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APPLICATION OF GAS CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY (GC/MS) TO THE
ANALYSIS OF COMPOSITE MIXTURES OF CANNABINOIDS

ABSTRACT - Conditions for the separation and identification by gas chromatography/mass
spectrometry method of a cannabinoid mixture consisting of: cannabinol (CBN), cannabidiol
(CBD), A™THC, A®-THC, 9-carboxy-THC and their trimethylsilyl derivatives are described.
This method was used to analyze cannabinoid content of the volatile fraction of marihuana (26
components were identified), as well as samples of hashish form Greece (15 components), and
hashish samples from Africa, India and Afghanistan. Separation and identification of cannabi-
noids in extracts of fresh marihuana plants grown in Poland, and in marihuana seeds from Spain
were achieved. The proposed conditions for analysis of cannabinoids and their derivatization
products may also be used for the analysis of cannabinoids in biological fluids.

Key words: cannabinoids, marihuana, hashish, gas chromatography, mass spectrometry, de-
rivatization.

WSTEP

Znaleziska archeologdw dowodzg, ze historia widkien konopnych siega ok. 4000
lat p.n.e., nie mozna jednak jednoznacznie okresli¢ daty, kiedy czlowiek po raz pierw-
szy rozpoczal uprawe konopi, odkryt ich wlasciwosci odurzajace i zaczat je wykorzy-
stywaé w praktykach religijnych i w lecznictwie. Nie ulega jednak watpliwosci, ze
konopie uprawiano do$é powszechnie, gdyz dostarczaly wiokna do produkcji odziezy,
lin i papieru, a z nasion otrzymywano olej i paszg dla zwierzat. Dos¢ powszechnie
réwniez stosowano konopie w medycynie ludowe;j.

W ciagu ostatnich 200 lat plantatorzy konopi stworzyli wiele krzyzowek starajac
sig uzyskac rosliny o pozadanych cechach np. wzmozonej produkeji zywicy lub moc-
nych i odpornych widknach, Wérdd istniejacych odmian konopi mozemy wyr6znié
trzy zasadnicze rodzaje: Cannabis indica pochodzaca z Pétwyspu Indyjskiego, rozpo-
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wszechniona w Afryce przez arabskich kupcow. Charakteryzuje sie bogatym kwiato-
stanem i obfitym wytwarzaniem zywicy o wlasnosciach psychoakfywnych.

Cannabis sativa, pochodzacq z centralnej Azji, wykorzystywano dawniej gtdwnie
do produkeji ubran ze wzglgdu na mozliwodé pozyskiwania dlugich i dobrej jakosci
widkien.

Cannabis ruderalis, rosngca wylacznie na poludniowo-wschodnich obszarach byle-
go Zwigzku Sowieckiego, odznaczajaca sig mata zawartoécia zywicy.

Z Cannabis indica otrzymuje si¢ szereg psychoaktywnych produkiéw stosowanych
przez narkomanow, z ktérych najwazniejsze — marihuana, haszysz i olej haszyszowy
zawdzigczaja swe efekty psychotropowe obecnosci A’-tetrahydrokanabinolu
(A’-THC).

Marthuana — z portugalskiego ,,maraguango” (trujacy), to odpowiednio wysuszone
kwitnace, szczytowe czesci oraz liscie rosliny Cannabis.

Przyjety powszechnie sposab zazywania marihuany polega na paleniu w fajce, za-
roodpornej [ufce lub w postaci tzw. ,skreta” (joint) niekiedy zmieszanego z tytoniem i
inhalacji powstajacego dymu.

Zaawansowani palacze preferujg fajki wodne, w celu unikniecia kontaktu z draz-
nigcym dymem. Opcja oszczgdnosciows jest palenie z balonikiem: wydychany dym
po pierwszym zaciagnigciu jest wdmuchiwany do balonika, z ktérego nastepuje kolej-
ne zaciagniecie. Tym sposobem odurzajace dziatanie skladnikow dymu jest bardziej
efektywne i trwa dluzej.

Haszysz (czaras) jest surowa zywica otrzymywanga z kwitnacych szczytow zen-
skich roélin, ktore nie ulegly zapyleniu. Haszysz otrzymuje si¢ z zebranych i wysuszo-
nych roélin, miesza z thuszczem zwierzecym, miodem i malq iloscig wody a nastgpnie
formuje w bloki i suszy.

Znacznie rzadziej czubki roslin oraz haszysz bywa przyjmowany doustnie, jako
dodatek do produktéw spozywczych np. salatek. Sporzadza sig¢ z nich takze napoje
poprzez zalanie goraca woda lub gotowanie z mlekiem.

Charakterystyke produktéw otrzymywanych z konopi w réznych regionach $wiata
przedstawia Tabela 1.

Olej konopny: (hasz-olej) jest produktem destylacji lisci i ma postaé lepkiej cieczy.
Zawiera srednio ok, 16% A "-THC. Ciemna barwa oleju swiadczy o nieprawidlowej
rafinacji i gorszych whasciwosciach.

Jednym ze sposobdw zazywania oleju konopnego jest przypalanie w specjalnych
szklanych fajkach, rozprowadzenie kilku kropel na bibulce papierosa albo na skrecie
z marihuany, w celu wzbogacenia ich w skladnik odurzajacy.

