g wysuszonych probek ziela i przeprowadze-
niu ekstrakcji 5 ml metanolu przez okres 16 godzin.
W przypadku metody HPLC zastosowano kolumne
RP-18e Chromolith o dtugosci 100 mm i $rednicy
ziarna 5 um, ktorg termostatowano w temperatu-
rze 40°C. Analizy prowadzono metodg elucji izokra-
tycznej. Faze ruchomg stanowita mieszanina wody
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z dodatkiem 100 ul kwasu fosforowego na litr (pH =
3) oraz acetonitryl (70:30). Otrzymany ekstrakt byt
odwirowywany, rozcienczany 20-krotnie i analizowany
metodg HPLC z detektorem fotodiodowym na apara-
cie HPLC Elite LaChrom L-2000 System (VWR Merc-
k-Hitachi). Przeptyw fazy ruchomej wynosit 1 ml/min.
Objetos¢ nastrzyku wynosita 20 ul. Analiza ilosciowa
byta przeprowadzana przy » =210 nm dla A-9-THC i
= 220 nm dla A-9-THCA-A. Krzywe kalibracyjne dla
A-9-THC i A-9-THCA-A byly sporzadzane w zakresie
0,05% (2,5 ng/ml) do 2,0% (100 pg/ml). W przypadku
metody GC-MS ekstrakt byt rozcienczany 20-krotnie
metanolem po uprzednim dodaniu 10 pl standardu
wewnetrznego mCPP (1000 pg/ml). Analizy byty
przeprowadzane na aparacie HP6890 z detektorem
masowym (Agilent 5973 Network Quadrupole MSD),
dozownik typu split/splitless, ktérego temperatura
wynosita 250°C. Rozdziat skfadnikéw byt przeprowa-
dzany na kolumnie HP-5MS o diugosci 30 m, $rednicy
0.25 mm i grubosci filmu 0,25 um. Nastrzyki o objeto-
8ci 1 ul przeprowadzano w trybie splitless. Gaz nosny
stanowit hel, ktérego szybkos¢ przeptywu wynosita 1
ml/min. Zastosowano nastepujgcy program tempera-
turowy: temperatura poczgtkowa 75°C utrzymywana
przez 1 min, nastepnie narost temperatury z szybko-
$cig 25°C/min do temperatury 275°C utrzymywanej
przez 9 min. Detektor pracowat w zakresie 40-600
m/z. Analiza ilosciowa byta oparta na intensywnosci
sygnatu dla m/z = 299 (A-9-THC) i m/z = 154 (wzo-
rzec wewnetrzny — mCPP). Krzywa kalibracyjna byta
sporzgdzana w zakresie od 0,1% do 0,8%.

W celu poréwnania metody wysoko sprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) z metodg chromatografii
gazowej z detektorem masowym (GC-MS) oraz ich
przydatnosci w oznaczaniu gtownych psychoaktyw-
nych sktadnikoéw konopi Zuba i Stanaszek przeprowa-
dzili, stosujgc opracowane i zwalidowane wczesniej
procedury, rownolegte analizy 64 rzeczywistych pro-
bek marihuany. Wyniki oznaczen A-9-THC i A-9-THCA
uzyskane metodg HPLC zsumowano i poréwnano
z wynikami otrzymanymi metodg GC-MS, badajgc,
jaka zachodzi miedzy nimi korelacja. Stezenia A-9-THC
wyznaczone metodg GC-MS miescily sie w zakresie
1,6-19,6% ($rednia 7,4%) w suchej masie ziela. Ste-
zenia A-9-THC wyznaczone metodg HPLC miescily sig
w zakresie 0,1-9,6% (Srednia 1,0%) w suchej masie
ziela. Stezenia A-9-THCA-A wyznaczone metodg HPLC
miescity sie w zakresie 0,7-13,7% (Srednia 7,4%)
w suchej masie ziela. Catkowita zawarto$¢ A-9-THC
(suma A-9-THC i A-9-THCA-A) wyznaczona metodg
HPLC miescita sie w zakresie 0,8-23,0% ($rednia
8,4%) w suchej masie ziela.

