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Abstract

In the study, analytical conditions for the determination of selected cannabinols by GC-FID and HPLC-UV methods were opti-
mised and an attempt was made to develop a determination procedure for these compounds in hair. Application of MTBSTFA
derivatisation of cannabinols in the GC-FID procedure resulted in much lower limits of detection. For hair sample preparation in
the HPLC-UV procedure, ultrasonic-assisted extraction (UAE) and dichloromethane as an extrahent were chosen. The best chro-
matographic separation of cannabinols was achieved by HPLC-UV in isocratic elution with acetonitrile and 0.05 mmol/dm” for-
mic acid (75:25, v/v). For the developed procedure which utilised UAE-HPLC/UV, the evaluated limits of detection in hair were:
3.4 ng/g for THC, 0.2 pg/g CBN, 0.5 png/g CBD and 0.4 pg/g for THC-COOH. The procedure was applied to the determination of
cannabinols in authentic hair samples (n = 12), and the average concentrations in 1 g of hair were: 3.4 pg THC (n=1); 1.4 ug CBD
(n=7);0.5pug CBN (n=11) and 2.1 pg THC-COOH (n = 12).
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1. Introduction

Cannabis is the most frequently abused drug in Eu-
ropean Union countries. In 2002, about 6% of young
people in Poland (aged 15-34) admitted to using can-
nabis (at least once a year), whilst the European Union
average value was approximately two times higher
[12]. Inhabitants of large urban conglomerations most
frequently admit to marihuana and hashish abuse. Ac-
cording to research that was carried out in 2002 among
Warsaw inhabitants aged 16-24, 48% of the study
population admitted to one-off marihuana or hashish
use [24]. Results of analysis of biological material col-
lected from living persons that was carried out at the
Department of Forensic Medicine, Medical University

of Gdansk in 1997-2002 show that cannabis was de-
tected in 40% of people in a studied group in which
drugs of abuse were detected. Analogous analysis of
post-mortem biological materials which were positive
for drugs of abuse revealed that only 4% of cases were
positive for cannabis.

The decree of the Minister of Health on the list of
substances acting similarly to alcohol and conditions
of their determination in the body issued in 2003 [29]
together with its amendment issued in 2004 [30], relat-
ing to the temporary concentrations of psychoactive
substances in the body, imposes on a laboratory, amongst
other things, the obligation to detect at least 2 ng of
A’-tetrahydrocannabinol in 1 ml of blood and 20 ng of
11-nor-A’-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in
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1 ml of urine during chemical-toxicological analysis.
However, sometimes there is a need for confirmation
of the chronic abuse of cannabis, which must be
achieved by the analysis of epidermal outgrowths of
the skin, such as hair or nails.

2. Determination of cannabinols in hair

Although there are many compounds in cannabis
products which are classified as cannabinols, such as
cannabidiol (CBD) and cannabinol (CBN), it is A’-te-
trahydrocannabinol (THC) which is mainly responsi-
ble for psychoactive effects. THC is intensively meta-
bolised in the human body to its main metabolite,
11-nor-A’-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid (THC-
COOH). The mechanism of incorporation of drugs into
hair is not well known. Drugs and metabolites are en-
trapped by the hair bulb from the blood reaching the
hair root and incorporated into the shaft. Average hair
growth rate is from 0.3 mm to 0.4 mm/day (0.9-
1.2 cm/month). Hair growth depends on race, sex, age,
nutrition, physiological and pathological factors [2].

Biological sample preparation is a complex task
and its stages and operations can be a source of loss of
analytes as well as additional contamination and errors
[23]. In order to correlate the concentration of drugs in
hair with the time of their consumption, the hair sam-
ple should be collected from the back of the head (ver-
tex posterior region), since this is the region of least
variation of growth rate and loss. A hair sample of the
thickness of a pencil (diameter about 0.5 cm) should be
tied as near as possible to the skin with a thread. Hair
samples should be cut as close as possible to the scalp.
If this is not possible, the remaining uncut length
should be measured and recorded. The root (proximal)
side should be marked. This is done to enable segmen-
tal analysis. A hair sample may also be plucked out
with hair roots (in post-mortem cases). The hair speci-
men should be packed in an envelope, plastic bag, or
glass container. It can be stored at room temperature or
in a fridge (4°C). If wet, the hair sample should be
dried at room temperature.

In the case of hair analysis, the possibility of false
positive results caused by the absorption of substances
(including drugs) on the hair surface is an important is-
sue. This causes difficulties in distinguishing drugs
which were absorbed onto the hair surface from the en-
vironment (passive exposure) from those which were
incorporated directly from the blood.

Therefore before the actual analysis, hair samples
must be subjected to the procedure of decontamina-
tion. The hair washing procedures usually applied con-

sist in rinsing at room temperature for several minutes
in dichloromethane [1, 13, 10, 27], deionised water
and acetone [19, 20] or a mixture of methanol and eth-
anol [11]. A robust extraction method of analytes is
very important in the analysis of drugs in hair. Com-
plete hydrolytic digestion of hair facilitates this pro-
cess. Therefore an appropriate hydrolysis method must
be chosen. Severe hydrolysis conditions may cause
degradation of analytes. The following hair hydrolysis
methods were used: 500 mg hair was incubated in 1 ml
of 1 mol/dm® NaOH for 10 min at 95°C [5, 6]; then, to
20 mg hair, 2 ml of 8 mol/dm’ of urea was added and
hydrolysis was carried out at room temperature over-
night. Next, to15 mg hair, 0.5 ml of 10 mol/dm® NaOH
was added and kept in a thermostat for 30 min at 70°C
[37], and 20 mg hair was hydrolysed by adding 200 pl
of 1 mol/dm’ hydrochloric acid (HCI) at 60°C for
60 min [14].

Alkali hydrolysis is the most frequent type of hy-
drolysis used. It is considered more efficient and re-
peatable than acid and enzymatic hydrolysis [8, 39].
Biological material extraction offers many advan-
tages, for instance simplifying of the matrix of the
original sample and the possibility of increasing the
concentration of the analyte [22]. Biological samples
are an example of samples in which transferring of
analytes into the secondary matrix is especially cru-
cial, because it enables analysis of samples by chro-
matographic techniques [5, 6, 11, 33, 37].

Among the techniques used in extraction of can-
nabinols from hair samples that have been previously
hydrolysed are solvent liquid-liquid extraction (LLE),
solid phase extraction (SPE), and ultrasonic-assisted
extraction (UAE). An LLE solvent should be insoluble
in water, very pure (to minimise sample contamina-
tion) and volatile (to ease the subsequent evaporation
process). Among solvents which are most frequently
used for extraction of cannabinols from biological
samples, are: methanol, ethyl acetate, acetone, aceto-
nitrile, dichloromethane or a mixture of these solvents.
To extract analytes from a sample by the ultrasonic-as-
sisted extraction technique (UAE), a sample is placed
in a glass or metal container and put in an ultrasound
bath or an ultrasound probe is placed in the container.
Ultrasound frequency used in solvent extraction
ranges from 20 kHz to 500 kHz. Advantages of the
UEA technique include: good repeatability, the possi-
bility of applying this technique to samples of various
sizes, high extraction efficiency, the possibility of car-
rying out several extractions simultaneously [18, 26].
Solid phase extraction SPE is defined as transferring
of analytes from liquid samples to solid phase, which
is made up of specially selected sorbents [21].
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Derivatisation is applied only if it is really neces-
sary, as it complicates the composition of the extrac-
tion matrix, extends the time of analysis and increases
its cost. Its main advantage is that it improves the limit
of detection by as many as several times [32, 35]. The
most popular and universal derivatisating agents that
block polar proton donating groups are sililating
agents [31]. The agents which are most frequently
used for derivatisation of cannabinols are MTBSTFA
[3, 7, 36, 37, 40], PFPA/PFPOH [6, 17], BSTFA [6,
16]and TMAH [15, 38]. In our study for derivatisation
of cannabinols, the sililating agent tert-butyldimethyl-
osililtrifluoroacetamide with 1% tert-butyldimethyl-
silil (MTBSTFA + 1% TBDMS) was used. MTBSTFA
is very reactive, and its main role is to exchange the
hydrogen atom that is bound to the heteroatom for the
functional group [-Si(CH3),C(CH;);]. The TBDMS
derivatives that arise are characterised by higher vola-
tility and less polarity compared to parent cannabinols.
Moreover, they should be more stable and sensitive
during gas chromatography analysis [34].