Cannabis i jego przetwory sa w §rodowiskach szkolnych, akademickich i kregach
towarzyskich najbardziej popularna uzywka ze wzgledu na latwa dostgpnosé oraz
niewysoka ceng. Na imprezach, spotkaniach i dyskotekach stanowia one czesto sub-
stytut alkoholu.

Wplyw kryminogenny zazywania konopi i jej przetwordw przejawia sig tym, iz
notoryczni przestgpcy czgsto realizujg zaplanowane czyny (napady, gwalty, zbrodnie)
pod wplywem $wiadomie uzytego $rodka odurzajacego, ktéry obniza samokrytycyzm,
zwigksza pewnos$¢ siebie i pomaga przetamac hamujace bariery psychiczne.
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TABELA 1
Charakterystyka produktéw otrzymywanych z konopi, w rozaych regionach $wiata.

PRODUKTY CANNARIS

_ MARIHUANA:
Srednia zawartodé A-THC wynosi 3%.

Srednia zawartosé A’-THC wynosi: 3.6 %.

HASZYSZ:

POCHODZENIE

CHARAKTERYSTYKA
MATERIALU

POCHODZENIE

CHARAKTERYSTYKA
MATERIALU

INDIE

Trzy zasadnicze odmiany:

1. brazowy material w
postaci zbrylonych,
zywicnigcych szczytow
kwiatostandw;

2. pocigte fragmenty
roslinne koloru brazo-
wo-zielonego;

3. material, koloru zielo-
nego, skiadajacy sig
gldwnie z niedojrzale-
zo kwiatostanu zes-
skiego.

INDIE

Ciemnobrazowy material o
nieregularnych ksztattach w
postaci patek, gatek lub w formie
waili o blyszezacej powierzchni.

GHANA

Skompresowane w bloki fub
plytki, fragmenty lisci oraz
owocujacych i kwitnacych
szczytdw kwiatostanu,

LIBAN

Pakowane w biale woreczki
bloki (300 g), z brgzowo-
czerwonego, pylistego materiahi,
Na opakowaniach znajduja sig
réznorodne atramentowe stem-
ple.

NIGERIA

Charakterystyczne male,
brazowe skrgty zawierajace
fragmenty todyg, owocuja-
cych szczytdw kwiatostanu
oraz ciemne ziarna.

TURCIA

Zielonkawo-brazowy proszek
lub niewielkie kruche tabliczki
opakowane w cienks folie.

MARGKO

Jasnozielony lub zdlto-
zielony, bardzo drobno
zmielony material, Brak
rozpoznawalnych fragmen-
tow kwiatostanu, ziaren i
lodyg.

MARCKO

Kostki o ciemnobrazowej po-
wierzchni i z6lto-brazowym lub
ciemno-zielonym wnetrzu,
opakowane w cienky , przezro-
czysta folig.

ZAMEIA

Materiat koloru brazowego
lub zielonego, uformowany
na ksztatt kolby kukurydzia-
nej i owiniety szorstkim
widoknem pochodzenia
roslinnego.

AFGANISTAN

Bialy luskowaty materiat o
konsystencji itu.

AFRYKA
POLUDNIOWA

1.  Uformowany w uie-
wielkie rolki zielony
materiat roglinny, owi-
nigty w papier;

2. Brazowy materiat
skladajacy sig z owo-
cujacych szezytow
kwiatostanu.

Regiony bylego
Z3SR

Jasnobrazowy material, sprze-
dawany na szklanki.
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Sposrad kilkuset zwigzkdw chemicznych wykrytych w produktach otrzymanych z
konopi indyjskich do najwaZmEJszych naleza pochodne dibenzofuranu: A’-
tetrahydrokanabinol, kwas A’-tetrahydrokanabinolowy, kanabinol, oraz uktady dihy-
droksybenzenu: np. kanabidiol i jego pochodne kwasowe. Do tej pory wyodrebniono i
ustalono strukture ponad szes$cdziesiecin zwiazkow tej grupy. W konopiach oprocz
kanabinoidéw wystgpuja terpeny, seskwiterpeny, diterpeny oraz ich tlenowe pochodne
(alkohole, ketony i tlenki).

Zwigzki te nadaja materiatowi roélinnemu charakterystyczny, stodkawy zapach,
ktdrego intensywnos¢, whrew obiegowym opiniom nie moze byé traktowana jako
miernik jakoéci marihuany lub haszyszu. O tym decyduje bowiem przede wszystkim
zawartos¢ A’-tetrahydrokanabinolu.

METODY ANALITYCZNE

Stwierdzenie, czy badany material jest produktem konopi indyjskich, nie wymaga
stosowania drogich i ztozonych technik analitycznych, jak GC, HPLC oraz GC-MS,
gdyz wystarcza do tego testy barwne wykazujace obecnos¢ kanabinoidéw (odczynnik
Fast Blue B salt), analiza mikroskopowa identyfikujaca charakterystyczne cechy mor-
fologiczne rodzaju Cannabis oraz chromatografia c1enkowarstwowa (TLC).

Rozdziat trzech giéwnych kanabinoidéw: CBD, A>-THC i CBN mozna uzyska¢ na
piytkach pokrytych Zelem krzemionkowym stosujac ullad rozwijajacy mieszaning
heksanu i eteru dietylowego w stosunku 4:1, Odczynniki wywo}ujqce — roztwor soli
Fast Blue B lub p-dimetyloaminobenzaldehydu — pozwalajq rozroznic kanabinoidy na
podstawie zabarwienia plam (CBN - fioletowe, A’THC - barwa purpurowo-
czerwona, CBD -- barwa ceglastoczerwona).