Porownanie wynikdw oznaczania zawartoSci A-9-
THC w probkach rzeczywistych uzyskanych obiema
metodami wykazato dobrg korelacje miedzy nimi (r =
0,93), co wskazuje, ze mozna je stosowa¢ do ozna-
czania catkowitego stezenia tego zwigzku w zielu
i innych produktach konopi, np. haszyszu. Rownanie

prostej przechodzacej przez punkt (0,0), y = 0,8581x
wskazuje, ze stezenia otrzymane metodg GC-MS
majg Srednio wartos¢ ok. 86% wartosci stezen otrzy-
manych metodg HPLC. Tym samym Zuba i Stanaszek
potwierdzili wczesniejsze wnioski dotyczace procesu
dekarboksylacji zawarte w pracy Dussy’ego. Zanizone
wartosci stezen A-9-THC wyznaczone metodg GC-MS
w poréwnaniu z catkowitym stezeniem A-9-THC moga
by¢ zwigzane z niecatkowitym termicznym procesem
dekarboksylacji A-9-THCA-A do A-9-THC. Wynika
z tego, ze jedynym sposobem dokfadnego wyzna-
czenia catkowitego stezenia A-9-THC jest oznaczenie
dwoch sktadnikow oddzielnie, a nastepnie ich zsumo-
wanie. Wyznaczenie catkowitej zawartosci A-9-THC
metodami chromatografii gazowej po dekarboksylacji
pozwala uzyska¢ co najwyzej minimalng zawartos¢
A-9-THC, a nie dokifadne stezenie catkowitego A-9-
THC. Natomiast wyznaczenie catkowitej zawartosci
A-9-THC stanowi bardzo doktadng miare okreslenia
potencjalnych psychoaktywnych wtasciwosci badane;j
prébki ziela konopi lub jego produktow.

Wyniki badan otrzymane przez Dussy ‘ego i wspot-
autoréw znalazty swoje odzwierciedlenie w instrukciji
Biura Naroddéw Zjednoczonych ds. Narkotykow i Prze-
stepczosci dotyczacej metod analiz konopi i ich pro-
duktow [13]. W przypadku oznaczania catkowitej iloSci
A-9-THC i A-9-THCA-A w postaci A-9-THC rekomendo-
wane jest przeprowadzenie procesu dekarboksylaciji
przed analizg przez ogrzewanie otrzymanych ekstrak-
tébw w otwartych naczyniach w temperaturze 150°C.
Po odparowaniu rozpuszczalnika dekarboksylacja
zachodzi w przeciggu kilku minut. Niemniej jest zale-
cane, aby kazde laboratorium przeprowadzito walida-
cje tego procesu w warunkach, jakimi dysponuje. Je$li
dekarboksylacja przeprowadzana jest w trakcie analiz,
zaobserwowano, ze w przypadku niektorych ukfadéw
chromatograficznych catkowita dekarboksylacja moze
zachodzi¢ w czasie nastrzyku, podczas gdy w innych,
pomimo zastosowania tej samej temperatury, zacho-
dzi ona z gorszg wydajnoscig. Wysoka temperatura
nastrzyku moze powodowac rozktad A-9-THC w line-
rze dozownika. Z tego powodu wykorzystywany uktad
chromatograficzny oraz warunki analizy muszg zostac
zwalidowane tak, aby zapewnialy osiggniecie catkowi-
tego stopnia dekarboksylacji, nie powodujgc przy tym
rozktadu A-9-THC [13].

Wyniki otrzymane przez Dussy’ego i wspotautorow
dla zastosowanych przez nich warunkow analitycz-
nych wskazujg, ze stopien dekarboksylacji kwasu del-
ta-9-tetrahydro-kannabinolowego (A-9-THCA-A) zalezy
od jego stezenia w badanych préobkach konopi. Przy
zachowaniu takich samych warunkoéw przygotowania
probki wieksza zawartosé A-9-THCA-A w probce odpo-
wiada wiekszej zawartosci tego zwigzku w ekstrakcie,
co z kolei przektada sie na wiekszg ilos¢ (A-9-THCA-A)
dozowanego na kolumne analityczng. Wydajnos$c¢
dekarboksylacji jest wyzsza dla probek, w ktérych
stwierdzano wyzszg zawartosci A-9-THCA-A, czyli pro-
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bek, ktore w nastrzyku zawieraly wyzszg zawartos$c
A-9-THCA-A. W badaniach nad optymalizacja procesu
dekarboksylacji autorzy stwierdzili, ze maksymalny
osiggniety przez nich stopien konwersji wyniost 70%.
Nie podajg oni jednak dla jakiego stezenia czy zawar-
tosci przeprowadzany byt proces optymalizacji i czy
obejmowat on badania na jednym, czy wielu pozio-
mach stezen. Uzyskany przez nich zréznicowany sto-
pien dekarboksylacji otrzymany dla badanych probek
liczony jako stosunek stgzenia A-9-THC wyznaczo-
nego metodg GC do sumarycznego stezenia A-9-THC
i A-9-THCA-A wyznaczonego metodg HPLC, obejmu-
jacy zakres od 73 do 90% pozwala przypuszczac, ze
optymalizacja przeprowadzona zostata dla jednego
poziomu stezenia, gdyz najprawdopodobniej przyjeto
zatozenie wstepne, ze stopien dekarboksylacji jest
niezalezny od stezenia A-9-THCA-A. Niestety dopiero
wyniki uzyskane w etapie pOzniejszym pozwolity
stwierdzi¢, ze zatozenie to nie byto stuszne.