3. Materials and methods
3.1. Chemical reagents and study material

In the study, the following chemical reagents were
used: (HPLC grade or pure for analysis grade): ace-
tone, acetonitrile, methanol, dichloromethane (Merck,
Germany), hexane (Promil Chemicals, England),
MTBSTFA in 1% TBDMS (Sigma-Aldrich, USA),
ethyl acetate, formic acid, acetic acid, sulphuric acid,
potassium hydroxide (POCh, Poland) and standards:
THC, CBD, CBN and THC-COOH at a concentration
of 1 mg/ml in methanol (Cerilliant, LGC Promochem,
USA).

Hair samples were collected from anonymous vol-
unteer students at Gdansk University of Technology in
February 2005. The students admitted the use of can-
nabis during the previous several months. The samples
were stored in sealed plastic bags at room temperature.

3.2. Apparatus

The following apparatus and analytical equipment
were used during optimisation of the analytical proce-
dure and performing of the actual study:

— ThermoFinnigan Focus GC gas chromatograph
equipped with a flame ionisation detector (FID),
Rtx-5 Sil MS Restek column, length 30 m, inner di-
ameter 0.25 and film thickness 0.25 um. The analy-
sis was carried out at a detector temperature of

315°C, injector temperature of 280°C and oven
temperature program: 150°C for 0.7 min, ramp to
270°C at 15°C/min, maintain at 270°C for 1 min,
increase to 290°C at 2°C/min, maintain at 290°C
for 5 min. 2 pl samples were injected into injector
operating in splitless mode. Gas flow rate was
1 ml/min,;

— ThermoFinnigan Trace GC gas chromatograph
equipped with mass spectrometer (MS), Rtx-5 Sil
MS Restek column (length 30 m, inner diameter
0.25 and film thickness 0.25 pm). 2 pl samples
were injected into the injector operating in split
mode. Analysis was carried out at an injector tem-
perature of 280°C and at the same programmable
oven temperature as in GC-FID. The MS detector
was operated in electron ionisation mode (EI).
Spectrum recording was carried out in scan mode
(SCAN) in the range from 50 m/z to 650 m/z as
well as in selected ion monitoring mode (SIM);

— Shimadzu LC10Avp liquid chromatograph with
UV/VIS detector, manual injector with 5 pl loop,
column filled with octadecyl modified silica Luna
5 um C18(2), Phenomenex (length 15 cm, inner di-
ameter 4.6 mm, particles diameter 5 um).

— C-18 SPE J.T. Baker extraction columns, an ultra-
sonic bath (Polsonic, Poland), a TLC Plate Heater I1I
(Camag, Switzerland) and water deionisation system
(Millipore, USA) were also used in the study.

4. Results and discussion

Validation of the method was carried out by evalu-
ation of selected parameters such as: selectivity, lin-
earity, limits of detection and quantification, limits of
working range and uncertainty of measurements after
previously performed optimisation of GC-FID and
HPLC-UV determination conditions. Limits of detec-
tion LOD in most cases were calculated based on the
signal/noise ratio (Table I, III and IV). To do this, the
noise level was determined for a chromatogram ob-
tained for a blank sample (mean of 10 peaks integrated
near the retention time of an analyte) and the achieved
value was multiplied by 3 and then the obtained signal
value was converted to a concentration.

In Table I the limits of quantification values LOQ
calculated from the previously determined limits of
detection, based upon calibration curves, are pre-
sented.

33xs
a

LOD =

{1}
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The LOD value was evaluated based on the slope of
the calibration curve (a) and the average value of stan-
dard deviation (s) calculated from the mean of inter-
cept standard deviation (s,) and residual standard
deviation value (sy) [25]. Limits of quantification
LOQ were calculated as a triplicate of evaluated limits
of detections values LOD.

4.1. Selection of GC-FID and GC-MS analytical
conditions

In order to evaluate the limits of detection and
quantification of underivatised THC, CBN, CBD and
THC-COOH by both GC-FID and GC-MS, 2 pl of
each standard (THC, CBN, CBD, THC-COOH) at
a concentration of 1 mg/ml was injected onto chro-
matographic column. Calculated values of limits of
detection and quantification are presented in Table I.

TABLE I. LIMITS OF DETECTION AND QUANTIFICA-
TION OF UNDERIVATISED CANNABINOLS
BY GC-FID AND GC-MS

THC CBN CBD THC-COOH

GC-FID LOD 99 75 43 Not
detected

LOQO 300 224 130

GC-MS LOD 38 56 60 Not
detected

LOQO 120 170 180

Due to non-detection of a certified THC-COOH
standard by GC-FID (at the relatively high concentra-
tion of 1 mg/ml), in accordance with literature data [3,
7,36, 37, 40], we decided to introduce a derivatisation
stage into the analytical procedure in subsequent ex-
periments.

In order to optimise the determination procedure
and lower the limits of quantification, three procedures
of derivatisation were tested (Table II).

2 ul of the analysed samples previously derivatised
by method A were injected onto a GC-FID column and
4 ul of aliquots were injected onto a GC-MS column.
The results of chromatographic analysis of samples
derivatised by method A were not positive.

The main reason might have been the loss of very
volatile derivatisation products during evaporation of
the solvent under nitrogen. This hypothesis was con-
firmed by the results achieved by method B. The only
difference between method A and B was omission of
post reaction drying of derivatisation products under

nitrogen. In accordance with Bourquin and Brennei-
sen’s suggestions [3], methods A and B were modified
(method C). Limits of detection and quantification of
cannabinols achieved by methods B and C and with
the application of GC-FID and GC-MS are summa-
rised in Table III. GC-MS was operated in scan mode
during determination of cannabinols.

TABLE II. COMPARISON OF DERIVATISATION METH-
ODS OF CANNABINOLS WITH MTBSTFA RE-
AGENT

Method Method description

A[37] 2 ulof THC, CBN, CBD standards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1 mg/ml were
evaporated to dryness under nitrogen.
Derivatisation: 75 ul MTBSTFA, 90°C, 1h.
Reaction products were evaporated to
dryness under nitrogen.
Residue was reconstituted in 75 pl ethyl
acetate.

B 2 ul of THC, CBN, CBD standards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1mg/ml were
evaporated to dryness under nitrogen.
Derivatisation: 75 ul MTBSTFA, 90°C, 1h.
The residue was reconstituted in 75 pl
ethyl acetate.

C 3] 2 ul of THC, CBN, CBD standards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1 mg/ml were
evaporated to dryness under nitrogen.
Residue was reconstituted in 75 pl
acetonitrile.

Derivatisation: 75 ul MTBSTFA, 90°C, 1h.