Chromatografia gazowa z detekcja niespecyticzng FID (Flame Ionization Detektor)
oraz z detekcjg masowa GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) sa techni-
kami z wyboru, gdy konieczne jest uzyskanie wigkszej ilosci informacji o badanej
prébee a w szczegdlnosei:

— udzielenie odpowiedzi, czy zabezpieczone slady materialu {w ilosciach unie-
mozliwiajacych wykonanie analizy TLC i testow barwnych) sa produktem
przerabu surowca odurzajacego;

— stwierdzenie, czy skonfiskowane w kilku miejscach probki narkotyku pocho-
dza z jednej partii narkotyku (tzw. analiza pordéwnawcza, profilujaca);

— wytypowanie geograficznego miejsca pochodzenia narkotyku;

— wykonanie analizy :Ioscmwej wybranych skladnikéw produkiu, najczesciej
psychoaktywnego A’-THC.

Pierwszym etapem analizy chemicznej jest wybdr odpowiednie] techniki ekstrakcji
prébki. Klasyezna ekstrakcja w aparacie Soxleta jest czasochlonna, wymaga uzycia
znacznych ilosci rozpuszezalnikéw i dlatego nie nadaje sig raczej do rutynowej anali-
zy duzej liczby probek. Znacznie szybsza i bardziej ekonomiczna jest metoda ekstrak-
cji z uzyciem lazni ultradZzwigkowej. Do ekstrakeji najezesciej stosuje si¢ aceton, eta-
nol, cykioheksan, benzyng lekka, chloroform oraz kombinacje tych rozpuszczalnikow
(3), jednak niektérzy autorzy przestrzegaja przed stosowaniem chloroformu i benzyny
lekkiej, gdyz THC ulega dodé szybkiemu rozkladowi (m.in. do CBN)}. Dlatego eks-
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trakty, uzyskiwane za pomoca tych rozpuszczalnikéw nie nadajg sie do dluzszego
przechowywania. Znaczng trwaloscia odznaczaja sie natomlast roztwory kanabino-
idéw w etanolu lub metanolu w temperaturze ponizej 0 oc,

Analiza kannabinoidéw metoda chromatografii gazowej nie nastrgcza zbytnich
trudnodei (z wyjatkiem pochodnych kwasowych) ze wzgledu na ich trwalos¢ ter-
miczng oraz nieznaczna adsorpcje na kolumnie. Aktualnie stosuje si¢ kolumny kapi-
larne z fazami niepolarnymi (fazy dimetylosilikonowe SE-30, SPB-1), fazami stabo
polarnymi (fenylometylosilikony SE-52, SPB-5) oraz fazami $rednio polarnymi (cyja-
noalkilosilikony OV-17). Nie poleca sie natomiast stosowania kolumn z faza polarna
oparta na pohghkolach (Carbowax) ze wzgledu na ich zbyt maly temperaturowy za-
kres pracy (60 °C - 260 %C). Bardzo dobry rozdzial trzech podstawowych kanabino-
idéw — CBN, THC i CBD mozna uzyska¢ na kolumnach kapilarnych o dlugosdei 10 m.
Tzw. kolumny ,,ultra-narrow bore” (0,05 i 0,1 mm srednicy wewngtrznej) umozliwiaja
pelny rozdzial trzech pochodnych w ciagu niespetna 2 min, co pozwala na szybkie
potwierdzenie obecnosci kanabinoidéw w badanym materiale.

Kolumny kapilarne o wiekszej dlugedcei (od 15 do 30 m) znajdujq zastosowanie w
analizie porownawczej (profilowej) prébek marihuany i haszyszu. Bardzo zlozony
sklad ekstrakiéw, zawierajacych kilkadziesigt skladnikéw w réznych proporcjach
ilosciowych, wymaga starannego doboru rodzaju fazy, dtugosci kolumny oraz warun-
kow analizy w celu uzyskania efektywnego rozdziahi. Im lepsza separacja sktadnikow
ekstraktu, tym chromatogram (profil) posiada wigcej cech réznicujacych i analiza jest
bardziej wiarygodna. Poréwnywanie probek w oparciu o wzgledna zawartosé trzech
gtéwnych kannabinoidow — THC, CBD i CBN jest, jak wykazal Novotny i wspol. (7),
niewystarczajace i prowadzi¢ moze do mylnych wnioskow. Pelnigjszy wynik analizy
poréwnawczej mozna uzyskaé postugujac sig wzgledng zawartoscia innych kannabi-
noidéw oraz monitorujac frakcje zwiazkéw lotnych za pomoca tzw. techniki ,head
space” {3). Polega ona na analizie lotnych frakeji pozostajgcych w rdwnowadze ter-
modynamicznej w ukladzie zamknigtym. Pary substancji pobiera si¢ znad termostato-
wanej probki znajdujacej sie w szczelnym naczyniu i wprowadza bezposrednio na
kolumne chromatograficzna. Gdy stezenie analizowanych skladnikéw w fazie gazowej
jest zbyt mate (niedostateczna ilos¢ w probee lub zbyt niska lotnos¢), moina je zwigk-
szy¢ poprzez adsorpcje na fazie stalej, a nastgpnie desorpcje odpowiednim uldadem
rozpuszczalikéw. Przyklad zastosowania tej techniki przedstawiono w czgdei do-
swiadczalne;j.