Stanaszek i Zuba stwierdzili, ze $redni stopien
konwersji obliczony na podstawie wynikéw badan
64 prébek rzeczywistych wyniost 86%. Wydawac¢ by
sie mogto, ze wynik, ten stoi w sprzecznos$ci z wyni-
kiem otrzymanym przez Dussy’ego i wspotautorow
wyznaczonym w badaniach z wykorzystaniem roz-
tworu wzorcowego A-9-THCA-A, ktéry to wynik wynosi
zaledwie 70%. W rzeczywistosci wyniki te sg ze sobg
jak najbardziej spojne. Nalezy wzig¢ pod uwage rézne
warunki analityczne, jakie zostaty zastosowane przez
autorow, a zwfaszcza warunki prowadzenia nastrzy-
kéw. Dussy i wspotautorzy przeprowadzali badania,
stosujgc nastrzyk w trybie split i przyjmujgc stosu-
nek podziatu strumienia 50:1, podczas gdy Stana-
szek i Zuba dokonywali nastrzykéw w trybie splitless.
Dodatkowo nalezy wzig¢ pod uwage rézne sposoby
przygotowywania probek do badan. W rezultacie
w nastrzykach dokonywanych przez Stanaszka i Zube
najprawdopodobniej znajdowaty sie stosunkowo duze
zawartosci A-9-THCA-A, dla ktorych stopien konwer-
sji byt wysoki. Sredni stopien konwersji wyznaczony
przez Stanaszka i Zube (86%) odpowiada wynikom,
jakie osiggali Dussy i wspotautorzy w odniesieniu do
probek haszyszu. W przypadku tego typu probek,
ktore zawierajg duze ilosci A-9-THCA-A, ilos¢ tego
zwigzku nastrzykiwana na kolumne chromatogra-
ficzng jest znaczna nawet woéwczas, gdy zastosuje
sie split 50:1. Nalezy podkresli¢, iz Zuba i Stanaszek
przeprowadzili walidacje opracowanej przez siebie
procedury analitycznej z wykorzystaniem metody
GC-MS i stwierdzili, ze dla zastosowanego przez nich
sposobu przygotowania probki i przyjetych warunkow
analitycznych krzywa kalibracyjna dla A-9-THC jest
liniowa w zakresie 0,1-0,8%, co wskazuje, ze w zakre-
sie tym proces dekarboksylacji jest niezalezny od
zawartosci A-9-THCA-A w prébce.

Po szczegdtowej analizie prac Dussy’ego i wspot-
autoréw oraz Stanaszka i Zuby pewne zastrzezenia na
tle innych pozyciji literaturowych [9, 17] oraz skrom-

nych doswiadczen wiasnych autora niniejszej pracy
budzi brak jakichkolwiek wzmianek dotyczgcych roz-
dziatu A-9-THC od A-8-THC uzyskiwanego metodg
chromatografii cieczowej (HPLC). Brak tych informacji
jest tu szczegolnie zastanawiajacy w zwigzku z tym,
ze stosowano dos¢ kroétkie kolumny analityczne, na
ktérych osiggniecie zadowalajgcego stopnia rozdziatu
tych dwdéch substancji jest trudne.