TABLE III. LIMITS OF DETECTION AND QUANTIFICA-
TION OF CANNABINOLS AFTER DERIVATI-
SATION BY GC-FID AND GC-MS [pg/ml]

GC-FID GC-MS
Method Method Method Method

B C B C
THC 1.7 1.3 1.2 0.74
CBN 0.70 1.4 0.86 0.62
CBD 0.59 0.18 0.98 0.78

THC-COOH 0.065 0.30 0.52 0.64

Derivatisation method C resulted in better limits of
detection for THC after analysing of standards by
GC-FID and GC-MS. In the case of THC-COOH,
lower LOQ values were achieved by utilising method
B. When determining CBN by GC-FID, lower limits
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of quantification were achieved for method C, whereas
method B turned out to be more sensitive using
GC-MS. Approximately 13 pg CBD in 1 ml solution
was detected during GC-FID analysis, whilst CBD
was detected using GC-MS in SCAN mode only when
its concentration was two times higher (about 26 pg/ml).
Finally, method B was selected, for which — using
GC-FID - the limit of quantification for THC-COOH
was lower. For evaluation of improvement in method
sensitivity after derivatisation of cannabinols com-
pared to underivatised cannabinols, using GC-FID and
GC-MS, Table IV was drawn up.

TABLE IV. CANNABINOLS SIGNAL INTENSIFICATION
GAIN USING GC-FID AND GC-MS WITH DERI-
VATISATIONBY METHOD B COMPARED TO
UNDERIVATISED COMPOUNDS

THC CBN CBD THC-COOH
GC-FID 180 320 220 -
GC-MS 90 200 180 -

In the case of cannabinols determination by
GC-FID after derivatisation, the limits of quantifica-
tion were much lower than for underivatised com-
pounds. Signal intensification gain was in the range
from 180 (for THC) to 320 (for CBN). Limits of quan-
tification for the other analytes were lower. Signal in-
tensification gain using GC-MS for THC was 90, and
200 for CBN. Derivatisation had a positive effect on
THC-COOH determination. THC acid was detected
by GC-FID and GC-MS.

In a subsequent study, derivatisation by method B
was applied. To improve the limit of detection of
cannabinols, selected ion monitoring (SIM) is recom-
mended. In SCAN mode, the most intensive ions of
analysed cannabinols were determined after derivati-
sation with MTBSTFA: m/z = 428, 345 and 413 for
THC derivative, m/z =418, 475 and 344 for CBD de-
rivative, m/z = 409, 424 and 367 for CBN derivative
and m/z = 515, 572, 557 for THC-COOH derivative.

To prepare calibration curves for the procedure
which used derivatisation (method B) and GC-FID gas
chromatography, 5 standard mixtures were analysed in
the range of concentration from 30 pg/ml to 1000 pg/ml.
2 ul of each sample was injected onto a column. Chro-
matographic analysis of each sample was done in trip-
licate. Taking into consideration correlation coef-
ficients equal to R* = 0.992 — 0.999, (chromatographic
peaks areas and corresponding concentrations) we could
state that in the studied concentration range there is
a linear correlation between these variables.

4.2. Selection of HPLC-UYV conditions

Determination of cannabinol type compounds by
HPLC was carried out in the reverse phase system,
which is the most appropriate for separation of non-
polar and slightly polar compounds. On the basis of lit-
erature data [21, 28], two wavelengths of 228 and
278 nm were chosen for determination of cannabinols.
Gradient elution of three solvents (A —0.05 mmol/dm’
acetate buffer, B — acetonitrile, C — methanol) [9] was
primarily applied. For the first 2 min, the phase com-
position was the following: 13% A, 22% B, 65% C.
For the next 25 min, acetonitrile content (B) increased
to 35% with an accompanying decrease in solvent A
(Figure 1 a).

Chromatographic analysis in this phase system
showed no repeatability of retention times (retention
times varied by even 2—5 min). Moreover, chromato-
graphic analysis did not provide sufficient separation
of THC-COOH and CBD. In subsequent experiments,
acetic buffer was replaced with formic acid solution at
the same concentration. Separation was carried out in
isocratic conditions. These changes improved the re-
peatability of retention times. To achieve better sepa-
ration of THC-COOH and CBD, methanol was
excluded from the mobile phase composition. Elution
was done in iscoratic conditions for 30 min. The mo-
bile phase consisted of acetonitrile and aqueous solu-
tion of formic acid at 0.05 mmol/dm® (87:13, v/v).
Chromatographic analysis ensured correct separation
of THC-COOH and CBD (Figure 1 b). As a result of
optimisation of mobile phase composition, the best
separation was achieved by isocratic elution of mobile
phase consisting of acetonitrile and 0.05 mmol/dm’
formic acid, 75:25, v/v (Figure 1 c).

For preparation of calibration curves, 5 standard
mixtures were analysed in the range from 0.1 pg/ml to
1000 pg/ml by HPLC-UV. 5 pul of the sample was in-
jected onto a column. Chromatographic analysis of all
samples was repeated 3 times. Taking into consider-
ation correlation coefficients (+* = 0.999 in all cases),
we could state that in the studied concentration range
from 0.1 pg/ml to 1000 pg/ml, there is a linear correla-
tion between chromatographic peaks areas and the cor-
responding concentrations of analytes. The ascer-
tained extended measurement uncertainty (calculated
as doubled standard deviation for 6 measurements) for
analyte concentrations of 1 pg/ml, using HPLC-UV
(for 228 nm) was: 6.2% for THC-COOH; 6.9% for
CBD:; 6.5% for CBN and 3.8% for THC.
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Fig. 1. HPLC/UV chromatograms achieved by analysis of a cannabinols standard mixture sample (peaks from the left-hand side:
THC-COOH, CBD, CBN, THC) at 0.1 pg/ul; wavelength 228 nm; mobile phase: a — acetonitrile:methanol: 0.05 mmol/dm® acetate
buffer (gradient elution); b — acetonitrile: 005 mmol/dm’ formic acid (87:13); ¢ — acetonitrile:0.05 mmol/dm® formic acid (75:25).

4.3. Comparison of detection and quantification
limits achieved by GC-FID and HPLC-UV

Limits of detection for particular analytes achieved
using GC-FID after derivatisation calculated on the
basis of residue standard deviation were lower than
limits of detection calculated on the basis of standard
deviation of intercept (Table V). However, the range
of calculated values of limits of detection was the
same, so the average value of both measurements was

accepted. The limits of quantification ranged within
0.27-0.64 pg/ml. The lowest LOD (LOQ) was ob-
tained for CBN, the highest for CBD. The limits of
detection for THC (0.35 pg/ml) and THC-COOH
(0.33 pg/ml) were similar. For verification of the as-
certained limits of quantification, 5 ul of certified
THC-COOH standards at concentrations of 0.035 pg/ml,
0.050 pg/ml and 0.110 pg/ml were injected. THC-
COOH was detected and determined only at its highest
concentration, which was in accordance with evalu-
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ated LOQ, which was based upon calibration curves.
Comparing LOQ for cannabinols evaluated by GC-
FID (with derivatisation of analytes) and HPLC-UV,
we conclude that lower limits of quantification for
CBN, CBD, and THC-COOH were achieved by using
a liquid chromatograph with a UV detector (Table V).

TABLE V. COMPARISON OF EVALUATED LIMITS OF
QUANTIFICATION OF CANNABINOLS
ACHIEVED BY GC-FID WITH DERIVATISATION
AND HPLC/UV BASED UPON CALIBRATION
CURVES OF STANDARDS AND HAIR SAMPLES
(TAKING INTO CONSIDERATION UAE TO-
GETHER WITH RECOVERY VALUES)

THC CBN CBD THC-COOH
LOQ for standard solutions [pg/ml]
GC-FID 0.4 0.3 0.6 0.3
HPLC-UV 2.2 0.2 0.4 0.2
LOQ for hair samples [ug/g]
GC-FID 0.8 0.5 1.2 1.0
HPLC-UV 3.4 0.2 0.5 0.4

Standard solutions of all analytes within the range
of concentrations from 30 pg/ml to 1000 pg/ml, which
were used for preparing a calibration curve used in
chromatographic determination were stored at —20°C.
After 48 h, analyses of these samples were repeated. In
all samples, concentrations of derivatives after 48 h
were lower (down to as little as 50%) than concentra-
tions determined in samples directly after preparation
for chromatographic analysis. This was to due to the
partial evaporation of part of TBDMS volatile deriva-
tives in spite of tightly closed vials and low tempera-
ture of storage. As a result of this observation, it was
realised that it was necessary to check the mass of the
vials with samples injected onto the chromatograph
(and, if necessary, take into account mass loss during
calculations) or in the case of large losses of analytes,
use newly prepared solutions.