Potw1erdzeme stosowania marihuany lub haszyszu uzyskuje sie na podstawte de-
tekeji A °_THC i jego metabolitdw w materiale biologicznym. Metabolizm A °.THC
polega m.in. na hydroksylacji allilowego ugrupowania tetrahydrobenzenu (C-8 i C-11)
oraz tancucha n-pentylowego (C-3). Pochodne hydroksylowe ulegaja dalszemu utle-
nianiu do aldehydéw i kwasoéw (C-11 i C-3) a nast¢pnie sprzeganiu z kwasem gluku-
ronowym. Technika GC-MS z uzyciem jonizacji chemicznej (CI), ujemnej jonizacji
chemicznej (NICI) w poiag:zemu z opeja SIM (Single lon Momtormg) pozwala ozna-
czat z duza precyzja i dokladnodcia giowny metabollt A-THC - kwas 1l-nor-A’-
THC-9-karboksylowy w stgzeniach rzedu 10" g/ml po przeprowadzeniu go w po-
chodne sililowe lub metylowe. Ze wzglgdu na niska zawartosé w materiale biologicz-
nym oznaczanych metabolitéw 1 wysokie stezenie licznych zwiazkéw towarzysza-
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cych, metodyka przygotowania probki jest dosé zlozona i wymaga rygorystycznego
przestrzegania. Czynnikiem dodatkowo utrudniajacym procedurg jest mozliwos¢ inter-
ferencji innych substancji obecnych w probee, np. obecnodé w moczu ibuprofenu po-
woduje znaczne obniZenie wydajnosc: metylacji metabolitéw oraz standardu we-
wnetrznego — deuterowanego kwasu A°-THC-9- karboksylowego (1).

MATERIAL I METODY

Wzorce kanabinolu (CBN), kanabidiolu (CBD), A% tetrahydrekanabinolu (Ag—
THC) zakup10n0 w firmie Sigma Chemicals (ST. Louis, MO, USA) Wzorce kwasu
11~n0r~A °.THC-9-karboksylowego [9-Karboksy-THC] i A -tetrahydrokanabinolu
(A -THC) otrzymango z Division of Narcotic Drugs, Vienna International Cenire, ONZ.
Odczynniki do derywatyzacji N,O-bis-trimetylosililoacetamid (BSA) i N,O-bis-
trimetylosililotrifluoroacetamid  (BSTFA) oraz odezynnik  metylujacy, N,N-
dimetyloformamid-dimetyloacetal (DMF-DMAY} i wodorotlenek tréjmetyloanilinowy
(TMAH) sa produktami firmy Machery-Nagel. Prébki haszyszu i marihuany pocho-
dzilty ze zbiorow wiasnych Zaldadu Kryminalistyki i Chemii Specjalnej. Odczynniki i
rozpuszezalniki (z wyjatkiem pirydyny) zakupiono w renomowanych firmach i stoso-
wano bez dodatkowego oczyszczania, Pirydyne do derywatyzacji suszono i destylo-
wano znad wodorotlenku potasu.

Do rozdziatu wzorcéw kanabinoidéw oraz analizy ekstraktéw marihuany i haszy-
szu zastosowano chromatograf gazowy HP 5890 z detektorem plomieniowo-
jonizacyjnym (FID). Temperatura komory nastrzykowej wynosita 250° C, a detektora
280° C. Jako gaz nosny stosowano hel. Warunki analizy, w zaleznosci od rodzaju
uzytej kolumny kapilarnej, przedstawiono w opisie Tabeli 3.

Do analizy skladu ekstraktow haszyszu i marihuany uzyto chromatograf gazowy
HP 6890 potaczony z detektorem masowym HP 5973.

Stosowano kolumne kapilarna BP-1 o dlugosci 25 m, $rednicy wewnetrznej 0,22
mm i grubodci filmu 0,25 wm. Temperatura portu nastrzykowego wynosﬂa 240°C,
temperatura zrodia jondw 230° C, przepltyw gazu nosnego (helu) 0,6 cm */min. Tempe-
rature pieca zaprogramowano nastepujaco: poczatkowa temperatura 130° C utrzymy-
wala sig przez 1 minute, nastgpnie wzrastata 0 15° C/min do temperatury 250 ° C, po
czym nastgpowal ponowny wzrost temperatury o 8° C/min do temperatury 295° C,
ktora utrzymywano przez 4 min, Czas trwania analizy wynosit 19 min.

Analiza ekstraktéw marihuany 1 haszyszu oraz frakeji lotnej z suszu roslinnego
wymagala modyfikacji programdéw temperaturowych, ktére podano w opisie poszcze-
gélnych chromatogramdéw.

Uzywano roztwory robocze kanabinolu, kanabidiolu, A°-THC, AE-THC i kwasu
11-nor-A’-THC-9-karboksylowego w etanalu o stezeniu 100 pg/ml.

DERYWATYZACTA

Pochodne trimetylosililowe: 300 ul kazdego roztworu roboczego odparowano do
sucha w temperaturze 40° C w strumieniu argonu, a do pozostatosci dodawano 300 i
pirydyny, 300 pl odczynnika BSA i ogrzewano w temperaturze 70° C przez 20 min.
Roztwdr po ochlodzeniu uzywano do badania metoda GC-FID.
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Stosowang roéwniez inny wariant silanizacji, w ktdrym ukfad BSA/pirydyna zasta-
piono ukladem BSTFA/acetonitryl.