Na istniejgcg zaleznos¢ dekarboksylacji kwasu
delta-9-tetrahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A) od
stezenia tego zwigzku wskazujg réwniez posrednio
wyniki uzyskane przez Ankusa i Sokotowska-Jabton-
ska w badaniach nad trwatoscig ekstraktu probek ziela
konopi. W badaniach tych stwierdzono, ze zawartos¢
A-9-THC w ekstrakcie z czasem zwigksza sig, a zawar-
tos¢ kwasow kannabinolowych maleje. Z czego
mozna wnioskowac, ze pewna cze$¢ kwasow prze-
chodzi w A-9-THC. Zmiany te nie sg liniowe, jednak
tendencja ma charakter staly [4]. Schemat przemian
kwasu A-9-THCA-A jaki przedstawiony zostat w pracy
Ankusa i Sokotowskiej-Jabtonskiej z podaniem wzo-
row poszczegolnych zwigzkéw przedstawiono na
Ryc. 4.

Warunki rozdziatu chromatograficznego

Istotng role wptywajgca na uzyskiwanie doktadnego
wyniku oznaczen catkowitej zawartosci A-9-THC i A-9-
THCA-A w probkach ziela konopi lub ich produktéw
odgrywajg warunki rozdziatu chromatograficznego.
W przypadku metody chromatografii gazowej z detek-
torem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID) lub chro-
matografii gazowej z detektorem masowym (GC-MS)
na odpowiednich chromatogramach A-9-THCA-A nie

H,C
H,C™ o

A-9-THCA-A A-9-THC

- 4H - -4H

H.C
HC” SO

CBNA CBN

Ryc. 4. Schemat przemian kwasu delta-9-tetrahydrokanna-
binolowego (A-9-THCA-A)[4].
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jest rejestrowany, gdyz zwigzek ten ulega dekarbok-
sylacji do A-9-THC. W zwigzku z tym, wskazane jest
sprawdzenie, czy dla zastosowanych warunkow roz-
dziatu chromatograficznego, pik pochodzacy od
A-9-THC nie nakiada sie z pikami pochodzacymi od
innych kannabinoidow. Sprawdzenie to nalezy prze-
prowadzi¢ z wykorzystaniem kontrolnej mieszaniny
roztworow wzorcowych tych zwigzkow. Ze wzgledu na
duzy stopien podobienstwa strukturalnego poszcze-
goélne kannabinoidy charakteryzujg sie czesto bardzo
zblizonymi do siebie czasami retencji. Nalezy takze
pamieta¢, ze A-9-THC oraz A-8-THC majg bardzo
podobne do siebie widma masowe roznigce sie jedy-
nie wzgledng intensywnoscig sygnatu dla poszczegol-
nych jondéw, przy czym intensywnosci te zalezg réw-
niez od rodzaju i wieku wykorzystywanego detektora
masowego.

Badania dotyczgce rozdziatu poszczegolnych kan-
nabinoidow zawartych w probkach ziela konopi prze-
prowadzili Stambouli i wspofautorzy [29]. Zostaty one
przeprowadzone metodg GC-MS na chromatografie
Varian CP-3800 sprzgzonym ze spektrometrem maso-
wym Saturn 2200 z putapkg jonowg. Chromatograf byt
wyposazony w autosampler CTC Analytics CombiPAL
i dozownik PTV 1079. Rozdziat sktadnikéw przeprowa-
dzono na kolumnie HP-5 o dtugosci 25 m, $rednicy 0,2
mm oraz grubosci filmu 0,11 um. Jako gaz nosny byt
wykorzystywany hel. Zastosowano nastgpujgcy pro-
gram temperaturowy: temperatura poczatkowa 60°C
utrzymywana przez 2 min, nastepnie narost z szyb-
koscig 15°C/min do temperatury 280°C utrzymywa-
nej przez 5 min. Zastosowano tryb nastrzyku splitless
w temperaturze dozownika 270°C. Analizy przeprowa-
dzono w zakresie m/z = 35-500. Temperatura putapki
jonowej wynosita 180°C, a temperatura linii transfero-
wej 280°C. Na zarejestrowanym chromatogramie A-8-
THC byt eluowany bezposrednio przed kannabidiolem
(CBD). W dalszej kolejnosci na chromatogramie poja-
wialy sie piki od A-9-THC (zarejestrowano piki od obu
izomeréw geometrycznych cis i trans A-9-THC) oraz
kannabinolu (CBN). Przy czym ilo$¢ A-8-THC dla prze-
badanej probki byta stosunkowo niewielka w poréw-
naniu z iloscig A-9-THC, CBN i CBD.