In the case of authentic hair samples, the problem
of analyte loss should be overcome by using isotopic
labelled cannabinol standards (GC-MS) or minimised
by using unlabeled internal standard (GC-FID).

4.4. Selection of preparation and hair analysis
parameters

Taking into acccount satisfactory LOQ values,
good chromatographic separation of cannabinols, sim-

plicity of measurements, for subsequent stages of the
study we decided to apply the optimised procedure of
cannabinols determination by the HPLC-UV system.
Before the actual analysis, hair samples were washed
by dipping in methanol for 5 min and dichloromethane
for 5 min. Hair samples were dried at room tempera-
ture, cut into 1-2 mm pieces and weighed out. The sol-
vent extraction method (LLE), ultrasonic-assisted ex-
traction (UAE) and solid phase extraction (SPE) were
chosen for evaluation of isolation efficiency of
analytes.

Initially prepared hair samples were hydrolysed be-
fore solvent extraction. Hydrolysis was performed in
2 ml of 1 mol/dm® potassium hydroxide at 95°C for
15 min. Solvent extraction was carried out in two
ways: after acidification of hydrolysed sample with
concentrated formic acid (0.5 ml) or from alkali me-
dium without addition of any reagents. The main ex-
traction steps were: adding of 4 ml of a mixture of
hexane:ethyl acetate, (9:1, v/v), manual shaking for
10 min, centrifuging (3000 cycles/min, 4°C, 10 min),
transferring of organic layer, solvent evaporation un-
der weak nitrogen stream and reconstitution of residue
in 100 pl methanol. The extracted samples were ana-
lysed by HPLC-UV.

In ultrasonic-assisted extraction (UAE), 4 ml of
methanol was added to unhydrolysed hair samples,
which were then incubated in an ultrasonic bath at
40°C. After 5 h, the organic layer was separated end
evaporated under nitrogen. The residue was reconsti-
tuted in 100 pl methanol. The extraction samples were
analysed by HPLC-UV.

In solid phase extraction (SPE), the sorbent was
conditioned with methanol and water. The volume of
each solvent was equal to the capacity of the column.
Before extraction, hair samples were hydrolysed. The
hydrolysis process was performed with 2 ml of 1 mol/dm’
potassium hydroxide at 95°C for 15 min. The sample
was acidified by adding 0.5 ml of concentrated formic
acid, diluted with 5 ml of deionised water and intro-
duced onto the extraction columns. Then, the column
bed was dried under vacuum for 3 min. The analytes
were eluted with 4 ml of acetone and dichloromethane
mixture (3:1, v/v). After evaporation under nitrogen,
the residue was reconstituted in 100 pl of methanol.
The extracts were analysed by HPLC-UV.

Ultrasonic-assisted extraction (UAE) turned out to
be the most efficient. The average SPE recovery was
about 25%, for acidic LLE about 19%, for alkali SPE
about 17%, whereas for UAE the average recovery
was 58% (48% for THC, 32% for THC-COOH, 85%
for CBD and 67% for CBN). In order to improve ex-
traction efficiency and potentially apply the method to
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TABLE VI. RECOVERIES ACHIEVED DURING HPLC/UV ANALYSIS OF UAE HAIR EXTRACTS
AND WATER SPIKED WITH STANDARDS WITH DICHLOROMETAHENE USED AS

A SOLVENT EXTRAHENT
THC CBN CBD THC-COOH
Types of analysed samples Recovery [%]
Hair + dichloromethane Unhydrolysed 64 78 77 50
Hydrolysed 63 50 70 53
Water + dichloromethane  Neutral 85 92 86 86
Acidic 80 88 87 79

urinalysis, methanol was replaced with dichloro-
methane [11]. The results achieved with UAE and di-
chloromethane are presented in Table VI.

Comparing the extraction efficiency of cannabi-
nols from hair, better recoveries were obtained for
unhydrolysed samples (except for THC-COOH). For
water samples, better extraction was achieved in a neu-
tral medium; in acidic medium extraction of analytes
was less efficient.

Recoveries for aqueous samples in neutral pH were
in the range 85-92%. Recoveries of cannabinols for
hair samples were in the 50-78% range.

4.5. Authentic hair samples analysis

Authentic hair samples were collected in January
2005 from volunteer anonymous students of Gdansk
University of Technology who admitted having used
marihuana or hashish in the previous three months.
The samples were stored in sealed plastic bags at room
temperature. Authentic hair samples were analysed ac-
cording to the procedure described below.

About 100 mg of hair was washed by dipping it in
methanol for 5 min and dichloromethane for 5 min.
Hair samples were dried at room temperature, cut into
1-2 mm pieces and weighed out. Samples prepared in
this way were extracted by ultrasonic-assisted extrac-
tion. 4 ml of dichloromethane was added to the sam-
ples, which were then incubated in an ultrasonic bath
for 5 h at 40°C. After that, the samples were centri-
fuged (3000 cycle/min, 4°C, 10 min) and the organic
layer was separated from the hair. The solvent was
evaporated in a weak nitrogen stream and the residue
was reconstituted in 100 pl methanol. The extracted
samples were analysed by HPLC-UV (acetonitrile-for-
mic acid, 75:25, v/v, 228 nm). Recovery values were
taken into consideration in quantifying analysis.

In the 12 analysed samples, THC was detected at a
concentration of 3.4 pg/g hair in only one case. CBD
was detected in 7 samples in the range from 0.5 pg to

3.3 ngin 1 ghair (average 1.4 pg), CBN in 11 samples
in the range from 0.2 pg to 1.8 pg in 1 g hair (average
0.5 pg/g), whereas THC-COOH was determined in all
samples in the range from 1.2 pg to 6.6 pg in 1 g hair
(average 2.1 pg/g THC-COOH).

5. Conclusions

In the primary stage of the study, GC-FID and
HPLC-UV determination conditions were optimised.
The most efficient extraction method was ultra-
sonic-assisted extraction with the application of di-
chloromethane as a solvent. In view of the need to
determine THC-COOH, GC-FID could only be used
after derivatisation. Significant lowering of limits of
detection was possible to achieve by derivatising
cannabinols with MTBSTFA. The best chromato-
graphic separation was achieved by using HPLC-UV
in the following isocratic elution system: acetonitrile
and 0.05 mmol/dm’ formic acid (75:25, v/v). The re-
tention times for particular compounds were also sta-
ble using this system. In the developed procedure
which utilised UAE-HPLC-UV, evaluated limits of
detection in hair were as follows: 3.4 pg/g for THC;
0.2 pg/g for CBN; 0.5 pg/g for CBD and 0.4 pg/g for
THC-COOH. This procedure was also used for deter-
mination of cannabinols in authentic samples (n = 12) —
the average concentration for 1 g hair was: 3.4 pg for
THC (n =1); 1.4 ng for CBD (n =7); 0.5 pg for CBN
(n=11) and 2.1 pg for THC-COOH (n = 12).
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OZNACZANIE THC, THC-COOH, CBN I CBD WE WLOSACH
Z. WYKORZYSTANIEM DERYWATYZACJI ORAZ TECHNIK