Pochodne metylowe: do 100 wl odparowanego roztworu roboczego dodano od-
czynnik metylujacy, N,N-dimetyloformamid-dimetyloacetal (DMF-DMA), w ilosci
100 pl. Na kolumng chromatograficzng podano 1 pl otrzymanego roztworu stosujac
opcje nastrzyku splitless. Prowadzono rowniez metylacje, przy uzyciu wodorotleneku
tréjmetyloanilinowego {TMAH).

Analiza psychoaktywnych produktéw konopi:

Do rozdrobnionych probek (100 mg) marihuany i haszyszu dodano 2 ml mieszani-
ny chloroform-metanol (1:1), ekstrahowano w tazni ultradZwigkowej, saczono przez
filtry Chromafin® 0,45 pm i w zaleznosci od potrzeby, zatgzano w strumieniu gazu
obojetnego.

Analiza lotnych frakcji marihuany:

Do badania frakeji lotne] marihuany, nadajacej charakterystyczny zapach zielu ko-
nopi, zastosowano ekstrakcje w fazie stalej (Solid Phase Extration — SPE), przy uzyciu
bloku ekstrakcyjnego Backer SPE-126 z regulowana préznia.

I g rozdrobnionego suszu roslinnego umieszczone w kolbie szklanej, termostato-
wanej w temperaturze 50°C. Frakcje, gazowa pobierana za pomoca pompki wodnej
przepuszczano przez kolumne ekstrakeyjng firmy Bakerbond (3 mi) z sorbentem
krzemionkowym (40 um APD,60 A), ktdrg uprzednio kondycjonowano mieszaning
metanol-chloroform (5:1). Szybkos¢ przeptywu frakeji gazowej przez kolumienke
wynosifa ok. 50 ml/min a czas trwania procesu — 6 godzin. Zaadsorbowane zwigzki
wymyto dwukrotnie 1 ml mieszaniny metanol — chloroform (5:1) i ekstrakt przed ana-
lizg GC/MS zatezono w strumieniu argonu do ok, 30 pl.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE
Chromatogram ilustrujacy sklad lotnej frakcji marihuany przedstawiono na Ryc.1.
gg;l:mwmsc 2 :?25
2600000 “
17
2200000

1800000

1400000
14
1000000
800000
200000 |1 2 3
bt 1 i J,.ﬁmmj%m f\ B o
7.0 80 90 10.0 1.0 12.0 13.0

Ryc. 1. Cliromatogram lotnej frakcji marihuany.
Warunki analizy vraz czasy retencji zidentyfikowanych skladnikdw podano w Tabeli 2.
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Poszezegolne zwigzki identyfikowano poréwnujac zarejestrowane widma masowe
z widmami zwigzkdw referencyjnych, z komputerowej bazy danych.
Zidentyfikowane zwiazki przedstawiono w Tabeli 2.

TABELA 2
Czasy retencji, nazwy, masy czasteczkowe oraz wzory stechiometryczne skladnikdw lotnej
frakcji marihuany. Warunki analizy: detekeja MS, kolumna kapilarna BP-1; 25 m x 6,22 mm
% 0,25 um, program temp: 130°C (1 min) - 250°C (0 min}, przyrost 15°C/min , 250°C (0 min) —
295°C (4 min), przyrost 8°C/min, split 5:1.

oznaczeiie |nazwa masa wzor czas
piku zwigzku czasteczkowa stechiometryczny retencii
1 cykloheksanol 100 CsHO 6,85
2 n-heptanal 114 C:HuO 7,09
3 benzaldehyd i 106 C7HO 7,92
4 6-metylhepten-5-on-2 126 CgH, 50 8,40
5 2-etyloheksanol-1 130 CsH g0 9,13
6 tlenek linalolu 170 CioH 02 9,82
7 nerpinanon 138 CsHiO 10,56
8 kamfora 152 CipH160 10,76
9 [B-pinanon 152 CioH160 10,97
10 3-borneol ) i . 154 CiHis0 11,15
cis-3-pinanon ) "e oxdzlone pikd 152 CioHisO
11 alkoho! B-fendrylowy 154 CioHi10 11,41
12 verbenon 150 CuHn0 11,55
13 5-oksokamfora 166 Ciol140; 12,03
14 piperytenon 150 CigH:0 13,18
15 tlenek piperytonu 166 CioHuaO2 1342
16 o-kariofylen 204 CisHzx 14,31
17 B-kariofylen 204 CisHaa 14,47
18 trans-G-bergamoten 204 CisHaa 14,55
19 Q-gujanen 204 CisHaa 14,61
20 ¢t-humulen 204 CisHae 14,83
21 f-selinen 204 CisHas 15,17
22 tt-selinen 204 CisHae 15,26
23 kalamen 202 CisHn 1542
24 tlenek kariofylenu 220 Ci1sH2O: 16,13
25 tlenek kumulenu 220 CisHauO 16,36
26 a-bisabolol 222 CisHasO 16,96

Wg Hood i wspdlprac. (5) w lotnej frakcji ziela marihuany mozna wyréznic trzy
podfrakcje. Podfrakcja [ — niskoczasteczkowe zwiazki zawierajace tlen — etanol, ace-
ton. Ze wzgledu na duze rezpowszechnienie w produktach rodlinnych, podftakcja ta
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posiada niklg wartos¢ diagnostyczng. Podfrakcja II — dominujgca, zawierajaca zwiazki
o charakterze monoterpendw, a takze ich pochodne tlenowe np. o i B-pinen, myrcen,
limonen. Podfrakeja 111 to weglowodory seskwiterpenowe i ich pochodne tlenowe.