W przypadku badan prowadzonych metodg
wysoko sprawnej chromatografii cieczowej istotny
problem moze stanowi¢ niski stopien rozdziatu i cze-
$ciowe zachodzenie na siebie pikéw chromatograficz-
nych pochodzgcych do A-9-THC i A-8-THC. Powoduje
to, ze w celu wyznaczania powierzchni piku A-9-THC
wykorzystywanej do obliczen ilosciowych, istnieje
koniecznos¢ manualnego rozdzielania pikow z wyko-
rzystaniem pionowych linii (vertical drop line) umiej-
scowionych w najnizszym punkcie doliny powstajgcej
pomiedzy pikami (valley point). Problemy te zostaty
poruszone przez Zoller i wspotautorow [9]. Przepro-
wadzone przez nich badania dotyczyty oznaczania
zawartosci A-9-THC oraz A-9-THCA-A w zielu konopi
oraz zywnosci zawierajgcej jako dodatek produkty

ziela konopi. Do przeprowadzenia analiz zastoso-
wano chromatograf LC-10A Shimadzu skiadajacy sie
z uktadu pomp LC-10AD, autosamplera SIL10, detek-
tora UV-Vis SPD-10AV, detektora fluorescencyjnego
RF-10A, degazera Gastorr (Omnilab, Mettmenstetten,
Szwajcaria), modulu sterujgcego CBM-10A oraz stacji
roboczej CLASS-LC10. Rozdziat chromatograficzny
byt przeprowadzany na kolumnie Nucleosil 120-3 C18
o dtugosci 125 mm i srednicy 2 mm (Machery-Na-
gel, Oensingen, Szwajcaria) przy przeptywie 0,2 ml/
min, termostatowanej w temperaturze 26°C. Objetos¢
nastrzyku wynosita 10 ul. Rozpuszczalnik A stanowit
acetonitryl, rozpuszczalnik B stanowita woda z dodat-
kiem 8,6 g 85% kwasu fosforowego na litr roztworu.
Zastosowano nastepujgcy gradient liniowy: 0 min,
55% A i 45% B; 25 min, 80% A i 20% B, nastepnie
przemywanie kolumny — 26 min 90% A i 10% B; 30
min, 90% A i 10% B; 31 min, 55% A i 45% B, kondycjo-
nowanie kolumny 31-40 min. A-9-THC byt oznaczany
przy diugosci fali » = 210, a A-9-THCA-A dla diugosci
fali A = 272 nm. Ponadto przeprowadzono roéwniez
oznaczenia z wykorzystaniem detektora fluorescen-
cyjnego. Po zhomogenizowaniu probki ziela o masie
2 g byt ekstrahowane 60 ml mieszaniny metanol-
dichlorometan (9:1) i poddawane dziataniu ptuczki
ultradzwiekowej przez okres 15 min. Do analizy 1 ml
roztworu rozcienczano metanolem do objetosci 10
ml. W analizowanym ukiadzie A-9-THC byt wymywany
przed A-8-THC, a zastosowane warunki rozdziatu
umozliwity osiggniecie rozdzielczo$ci tych zwigzkow
na poziomie 1. Autorzy zaobserwowali, ze skrécenie
gradientu oraz praca w warunkach izokratycznych
powodowafa pogorszenie rozdzielczosci i problemy
z naktadajacymi sie pikami. W przypadku oznaczen
prowadzonych metodg wysoko sprawnej chromato-
grafii cieczowej sugerowane jest przeprowadzenie
wstepnej optymalizacji rozdziatu A-9-THC i A-8-THC
oraz praca w warunkach elucji gradientowej.