CHROMATOGRAFICZNYCH

1. Wprowadzenie

Przetwory konopi indyjskich sa najczgsciej stosowa-
nymi narkotykami w krajach Unii Europejskiej. Do
przyjmowania konopi (co najmniej jednokrotnie w ciagu
roku) przyznato si¢ w 2002 roku w Polsce ok. 6% mto-
dych osob (15-34 lat), podczas gdy srednia w krajach
Unii Europejskiej byta w tym czasie okoto dwa razy
wigksza [12]. Do stosowania marihuany i haszyszu naj-
czgsciej przyznaja sie¢ osoby pochodzace z duzych sku-
pisk miejskich. Wedtug badan z 2002 r. przeprowadzo-
nych wsrdd mieszkancow Warszawy w wieku od 16 do
24 lat, do jednokrotnego uzycia marihuany albo haszyszu
przyznato si¢ 48% badanych [24]. Z badan materiatu bio-
logicznego pobranego od oséb zywych przeprowadzo-
nych w Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sadowej Aka-
demii Medycznej w Gdansku w latach 1997-2002 wy-
nika, ze w grupie badanych, u ktérych potwierdzono
obecnos¢ narkotykow, az u 40% osob wykryto kannabi-
nole. Analogiczna analiza materiatéw biologicznych —
z dodatnia potwierdzona obecno$cia narkotykéw — po-
branych podczas sekcji zwtok wykazata obecnos¢ kanna-
binoli tylko w przypadku 4% badanych.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia w sprawie wykazu
srodkow dziatajacych podobnie do alkoholu oraz warun-
koéw 1 sposobu przeprowadzania badan na ich obecnos¢
w organizmie z 2003 r. [29] wraz z nowelizacja z 2004 r.
[30], odnoszace si¢ do chwilowego st¢zenia substancji
psychoaktywnych, m.in. naktada na laboratorium wy-
konujace badania obowiazek wykrywania w trakcie ana-
lizy chemiczno-toksykologicznej w 1 ml probce krwi
przynajmniej 2 ng A’-tetrahydrokannabinolu, natomiast
w 1 ml probce moczu 20 ng kwasu 1 1-nor-A’-tetrahydro-
kannabinolo-9-karboksylowego. Niekiedy wystepuje jed-
nak potrzeba potwierdzenia chronicznego przyjmowania
kannabinoli, ktora zwykle jest zwiazana z analiza wytwo-
réw rogowych skory, takich jak wtosy czy paznokcie.

2. Oznaczanie kannabinoli we wlosach

Pomimo tego, ze w produktach konopi indyjskich
znajduje si¢ wiele substancji zaliczanych do grupy kan-
nabinoli, m.in. kannabidiol (CBD) i kannabinol (CBN),
to za dzialanie psychoaktywne odpowiedzialny jest prze-
de wszystkim A’-tetrahydrokannabinol (THC). THC ule-
ga w organizmie ludzkim intensywnemu metabolizmowi
z wytworzeniem jako gtéwnego metabolitu kwasu 11-nor-

A’-tetrahydrokannabinolo-9-karboksylowego (THC- COOH).
Mechanizm wbudowywania narkotykow do zrgbu wlosa
jest stabo poznany. Wiadomo, ze cebulka wlosowa wy-
chwytuje narkotyki i ich metabolity z krwi docierajacej
do korzenia wlosa i zatrzymuje je na state w jego todydze.
Srednia szybko$¢ wzrostu whosow wynosi od 0,3 mm do
0,4 mm/dobe (0,9-1,2 cm/miesiac). Wzrost ten zalezy od
rasy cztowieka, ptci, wieku, odzywiania, czynnikow fi-
zjologicznych i patologicznych [2].

Przygotowanie probek biologicznych do analizy jest
zadaniem zlozonym, a operacje i procesy wchodzace
w sktad tego etapu, moga by¢ zardwno przyczyna straty
analitow, jak i zrodtem dodatkowych zanieczyszczen
i btedow [23]. W celu odniesienia st¢zenia narkotykow
we wlosach do czasu ich zazywania, prébka powinna by¢
pobrana z potylicznej czgsci glowy, gdzie wystgpuje naj-
mniejsze zroéznicowanie szybkosci wzrostu i wypadania
wlosow. Probka grubosci otowka (ok. 0,5 cm $rednicy)
powinna by¢ zwiazana kawatkiem nici jak najblizej skory
glowy. Wlosy nalezy ucia¢ tuz przy skorze. Jezeli nie jest
to mozliwe, dlugos$¢ pozostajacej nieucigtej czesci wio-
sOw powinna by¢ zmierzona i zaprotokotowana. Nalezy
zaznaczy¢ czg$¢ blizsza korzeniowi. CzynnoS$ci te maja
na celu umozliwi¢ przeprowadzenie analizy sekwen-
cjonowanej. Probke mozna takze wyrywac z cebulkami
ze skory (w przypadku analizy materiatu sekcyjnego po-
branego ze zwtok). Wlosy powinny by¢ zapakowane do
koperty, woreczka foliowego lub szklanego naczynia.
Moga by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej
lub w lodowce (4°C). Jezeli sa mokre, to nalezy je wy-
suszy¢ w temperaturze pokojowe;j.

W przypadku analizy wlosow istotnym zagadnieniem
jest mozliwo$¢ zafalszowania wyniku przez obecno$é
substancji (w tym narkotykoéw) zaadsorbowanych na po-
wierzchni wlosow. Konsekwencja tego zjawiska jest tru-
dno$¢ w odroznieniu narkotykow, ktore zaadsorbowaty
si¢ na powierzchni wlosoéw z otoczenia (ekspozycja bier-
na), od tych, ktore wniknety do wiosa bezposrednio
z krwi. Dlatego przed przystapieniem do wtasciwej anali-
zy narkotykow probki wlosow musza by¢ poddane pro-
cedurze usuwania zanieczyszczen z ich powierzchni. Za-
stosowane metody mycia wlosow najczgsciej polegaly na
zastosowaniu w temperaturze pokojowej przez kilka do
kilkunastu minut ptukania w dichlorometanie [1, 13, 10, 27],
w wodzie dejonizowanej i acetonie [19, 20] czy tez mie-
szaninie metanolu i etanolu [11]. Przy oznaczaniu narko-
tykéw we wlosach bardzo wazna jest wydajna i powta-
rzalna ekstrakcja tych analitow. Sprzyja temu catkowita
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hydroliza wtoséw. Nalezy jednak dobra¢ odpowiednia
metodg hydrolizy. Drastyczne warunki, jakie stosuje si¢
przy pelnej hydrolizie, moga spowodowa¢ rozktad ba-
danych substancji. Stosowane tu byty m.in. nastgpujace
metody hydrolizy wlosow: 500 mg wlosow poddawano
inkubacji z 1 ml 1 mol/dm® NaOH przez 10 min w tem-
peraturze 95°C [5, 6], a nastgpnie do 20 mg wtoséw do-
dawano 2 ml 8 mol/dm3 roztworu mocznika. Hydroliza
zachodzita w temperaturze pokojowej przez noc, po czym
do 15 mg wloséw dodawano 0,5 ml 10 mol/dm’ NaOH
i termostatowano przez 30 min w 70°C [37], a 20 mg
wloséw hydrolizowano 200 pl 1 mol/dm’ kwasu chlorowo-
dorowego (HCI) w temperaturze 60°C przez 60 min [14].

Najczgsciej stosowana metoda hydrolizy jest hydroliza
alkaliczna. Uwazana jest ona za bardziej wydajna i pow-
tarzalng niz hydroliza kwasna i enzymatyczna [8, 39].
Wprowadzenie operacji ekstrakcji w analizie materiatu
biologicznego daje wiele korzys$ci (m.in. uproszczenie
sktadu matrycy pierwotnej probki, mozliwos¢ zwigksze-
nia st¢zenia analitu w matrycy odbierajacej) [22]. Probki
biologiczne sa przyktadem probek, w ktdrych przepro-
wadzenie analitow do matrycy wtornej jest szczegdlnie
istotne, pozwala bowiem na wykonanie analizy tych pro-
bek z wykorzystaniem technik chromatograficznych [5,
6,11, 33, 37].