W badanym materiale zidentyfikowano czes$¢ zwiazkéw tworzacych podfrakejg I i
III. Zwiazki podfrakcji | w zastosowanych warunkach nie mogly byé oddzielone od
rozpuszezalnika. Analiza niskoczasteczkowych zwiazkow wysokiej lotnosci wymaga
zastosowania kolumn kapilarnych o diugosei minimum 30 m i grubosci fazy stacjo-
narnej powyzej 0,5 pm. Stosunkowo niewielka liczba zwigzkéw podfrakeji IT (czas
retencji od 8 do ok. 12,5 min) moze $wiadczyé o tym, Ze badana prébka pochodzila ze
starego materiatu ro§linnego lub adsorpcja na fazie stalej przebiegata nieoptymalnie
(zbyt szybki przeplyw gazu przez zloze lub nieodpowiedni adsorbent). Lepsze rezul-
taty analizy mozna by uzyskaé stosujgc specjalng przystawke do analizy ,head space™,
sprzezong z komora nastrzykowa chromatografu. Wzajemne relacje zwiazkow pod-
frakeji Il i I1I, ktére moglyby stanowié podstawe porownywania probek marihuany, w
zbyt duzym stopniu zaleza od wieku prébki oraz trudnych do odtworzenia parametrow
przygotowania analizy. Ponadto istnieje duze prawdopodobienstwo zmian skfadu
frakcji w wynika utraty zwiazkow o najwyzszej lotnosei oraz utleniania weglowodo-
row terpenowych i seskwiterpenowych do ich tlenkéw.

Analiz¢ chromatograficzng wzorcéw kanabinoidéw oraz ekstrakidw marihuany i
haszyszu wykonano na trzech rdéznych kolumnach kapilarnych. Dwie kolumny z fazg
niepolarng SPB-1 i OV-1; kolumny réznily si¢ dlugoscia, érednica przekroju we-
wnetrznego i gruboscia fazy. Trzecia kolumna zawierala faze slabo polarng SE-34. We
wszystkich trzech kolumnach uzyskano bardzo dobry rozdziat czterech kanabinoiddw
- A’-THC, A*-THC, CBD i CBN, zaréwno w postaci wolnej, jak i w postaci pochod-
nych silifowych i metylowych (Ryc.2).
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Ryc. 2. Chromatogram mieszaniny wiorcdw kanabinoidow. Waranki analizy GC: detekcja FID,
kolumna kapilarna OV-1; 25 m x 032 mm x 05 um, program temp.: 120°C
{0 min) — 295°C (3 min), przyrost 12°Crmin, split 20:1.
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Wyniki analizy sililowych i metylowych pochodnych kwasu 11-nor-A’-THC-9-
karboksylowego przedstawiono w Tabeli 3,

TABELA 3
Czasy retencji kanabinoidéw na kolumnach kapilarnych o réZnej polarnosci (w min).

typ kolumny
a) k) c}
zwiazek chemiczny Ov-1 BP-1 SE-54

bez pochodne | bez pochodne | bez

derywatyzacji  |silanowe |derywatyzacji® |[metylowe |derywalyzaciji
CBD 14,07 13,01 12,65 10,57 15,59
AMTHC 14,60 13,69 12,98 11,38 15,86
A-THC 14,75 13,80 13,34 11,60 16,08
CBN 13,27 14,47 13,90 12,09 16,76
kwas 11-nor-A*-THC- —_ 16,80 — 14,05 —
9-karboksylowy
[9-karboksy-THC]

¥ . detekcja FID, kolumna kapilarna OV-1; 25 m x 0,32 mm x 0,5 pm, program temp: 120°C
(0 min) — 295°C (3 min), przyrost 12°C/min, split 1:20,  — detekcja MS, kolumna kapilarna
BP-1; 25 m x 0,22 mm x 0,25 um, program temp: 130 °C (1 min) — 250°C (0 min), przyrost
15°C/min, 250°C (0 min) — 295°C (4 min), przyrost 8°C/min, splitless, @ — dane jak w [ 7] z
wyjatkiem: split 6:1), ¥ — czas retencji dotyczy eteru dimetylowego CBD, stwierdzono takze
obecnoéé eteru metylowego CBD o czasie retencji 11,09 min, 9_ detekcja FID, kolumna kapi-
larna SE-54; 25 m % 0,32 mm X 0,5 pm, program temp: 100°C (1 min) — 295°C (3 min), przy-
rost 12°C/min, split 20:1.

Do otrzymania pochodnych sililowych zastosowano dwie procedury. Pierwsza z
nich, wykorzystujaca BSA i pirydyne jako rozpuszezalnik, okazata sig niezadowalaja-
ca. Obserwowano tzw. ,multipeak efekt” wywolany niskq wydajnoscig reakeji, two-
rzeniem sig niepozgdanych produktéw ubocznych oraz szybkim rozkiadem pochod-
nych. Zadowalajace wyniki dal drugi wariant postgpowania, w ktorym do reakeji
uzyto BSTFA w acetonitrylu.