W oznaczeniach prowadzonych metoda wysoko
sprawnej chromatografii cieczowej, problemy zwig-
zane z osiggnieciem zadowalajgcego rozdziatu
chromatograficznego mogg wystepowaé réwniez
w wypadku kwasu A-9-tetrahydrokannabinolowego
(A-9-THCA-A). Ponadto dodatkowy problem stanowi
rowniez identyfikacja zwigzkow eluowanych w cza-
sie retencji zblizonym do czasu retencji A-9-THCA-A.
Instrukcja Wydziatu do Spraw Narkotykéw Organizaciji
Narodow Zjednoczonych z 1987 roku [28] rekomen-
dowata zastosowanie nastepujacej metody oznacza-
nia A-9-THC i A-9-THCA-A w prébkach konopi. Sugero-
wano wykorzystanie: kolumny C-18 o diugosci 250 mm
i Srednicy wewnetrznej 4,6 mm, fazy ruchomej sktada-
jacej sie z 0,02 N roztworu H,SO, i metanolu (20:80),
prace przy przeptywie 2,0 ml/min, objeto$¢ nastrzyku
10 ul, diugos¢ fali detekcji () wynoszacg 220 nm lub
254 nm oraz wykorzystanie wzorca wewnetrznego
ftalanu di-n-oktylu. Instrukcja ta podaje, ze dla dobra-
nych w ten sposob warunkéw rozdziatu dla czasu
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retencji zblizonego do czasu retencji kwasu A-9-te-
trahydrokannabinolowego (A-9-THCA-A) powinno sie
uzyskac nastepujgcg kolejnos¢ wymywania kannabi-
noidéw: kannabinochromen (CBC), kwas kannabino-
lowy (CBNA), kwas A-9-tetrahydrokannabinolowy (A-9-
THCA-A). Jednakze identyfikacja poszczegolnych
zwigzkow jest trudna. Moze o tym swiadczy¢ fakt, ze
w badaniach przeprowadzonych przez Ankusa i Soko-
towska-Jabtonska [4] pik pojawiajgcy sie w obszarze,
w ktorym wymywany jest A-9-THCA-A, zostat okreslony
ogodlnie jako pasmo pochodzgce od kwaséw kannabi-
nolowych. W badaniach tych zastosowano nastepu-
jace warunki rozdziatu chromatograficznego: kolumna
Nucleosil 1005 C-18 o diugosci 250 mm, $rednicy
wewnetrznej 4,6 mm i grubosci ziarna wypetnienia 5
um, faza ruchoma: acetonitryl:woda:stezony H,PO,
(70:30:0,01), temperatura kolumny 30°C, przeptyw
eluenta: 1,5 ml/min, objetos$¢ nastrzyku 10 pl, dtugosc
fali detekcji » =230 nm. Bardzo interesujace sg wyniki
otrzymane przez Lehmana i Brenneisena (1995) przy-
toczone w [23]. Do identyfikacji i oznaczen iloscio-
wych zarowno form neutralnych, jak i form kwasnych
kannabinoidow wykorzystano metodg chromatografii
cieczowej z detektorem w postaci matrycy diodowej
(HPLC-DAD). W badaniach zastosowano metode
elucji gradientowej. Piki pochodzgce od poszcze-
golnych zwigzkow identyfikowano z wykorzystaniem
roztworow wzorcowych oraz odpowiednich widm
kannabinoidow w zakresie nadfioletu (UV). Wykorzy-
stano kolumne C-18 o diugosci 200 mm i $rednicy
wewnetrznej 2,0 mm wraz z odpowiadajgcg jej preko-
lumng o dfugosci 20 mm i $rednicy ziarna wypetnienia
wynoszgcej 3 um. Na podstawie analizy chromatogra-
mow zamieszczonych w pracy [23] otrzymanych dla
trzech podstawowych chemotypéw konopi — narko-
tycznego, mieszanego i witdknistego tatwo zauwazyc,
ze kazdy chemotyp charakteryzuje sie inng wzgledng
zawartoscig poszczegodlnych form kannabinoidow
eluowanych w czasie retencji zblizonym do czasu
retencji A-9-THCA-A. Analize te czesciowo utrudnia
stosunkowo wysokie tto, jakie otrzymano na zareje-
strowanych chromatogramach. Mimo to w typie nar-
kotycznym oraz typie witdknistym bezposrednio przed
pikiem od A-9-THCA-A pojawia sie niewielki pik, ktory
przez autoréw nie zostat zidentyfikowany. Pik ten
wystepuje rowniez w typie mieszanym. Przypuszczal-
nie pochodzi on od kwasu kannabinolowego (CBNA),
na co wskazuje fakt, ze zwigzek ten stanowi zanie-
czyszczenie kwasu (A-9-tetrahydro-kannabinolowego
(A-9-THCA-A) ekstrahowanego z ziela konopi i oczysz-
czanego metodg chromatografii preparatywnej [27].
Ponadto w przypadku chemotypu mieszanego pik
pochodzgcy od A-9-THCA-A czesSciowo naktada
sie z pikiem pochodzgcym od kannabinochromenu
(CBC), ktéry wymywany byt przed A-9-THCA-A. Kwas
(A-9-tetrahydrokannabinolowy (A-9-THCA-B) byt elu-
owany dla niskich wartosci czasu retenciji. Jesli wzig¢
pod uwage opisane powyzej problemy zwigzane

z zapewnieniem warunkoéw rozdziatu chromatogra-
ficznego umozliwiajacych otrzymanie czystego piku
od A-9-THCA-A, wyodrebnionego od pikéw pocho-
dzacych od innych kannabinoidow, zastanawiajgcy
wydaje sie brak informacji dotyczacych otrzymywa-
nych wynikow rozdziatu A-9-THCA-A w pracach [8,27],
zwlaszcza przy uwzglednieniu tego, ze autorzy ci mieli
do dyspozycji detektory z postaci matrycy diod (DAD)
umozliwiajgce rejestracje chromatogramoéw dla wielu
dtugosci fali jednoczesnie.