Techniki stosowane do ekstrakcji kannabinoli z roz-
tworow probek wlosow po wezesniej przeprowadzonej
hydrolizie matrycy biologicznej to m.in. ekstrakcja roz-
puszczalnikiem (ang. liquid-liquid extraction — LLE),
ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid phase extraction —
SPE), ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (ang. ul-
trasonic-assisted extraction — UAE). Rozpuszczalnik sto-
sowany do ekstrakcji LLE powinien bardzo stabo roz-
puszczac si¢ w wodzie, charakteryzowaé si¢ duza czy-
stoscia (zminimalizowanie zanieczyszczenia probki)
oraz duza lotno$cia (utatwienie pozniejszego odparowa-
nia). Najczgséciej stosowanymi rozpuszczalnikami do
ekstrakcji kannabinoli z probek biologicznych sa: meta-
nol, octan etylu, aceton, acetonitryl, dichlorometan lub
mieszaniny tych rozpuszczalnikow. W celu przeprowa-
dzenia ekstrakcji analitow z probki z uzyciem techniki
ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami (UAE) probke
umieszcza si¢ w szklanym lub metalowym naczyniu
i wstawia do tazni ultradzwigkowej lub tez wewnatrz na-
czynia umieszcza si¢ sondg ultradzwigkowa. Zakres ul-
tradzwiekow wykorzystywanych do ekstrakcji rozpusz-
czalnikiem wynosi od 20 kHz do 500 kHz. Do zalet tech-
niki UEA zalicza si¢: dobra powtarzalno$¢, mozliwos¢
zastosowania metody do probek o réznych rozmiarach,
wysoka efektywnosc¢ ekstrakcji oraz mozliwo$¢ prowad-
zenia kilku ekstrakcji jednocze$nie [18, 26]. Ekstrakcja
do fazy statej SPE polega na przeniesieniu analitow
z probki ciektej do fazy stalej, ktora stanowia odpo-
wiednio dobrane sorbenty [21].

Derywatyzacj¢ wprowadza si¢ tylko wtedy, gdy rze-
czywiscie jest konieczna, poniewaz komplikuje sktad
matrycy ekstraktu, przedluza czas badania i zwigksza
koszt analizy. Jej glowna zaleta jest poprawa granicy
oznaczalno$ci nawet o kilka rzedow [32, 35]. Najbardziej
popularnymi i uniwersalnymi odczynnikami derywaty-
zujacymi do blokowania grup polarnych bgdacych do-
norami protondéw sa odczynniki sililujace [31]. Do
odczynnikdéw najczesciej wykorzystywanych do derywa-
tyzacji kannabinoli mozna zaliczy¢é: MTBSTFA [3, 7, 36,
37, 40], PFPA/PFPOH [6, 17], BSTFA [6, 16] i TMAH
[15, 38]. W niniejszych badaniach do derywatyzacji kan-
nabinoli uzyto odczynnika sililujacego tert-butylodime-
tylosililotrifluoro-acetamidu z 1% zawarto$cia tert-buty-
lodimetylosililu (MTBSTFA + 1% TBDMS). MTBSTFA
jest bardzo reaktywny, a jego dzialanie polega na wy-
mianie atomu wodoru zwigzanego z heteroatomem na
grupe funkcyjna [-Si(CH;),C(CH;);]. Powstajace po-
chodne TBDMS charakteryzuja si¢ duzo wigksza lot-
no$cia 1 mniejsza polarnoscia od kannabinoli. Powinny
wykazywac roéwniez wigksza stabilno$¢ i czutos¢ w ba-
daniu w przypadku zastosowania chromatografii gazo-
wej [34].

3. Materialy i metody
3.1. Odczynniki i materiat badawczy

W badaniach zastosowano nastgpujace odczynniki
(o czystosci HPLC lub cz.d.a.): aceton, acetonitryl, me-
tanol, dichlorometan (Merck, Niemcy), heksan (Promil
Chemicals, Anglia), MTBSTFA w 1% TBDMS (Sig-
ma-Aldrich, Stany Zjednoczone), octan etylu, kwas
mrowkowy, kwas octowy, kwas siarkowy, wodorotlenek
potasu (POCh, Polska) oraz substancje wzorcowe: THC,
CBD, CBN i THC-COOH o stgzeniu 1 mg/ml w metano-
lu (Cerilliant, LGC Promochem, Stany Zjednoczone).

Probki wlosow pobierano od studentéw Politechniki
Gdanskiej w lutym 2005 r. z zachowaniem zasady dobro-
wolnosci i anonimowosci. Przed pobraniem prébek stu-
denci oswiadczyli, ze zazywali produkty konopi indyj-
skich w czasie ostatnich kilku miesigcy. Probki prze-
chowywano w szczelnie zamknigtych woreczkach fo-
liowych w temperaturze pokojowe;j.

3.2. Aparatura

W trakcie optymalizacji procedury analitycznej oraz
podczas prowadzonych badan wykorzystywane byty nas-
tepujace urzadzenia i elementy wyposazenia analitycz-
nego:

— chromatograf gazowy Focus GC firmy ThermoFin-
nigan wyposazony w detektor plomieniowo-joniza-
cyjny (FID), kolumna Rtx-5 Sil MS firmy Restek
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o dlugosci 30 m, $rednicy wewngtrznej 0,25 mm

i grubosci fazy 0,25 pm. Analizy prowadzono przy

temperaturze detektora 315°C, dozownika 280°C oraz

przy programowanej temperaturze pieca: 150°C przez

0,7 min, wzrost temperatury do 270°C przy 15°C/min,

utrzymanie temperatury 270°C przez 1 min, wzrost do

290°C przy 2°C/min, utrzymanie temperatury 290°C
przez 5 min. Do dozownika, ktory pracowal w trybie
bez podziatu strumienia gazu no$nego, wprowadzano

2 pl probki. Natezenie przeptywu strumienia gazu

nos$nego wynosito 1 ml/min;

— chromatograf gazowy Trace GC firmy ThermoFin-
nigan z detektorem spektrometrii mas (MS), kolumna
firmy Restek Rtx-5 Sil MS (dlugos¢ 30 m, $rednica
wewngetrzna 0,25 mm i grubos$¢ fazy 0,25 um). Do
dozownika, ktory pracowat w trybie z podziatem stru-
mienia gazu nos$nego, wprowadzano 4 ul probki.
Analizy prowadzono przy temperaturze dozownika
280°C oraz takiej samej programowanej temperaturze
pieca, jak w przypadku oznaczen GC-FID. Detektor
MS pracowat w trybie jonizacji elektronowej (EI).
Rejestracje widm mas wykonano w trybie skano-
wania jonéw (SCAN) w zakresie mas od 50 m/z do
650 m/z oraz w trybie monitorowania wybranych
jonéw (SIM);

— chromatograf cieczcowy LC10Avp firmy Shimadzu
z detektorem UV/VIS, manualny dozownik z pgtla
dozujaca o objetosci 5 pl, kolumna wypetniona zelem
krzemionkowym modyfikowanym faza oktadecylo-
wa Luna 5 pm C18(2) firmy Phenomenex (dlugosé
15 cm, srednica wewngtrzna 4,6 mm, Srednica ziarna
5 pm).

Ponadto w badaniach wykorzystano: kolumienki eks-
trakcyjne do SPE wypelnione Zelem krzemionkowym
modyfikowanym oktadecylem (C18) firmy J. T. Baker,
tazni¢ ultradzwigkowa (Polsonic Sp. z o.0., Polska), la-
boratoryjna ptytg grzejna TLC Plate Heater 111 (Camag,
Szwajcaria) oraz zestaw do dejonizowania wody (Milli-
pore, Stany Zjednoczone).