Do otrzymania pochodnych metylowych zastosowano technike derywatyzacji na
kolumnie {.on-column derivatization™), polegajacej na podaniu do kemory nastrzy-
kowej chromatografu roztworu substancji oznaczanej w reagencie. Reakcja derywaty-
zacji w temperaturze komory nastrzykowej (240° — 300° C) zachodzi w ciagu kilku
sekund, a wydajnos¢ procesu metylacji jest zblizona do 100 %. W niniejszej pracy
uzyskano podobng wydajnosé¢ metylacji dla wszystkich zwiazkow z wyjatkiem CBD,
ktéry daje dwa produkty: eter dimetylowy i eter monometylowy z wydajnoécia, odpo-
wiednio 90 % i 10 %.

Rye. 3 przedstawia chromatogram ekstraktu haszyszu pochodzacego z Grecji, na
ktérym uzyskano 29 pikéw odpowiadajacym skladnikom ekstraktu.
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Rye. 3. Chromatogram ekstrakiu haszyszu pochodzacego z Grecji. Warunki analizy oraz czasy
retencji zidentyfikowanych skliadnikow podano w Tabeli 4.

Przedzial czasu retencji do 9,5 min obejmuje n-alkany, kwasy thuszczowe oraz
skladniki olejku eterycznego, ktdrych identyfikacje omoéwiono wezesniej. W prze-
dziale od ok. 10 do 16 min nastgpuje elucja pochodnych kannabinoidow, ktérych w
badanym ekstrakcie zidentyfikowano pietnascie (Tabela 4).

TABELA 4

Czasy retencji 2zwigzkéw wykrytych w ekstrakeie otrzymanym z materialu ro§linnego
pochodzacego z Grecji (haszysz grecki). Warunki analizy: detekcja MS, kolumna kapilarna
BP-1; 25 m x 0,22 mm % 0,25 pm, program temp: 130°C (1 min) — 250°C (0 min), przyrost
15°C/min , 250°C {0 min) — 295°C (4 min), przyrost §C/min, split 6:1.

nr. nazwa masa wzdr czas
piku zwigzku czasteczkowa stechiometryczny retencji
1 kannabidivarin © 286 Ciol502 10,40
2 n-propyl kannabielsoin “ 302 CioH3603 10,83
3 kannabicyciol 3i4 Ca1HypQO2 10,93
4 n-butyt CBD © 300 CaoHasD: 11,10
5 n-butyt A°*-THC @ 300 CaHzDn 11,37
6 | kannabichromen ™ 314 CziHy0; 11,49
7 kannabivarin ¥ 282 CioHz 0z 11,55
8 kannabidiol CBD 314 CziHaOn 11,92
9 kannabikumasone 328 CyHa20s 11,03
i0 kannabikumaronon 328 Ca1Ha504 12,08
i1 | ASTHC 314 C2iH3002 12,22
12 a-kannabielsoin 330 C21H1003 12,34
i3 | A-THC 314 CnHz02 12,55
14 | kannabigerol ™ 316 CaHy20; 12,94
15 kannabingl CBN 310 Co1Has02 13,11

Odsylacz liferaturowy: (a)- (9); (b)-(4Y; ()-(8);(d)-(2,7).
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Ze wzgledu na zlozony skiad ekstraktu, nie uzyskano petnego rozdzielenia wszyst-
kich skiadnikow. Poprawe warunkéw rozdzialu udaje sie niekiedy osiagaé zmieniajac
ilos¢ ekstraktu wprowadzonego na kolumng, modyfikujac program temperaturowy lub
parametry kolumny kapilarne;j.

W przedziale czasow retencji od ok. 13,2 do 16 min. stwierdzono obecnosé grupy
zwiazkdéw, ktore na podstawie widm masowych mozna uzna¢ za kanabinoidy o masie
czasteczkowej powyzej 310, Jednakze nie udalo sig ich zidentyfikowac.

Czgé¢ zwiazkow zidentyfikowanych wystgpuje w ekstrakeie w ilodeiach slado-
wych w stosunku do glownych skiadnikéw THC, CBD i CBN (np. pochodne n-
butylowe) (7) i ich widma MS s3 czesto zaklocone przez gléwne piki widma masowe-
go zwiazkdéw dominujacych. Elektroniczna obrébka widm pozwala zminimalizowad te
zaklocenia, jednak najlepsze efekty daje w tej sytuacji przygotowanie ekstrakiu po-
zbawionego glownych skiadnikow np. przez selektywna ekstrakcje odpowiednio do-
branym uktadem rozpuszczalnikoéw. Mozna réwniez zastosowaé preparatywna HPLC
lub TLC.

Na Ryc. 4. przedstawiono wyniki analizy poréwnawczej czterech probek haszyszu
pochodzacych z rdznych rejondéw geograficznych.

Niewielka zawarto§¢ A°-THC i relatywnie duza CBN é$wiadczy o tym, Ze badany
materiat jest stary, ti. diugo przechowywany. Cennym Zrodiem informacji, umozli-
wiajagcym poréwnanie probek, jest rdzna zawartos¢ pozostatych kanabinoidow, a w
szczegolnodci ich relacje z CBD. Mozna je ustali€ poréwnujac powierzchnie pikow,
gdyz wspdlezynniki korekcyjne dla reakcji detektora FID dla kannbinoidoéw sa bliskie
jednosci. Pordwnywac mozna jednak wylacznie probki swieze lub o jednakowym
okresie przechowywania (réwne wiekiem).