Doktadne wyznaczenie stezenia A-9-THC i A-9-
THCA-A wymaga zapewnienia optymalnych warun-
kéw rozdziatu chromatograficznego, ktorych znalezie-
nie jest procesem zmudnym i czesto diugotrwatym.
Jednakze realizacja tego zadania umozliwia ozna-
czanie pierwotnej zawartosci kannabinoidow, ktore
analizowane sg bezposrednio bez koniecznosci prze-
prowadzania procesu dekarboksylacji A-9-THCA-A.
W tym kontekscie za niezwykle wartosciowg nalezy
uzna¢ prace de Backera i wspoétautoréw [17]. Prze-
prowadzone przez nich badania dotyczyty optyma-
lizacji rozdziatu mieszaniny roztworéw wzorcowych
sktadnikow A-9-THC, A-8-THC, A-9-THCA-A, CBD,
CBDA, CBG, CBGA oraz CBN. Zastosowano naste-
pujacy sposodb przygotowania probek. Prébki roslinne
po suszeniu przez 24 godziny w temperaturze 35°C,
przy zapewnieniu odpowiedniej wentylacji, byty
homogenizowane poprzez zmielenie. Ze zmielonego
materiatu sporzgdzano 200 mg nawazki, ktore ekstra-
howano 20 ml mieszaniny metanol/chloroform (9:1),
a nastgpnie poddawano wytrzgsaniu na rotatorze
przez okres 30 min. Otrzymane ekstrakty odfiltrowy-
wano i rozciehczano, a nastepnie 100 ul tak przygo-
towanego ekstraktu odparowywano pod strumieniem
azotu i rozpuszczano w 100 ul mieszaniny woda/
metanol (5/5). Analizy przeprowadzano z dodatkiem
prazepamu (100 mg/l) jako wzorca wewnetrznego.
Badania przeprowadzano na chromatografie Hewlet-
t-Packard (Agilent Technologies, Boblingen, Niemcy),
w sktad ktérego wchodzita czterokanatowa pompa
G1322A, degazer G1322A serii 1200, autosampler
G1313A serii 1100 oraz detektor fotodiodowy Waters
2996 z oprogramowaniem Empower Pro 2.0. Analizy
przeprowadzono w zakresie diugosci fali (. ) 200-400
nm. Rozdzial chromatograficzny przeprowadzano
na kolumnie Waters XTerra MS C18 o dtugosci 250
mm, Srednicy wewnetrznej 2,1 mm i grubosci ziarna
wypetnienia 5 um z odpowiadajgcg jej prekolumng
o dtugosci 10 mm. Faze ruchomg stanowita miesza-
nina metanol-woda zawierajgca 50 mM mréwczanu
amonu (pH 5,19). Poczatkowy skiad fazy ruchomej
stanowito 68% metanolu, ktérego zawartos$¢ byfa
stopniowo zwiekszana do 90,5% w ciggu 25 min oraz
95% w ciggu kolejnej minuty. Warunki te byty utrzy-
mywane przez 3 min, po czym skiad fazy ruchome;j
zmieniat si¢ w czasie 1 min do uzyskania warunkéw
poczatkowych, w ktorych to warunkach kolumna byta
kondycjonowana przez 6 min. Catkowity czas ana-
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lizy wynosit 36 min, przy przeptywie fazy ruchomej
0,3 ml/min. Kolumne termostatowano w temperatu-
rze 30°C. Objetos¢ nastrzyku wynosita 30 ul. Autorzy
przeprowadzili optymalizacje warunkdéw oznaczania
i walidacje opracowanej procedury z wykorzystaniem
metody wyznaczania btedu catkowitego (Total Error
Approach). Optymalizacja uwzgledniata trzy czynniki:
procentowg zawartos¢ metanolu w poczatkowym
etapie gradientu, pH wodnego sktadnika fazy rucho-
mej i czas trwania gradientu potrzebny na osiggnie-
cie 95% zawartosci metanolu w fazie ruchomej. We
wnioskach z przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze selektywnos¢ rozdziatu kannabinoidow moze byc¢
modyfikowana poprzez zmiane pH eluenta. Wptyw
ten jest szczegodlnie istotny w przypadku kwasnych
form kannabinoidéw. Przez odpowiednig zmiane
pH eluenta oraz zmiane szybkos$ci gradientu, dzigki
wykorzystaniu metod optymalizacyjnych mozliwe
byto rozdzielenie wszystkich badanych form kannabi-
noidéw. Piki chromatograficzne zachodzity na siebie
czesciowo jedynie w przypadku obecnos¢ 10% CBD
i CBG. Opracowana procedura pozwolita rowniez na
uzyskanie catkowitego rozdziatu A-9-THC od A-8-THC
[17]. Wyniki otrzymane prze de Backera i wspoétauto-
réw uznano za obiecujgce do tego stopnia, ze w maju
2011 roku zdecydowano sie na zakup wykorzystywa-
nej przez nich kolumny chromatograficznej w celu jej
sprawdzenia i zaadaptowania na potrzeby oznaczen
prowadzonych w Pracowni Fizykochemii Laborato-
rium Kryminalistycznego Komendy Wojewddzkiej
Policji w Rzeszowie.