4. Dyskusja wynikow

Wybrane elementy walidacji w niniejszej pracy prze-
prowadzono przez okreslenie selektywnos$ci, wyznacze-
nie liniowosci, granic wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci,
zakresu pomiarowego oraz okre$lenie niepewnosci po-
miardw, przy czym proces ten byt poprzedzony optymali-
zacja warunkoéw oznaczenia GC-FID oraz HPLC-UV.

Granicg wykrywalno$ci LOD obliczano w wigkszoS$ci
przypadkow na podstawie warto$ci stosunku sygnatu do
szumu (tabele I, IIT i IV). W tym celu dla uzyskanego
chromatogramu probki slepej okreslono poziom szumow
($rednia arytmetyczna powierzchni 10 pikdéw zintegro-
wanych w poblizu czasu retencji agalitu), a nast¢pnie

wielko$¢ t¢ przemnozono przez 3 i przeliczono uzyskana
warto$¢ sygnatu na stgzenie.

Natomiast w tabeli V przedstawiono wartosci granic
oznaczalno$ci LOQ obliczonych na podstawie wczesniej
wyznaczonych granic wykrywalno$ci LOD w oparciu
o krzywe kalibracyjne:

33xs
a

LOD = {1}

Warto§¢ LOD byla wyznaczona na podstawie
wspolczynnika kierunkowego krzywej kalibracyjnej (a)
oraz $redniej wartosci odchylenia standardowego (s)
uzyskanej przez usrednienie odchylenia standardowego
wyrazu wolnego (s,) i warto$ci szczatkowego odchylenia
standardowego (sy,) [25]. Granice oznaczalnosci LOQ
obliczono jako potrojna warto$¢ oszacowanego st¢zenia
granicy wykrywalno$ci LOD.

4.1. Dob6r warunkéw prowadzenia analizy GC-FID
i GC-MS

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci i ozna-
czalnosci dla THC, CBN, CBD oraz THC-COOH bez za-
stosowania derywatyzacji zarowno technika GC-FID, jak
i GC-MS, do kolumn chromatograficznych wprowadzo-
no po 2 ul roztworu kazdego wzorca (THC, CBN, CBD,
THC-COOH) o stgzeniu 1 mg/ml. Obliczone wartosci
granic wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci poszczegdlnych
analitow zestawiono w tabeli 1.

Ze wzgledu na niewykrycie certyfikowanego wzorca
THC-COOH w zastosowanym uktadzie chromatograficz-
nym GC-FID (w relatywnie duzym stgzeniu 1 mg/ml),
w dalszej czgsci badan postanowiono wprowadzi¢ — zgod-
nie z licznymi danymi zawartymi w literaturze przed-
miotu [3,7,36,37,40] - etap derywatyzacji do procedury
analitycznej. W celu optymalizacji oznaczenia oraz obni-
zenia granicy oznaczalnosci zastosowano trzy procedury
przeprowadzania badanych analitow w pochodne (ta-
bela II).

Do kolumny chromatograficznej GC-FID wprowa-
dzono, po wczesniejszej derywatyzacji metoda A, po 2 ul
analizowanej probki, natomiast do kolumny chromato-
graficznej GC-MS po 4 pl roztworu probki. Analiza
chromatograficzna probek wykonanych metoda A nie
data pozytywnych wynikow. Gtoéwna przyczyna mogta
by¢ strata bardzo lotnych produktéw reakcji derywaty-
zacji podczas odparowywania rozpuszczalnika w tagod-
nym strumieniu azotu. Dowodem potwierdzajacym t¢
tezg byly wyniki uzyskane druga metoda derywatyzacji.
Jedyna réznica miedzy metoda A i1 B byto opuszczenie
etapu poreakcyjnego suszenia produktow reakcji dery-
watyzacji w strumieniu azotu. Zgodnie ze wskazowkami
Bourquina oraz Brenneisena [3] zmodyfikowano powyz-
sze metody (metoda C). Wyznaczone wartosci granicy
wykrywalno$ci i oznaczalnosci dla kannabinoli z zasto-
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sowaniem reakcji derywatyzacji metoda B i C oraz z wy-
korzystaniem techniki GC-FID i techniki GC-MS zesta-
wiono w tabeli III. Podczas oznaczania kannabinoli za
pomoca techniki GC-MS zastosowano tryb SCAN.

Poréwnujac wyniki otrzymane podczas analizy prob-
ki wzorcow po derywatyzacji przy zastosowaniu techniki
GC-FID oraz GC-MS, stwierdzono, iz dla THC otrzyma-
no nizsze granice oznaczalnos$ci, gdy zastosowano me-
todg¢ C. W przypadku THC-COOH nizsze wartosci LOQ
otrzymano, stosujac metodg B. Oznaczajac CBN za po-
mocg techniki GC-FID, nizsze warto$ci granicy ozna-
czalnosci otrzymano dla metody C, natomiast metoda B
okazala si¢ czulsza przy zastosowaniu techniki GC-MS.
Stezenie okoto 13 pg CBD w 1 ml roztworu bylo wy-
krywane podczas analizy probki za pomoca GC-FID, na-
tomiast CBD byt wykrywalny z zastosowaniem techniki
GC-MS w trybie SCAN dopiero przy podwojonej jego
zawartosci w probece (ok. 26 pg/ml). Ostatecznie wy-
brano derywatyzacj¢ metoda B, dla ktérej — przy ozna-
czaniu technika GC-FID — wartos$¢ granicy oznaczalnos$ci
dla THC-COOH byta nizsza. W celu oceny wzmocnienia
czutosci metody po derywatyzacji kannabinoli w sto-
sunku do warto$ci oznaczanych bez zastosowania tego
etapu przy uzyciu GC-FID oraz GC-MS, sporzadzono
tabele IV.

W przypadku oznaczania kannabinoli technika GC-
FID po zastosowaniu derywatyzacji granice oznaczal-
nos$ci byly znacznie nizsze niz wartos$ci granic oznaczal-
no$ci bez wezesniejszego przeprowadzenia derywatyza-
cji kannabinoli. Wielokrotno§¢ wzmocnienia sygnatu
wynosita od 180 (dla THC) do 320 (dla CBN). Granice
oznaczalnosci dla pozostatych kannabinoli byty nizsze.
Wielokrotno$¢ wzmocnienia dla THC przy zastosowaniu
techniki GC-MS wynosita 90, a dla CBN 200. Reakcja
derywatyzacji wptyngta korzystnie na oznaczanie THC-
COOH. Kwas ten zostal wykryty za pomoca techniki
GC-FID oraz GC-MS.

W dalszych badaniach wykorzystywano reakcj¢ de-
rywatyzacji metoda B. W celu obnizenia granicy wykry-
walnosci kannabinoli postulowane jest monitorowanie
wybranych jonow (SIM). W trybie SCAN okreslono naj-
bardziej intensywne jony mas badanych kannabinoli po
derywatyzacji za pomoca MTBSTFA: m/z = 428, 345
i 413 dla pochodnej THC, m/z = 418, 475 i 344 dla po-
chodnej CBD, m/z =409, 424 1 367 dla pochodnej CBN
oraz m/z =515, 572 1 557 dla pochodnej THC-COOH.