Ryc. 5. przedstawia chromatogramy: A — ekstraktu prébki marihuany zakwestio-
nowanej u osoby zatrzymanej, B — ekstraktu uzyskanego ze swiezegoe materialu ro-
§linnego w Polsce (tzw. samosigjka), C — ekstraktu ziarna konopi indyjskich.

Marihuzana zakwestionowana (chromatogram A) zawiera relatywnie duzo A>-THC
(jako suma THC i odpowiedniego kwasu) i niewielka iloé¢ CBN. Dowodzi to, Ze mma-
ferial jest Swiezy i wywolywaé moze silny efekt odurzajacy. Natomiast chromatogram
B wykazuje, ze badany materiat ma bardzo slabe dzialanie odurzajace.

Najwigksze stezenie kanabinoidéw obserwuje sie w szczytach kwiatostandw,
znacznie mniej w todygach i liSciach. Chromatogram C pokazuje, ze przy zastosowa-
niu odpowiedniej techniki ekstrakcji, mozna réwniez w innych partiach rosliny, m. in.
w nasionach, wykry¢ szerokie spektrum pochodnych kanabinoidéw.
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Rye. 4. Chromatogramy ekstrakiow haszyszu z réinych regiondw geograficzaych: A — haszysz
pochodzenia afvykariskiego (nieznana czes¢ Afryki), B — haszysz grecki, C — huszysz indyjski,
D — haszysz, tzw. ,,Czarny Afgan”.

Warunki analizy GC: detekeja FID, kolumna kapilarna SE-54; 25 m x 0,32 mm x 0,5 ym, pro-
gram temp: 100°C (1 min) - 295°C (3 min), przyrost 12°C/min, split 20:1.
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Ryc. 5. Chromatogramy ekstraktow rdznych probek rosliny Cannabis. A — $wieze konapie siew-
ne, B — tzw, samosiejka wyhodowana w Polsce, C — nasiona konopi pachodzqeych z Hiszpanii.
Warunki analizy GC/MS.: detekcja MS, kolwmna kapilarna BP-1; 25 m x 0,22 mm x 0,25 um,
program temp.: 130°C (1 min) — 250°C (0 min), przyrost 15°C/min, 250°C (0 min) — 295°C (4
min}, przyrost 8 C/min, split 6:1.
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Pod adresem toksykologéw i analitykéw kierowane sa czgsto pytania czy zakwe-
stionowane przedmioty, np. fajka, fifka szklana, mogly shuzyé do stosowania marihu-
any lub haszyszu. Nawet jesli tego typu dowdd rzeczowy jest oczyszezony 2 resztek
materialu pozostalego po paleniu, dosé fatwo jest uzyskaé ekstrakt zawierajacy specy-
ficzne zwiazki i jednoznacznie ustali¢, czy uzyto go do palenia marihuany, haszyszu
lub tylko tytoniu. Przyklad analizy GC-MS iiustrujacy ten problem przedstawia Ryc.
6. W ekstrakcie chloroformowym, otrzymanym po przemyciu Scianek fajki do zazy-
wania tabaki wykryto nikotyne, A>-THC, CBN i CBD.
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Rye. 6. Chromatogram ekstraktu otrzymanego przez przemycie chloroformem Scianek fajki do
zazywania labaki.

Warunki analizy GC/MS: detekcja MS, kolumna kapilarna BP-1; 25 m x 0,22 mm x (0,25 pum,
program temp.: 120°C (I min) — 245°C (0 min), przyrost 12°C/min, 245°C (1 min) — 295°C (4
min), przyrost 6°Cluiin, split 6:1.

WNIOSKI

1. Chromatografia gazowa w zastosowanych warunkach pozwala rozdzielac ztozone
mieszaniny kanabinoidéw wystepujace w réznych produktach Cannabis sativa.

2. Derytawyzacja kanabinoidéw przed analiza chromatograficzng poprawia znacznie
rozdzial poszczegolnych skladnikéw marihuany i haszyszu.

3. Zastosowanie spektrometrii masowej pozwala zidentyfikowaé kilkadziesiat roz-
dzielonych chromatograficznie sktadnikéw marihuany i haszyszu.

4. Opisana metodyka jest wystarczajaco czula aby ustali¢, czy fajka lub tzw.: ,fifka”
byly uzywane do palenia marihuany.
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STRESZCZENIE

Opracowano warunki rozdziatu i identyfikacji metods chromatografii gazowej
sprzgzonej ze spektrometria masowa‘g(GCfMSg mieszaniny kannabinoidow: kannabi-
nolu (CBN), kannabidiolu (CBD), A’-THC, A™-THC i 9-karboksy-THC oraz ich po-
chodnych trimetylosililowych. Metode te zastosowano do analizy kannabinoidéw
w lotnej frakcji marihuany, w ktérej zidentyfikowano 26 skladnikéw, haszyszu pocko-
dzacego z Grecji zawierajacego 15 skladnikéw oraz probek haszyszu z Afryki, Indii i
Afganistanu, Rozdzielono i zidentyfikowano kannabinoidy w ekstraktach Swiezych
konopi siewnych wyhodowanych w Polsce oraz nasion konopi z Hiszpanii.

Zaproponowane warunki analizy kannabinoidéw i produktéw ich derywatyzacji
moga by¢ zastosowane réwniez do analizy kannabinoidow w plynach biclogicznych.

Stowa Kluczowe: kanabinoidy, marihuana, haszysz, chromatografia gazowa, spektro-
metria masowa, derywatyzacja.
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