Uwarunkowania sprzetowe

Prowadzenie oznaczen z wykorzystaniem nowo-
czesnego sprzetu ma duzy wplyw na jakos¢ uzy-
skiwanych wynikow analitycznych. Wptyw ten jest
wyjatkowo wyraznie zauwazalny w odniesieniu do
chromatografii cieczowej. Istotne korzysci wynikajg
w tym przypadku ze stosowania detektora w postaci
szeregu diod (DAD), ktory jest szczegdlnie przydatny
w przypadku stabego rozdziatu otrzymywanych pikéw
chromatograficznych. Wykorzystanie tego detektora
umozliwia identyfikacje substancji na podstawie widm
UV-Vis oraz sprawdzenie, czy nie w petni rozdzielone
piki odpowiadajg dwom réznym zwigzkom chemicz-
nym, czy tez jest to wynik przetadowania kolumny
chromatograficznej. Nowy kierunek w rozwoju
chromatografii cieczowej stanowi obecnie metoda
ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), kidra
w badaniach coraz czesciej zastepuje metode wysoko
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W meto-
dzie wysoko sprawnej chromatografii cieczowej wybor
srednicy ziarna wypetnienia jest z koniecznosci wyni-
kiem kompromisu. Im $rednica ta jest mniejsza, tym
wieksze cisnienia wsteczne zwigzane z przeptywem
fazy ruchomej wystepujg w okreslonym ukfadzie. Ze
wzgledu na stosunkowo niskie limity cisnien robo-

czych w tradycyjnych chromatografach HPLC nie ma
mozliwosci wykorzystywania wypetniern kolumn chro-
matograficznych o $rednicy ziarna 2,1 lub 1,0 mm,
ktére sg obecnie powszechnie stosowane w UPLC.
Zastosowanie uktadu UPLC umozliwia nawet dziewig-
ciokrotne skrdcenie czasu analizy w porownaniu z tra-
dycyjnym ukfadem z wypetnieniem o $rednicy 5 um
oraz trzykrotne w poréwnaniu z uktadem o wypetnie-
niu o $rednicy ziaren 3 um. W przypadku zastosowania
tego uktadu obserwuje sie rowniez odpowiednio dzie-
wieciokrotne i trzykrotne zwigkszenie cisnienia wstecz-
nego. Kolumny przystosowane do metody UPLC majg
mniejszg srednice ziarna wypetnienia, mniejsza jest
rowniez ich dtugosc¢ i srednica wewnetrzna. Zastoso-
wanie metody UPLC niesie szereg korzysci, do ktérych
nalezg przede wszystkim: zwiekszenie szybkosci, czu-
tosci i rozdzielczosci prowadzonych analiz. Skrécenie
czasu analizy skutkuje zmniejszeniem zuzycia odczyn-
nikdw. Lepsza zdolno$¢ rozdzielcza wykorzystywa-
nych kolumn powoduje rowniez oszczedno$¢ czasu,
jaki trzeba przeznaczy¢ na optymalizacje warunkow
oznaczania oraz walidacje opracowywanych metod
analitycznych [32, 33].
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