W celu wyznaczenia krzywych wzorcowych proce-
dury wykorzystujacej derywatyzacje (zgodnie z metoda
B) oraz chromatografi¢ gazowa GC-FID przeprowadzo-
no analizy 5 roztwor6w mieszanin wzorcowych w za-
kresie stezen od 30 pg/ml do 1000 pg/ml. Do kolumny
chromatograficznej wprowadzano po 2 pl kazdej probki.
Analiz¢ chromatograficzng wszystkich probek powto-
rzono trzykrotnie. Biorac pod uwage wartoSci uzyska-
nych wspotczynnikow regresji wynoszacych R* = 0,992—

0,999 (powierzchnie pikéw chromatograficznych i od-
powiadajace im stgzenia analitu), mozna stwierdzié, ze
w badanym zakresie st¢zen istnieje liniowa zaleznos¢ po-
migdzy tymi zmiennymi.

4.2. Dob6r warunkoéw analizy metoda HPLC-UV

Oznaczanie zwiazkow z grupy kannabinoli z wyko-
rzystaniem techniki HPLC prowadzono w uktadzie faz
odwroconych, najkorzystniejszym do rozdzielania sub-
stancji niepolarnych i stabo polarnych. Korzystajac z da-
nych zawartych w literaturze przedmiotu [21, 28], do
oznaczania kannabinoli wybrano dwie dlugosci fal — 228
1278 nm. Poczatkowo do ustalenia sktadu fazy ruchomej
zastosowano elucj¢ gradientowa trzech rozpuszczalni-
kéw (A —0,05 mmol/dm® buforu octanowego, B — aceto-
nitryl, C — metanol) [9]. Przez pierwsze 2 min skfad faz
byt nastgpujacy: 13% A, 22% B, 65% C. Przez nastgpne
25 min zawarto$¢ acetonitrylu (B) wzrastala do 35%
kosztem malejacej zawartosci rozpuszczalnika A (ry-
cina 1 a).

Analiza chromatograficzna w takim uktadzie faz wy-
kazywata brak powtarzalnosci czaséw retencji (czasy re-
tencji roznity si¢ nawet o 2—5 min). Poza tym analiza
chromatograficzna nie zapewnila skutecznego rozdziele-
nia THC-COOH i CBD. W dalszych badaniach bufor
octanowy zastgpiono roztworem kwasu mrowkowego
o tym samym stezeniu. Rozdzial prowadzono w warun-
kach izokratycznych. Wprowadzone zmiany wplynegty
korzystnie na powtarzalno$§¢ czaséw retencji. W celu po-
prawienia rozdzielczo$ci THC-COOH i CBD ze sktadu
fazy ruchomej catkowicie wyeliminowano metanol. Elu-
cje prowadzono w uktadzie izokratycznym przez 30 min.
Faza ruchoma sktadata si¢ z acetonitrylu oraz wodnego
roztworu kwasu mréwkowego o stezeniu 0,05 mmol/dm’
(87:13, v/v). Analiza chromatograficzna zapewnila pra-
widlowe rozdzielenie THC-COOH i CBD (rycina 1 b).
W wyniku optymalizacji zawartosci sktadu fazy rucho-
mej najlepsze rozdzielenie uzyskano przy izokratycznym
sktadzie fazy ruchomej acetonitryl: 0,05 mmol/dm’ kwa-
su mrowkowego, 75:25, v/v (rycina 1 c).

W celu sporzadzenia krzywych wzorcowych pod-
dano analizie technika chromatografii cieczowej HPLC-
UV 5 mieszanin wzorcowych w zakresie stezen od
0,1 pg/ml do 1000 pg/ml. Do kolumny chromatograficz-
nej wprowadzano po 5 pl kazdej probki. Analize chro-
matograficzng wszystkich probek powtdrzono trzykrot-
nie. Biorac pod uwage wartos$ci wspotczynnikow regresji
(** = 0,999 we wszystkich przypadkach), mozna stwier-
dzi¢, ze w badanym zakresie st¢zen od 0,1 pg/ml do
1000 pg/ml istnieje liniowa zalezno$¢ pomigdzy powierzch-
niami pikow chromatograficznych i odpowiadajacymi im
stezeniami analitu. Wyznaczona rozszerzona niepewnosé¢
pomiarowa (oszacowana jako podwojona warto$¢ od-
chylenia standardowego wyznaczona dla szeSciu pomia-
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row) dla stezenia analitow 1 pg/ml wynosita w zasto-
sowanej metodzie HPLC-UV (dla 228 nm): 6,2% dla
THC-COOH; 6,9% dla CBD; 6,5% dla CBN oraz 3,8%
dla THC.

4.3. Poréwnanie granic oznaczalnosci
1 wykrywalno$ci GC-FID i HPLC-UV

Granice wykrywalnos$ci dla poszczegdlnych analitow
wyznaczone przy zastosowaniu metody GC-FID z wczes-
niejsza derywatyzacja i obliczone na podstawie szczat-
kowego odchylenia standardowego byly nizsze niz gra-
nice wykrywalno$ci obliczone na podstawie odchylenia
standardowego wyrazu wolnego (tabela V). Jednak rzad
wielko$ci obliczonych wartosci granic wykrywalno$ci
byt taki sam, wigc jako wyznaczong warto$¢ przyjeto
$rednig z obu pomiaréw. Wyznaczone granice oznaczal-
nosci miescily si¢ w przedziale 0,27-0,64 pg/ml. Najnizsze
LOD (LOQ) otrzymano dla CBN, najwyzsze za$ dla
CBD. Granice wykrywalnosci dla THC (0,35 pg/ml)
i THC- COOH (0,33 pg/ml) byty zblizone. W celu wery-
fikacji wyznaczonych wartosci granic oznaczalnosci do
kolumny chromatograficznej wprowadzono po 5 pl cer-
tyfikowanych wzorcow THC-COOH o stgzeniach
0,035 pg/ml, 0,050 pg/ml oraz 0,110 ug/ml. THC-COOH
wykryto 1 oznaczono tylko dla najwyzszego stgzenia, co
bylto zgodne z szacowanym — na podstawie krzywych ka-
libracyjnych — stezeniem LOQ. Poréwnujac wyznaczone
LOQ dla kannabinoli technikami GC-FID (z wczeéniej-
sza derywatyzacja analitow) oraz HPLC-UV, stwierdzo-
no, ze nizsze wartosci granic oznaczalnosci dla CBN,
CBD, THC-COOH otrzymano, stosujac chromatografi¢
cieczowy z detektorem UV (tabela V).

Probki roztworow wzorcow wszystkich analitow
w zakresie st¢zen od 30 pg/ml do 1000 pg/ml, a wyko-
rzystane do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej po anali-
zie chromatograficznej, przechowywano w temperatu-
rze —20°C. Po 48 godzinach powtdrzono analizy tych
probek. We wszystkich probkach st¢zenia roztworow po-
chodnych TBDMS po 48 godzinach byly nizsze (nawet
do 50%) od stgzen otrzymanych bezposrednio po przy-
gotowaniu probek do analizy chromatograficznej. Zo-
stato to spowodowane odparowaniem czg¢$ci lotnych po-
chodnych TBDMS pomimo szczelnie zamknigtych na-
czyniek oraz niskiej temperatury przechowywania. Wy-
nikiem tego spostrzezenia byta konieczno$¢ kontroli ma-
sy naczyniek z probkami dozowanymi do chromatografu
(i ewentualne uwzglednienie strat masy podczas obli-
czen) lub — w przypadku duzych strat analitéw — koniecz-
no$¢ przygotowania na nowo badanych roztworow.
W przypadku badania probek rzeczywistych problem
strat analitow po derywatyzacji powinien by¢ rozwiazany
przez stosowanie wzorcoOw kannabinoli znakowanych
izotopowo (w trakcie analizy z wykorzystaniem techniki

GC-MS) lub zminimalizowany przez wykorzystanie
wzorca wewngtrznego (w analizie technika GC-FID).

4.4. Dobor warunkow przygotowywania i analizy
wlosow

Z uwagi na zadowalajace wartosci LOQ, skutecz-
niejszy rozdziat kannabinoli oraz prostot¢ oznaczen do
dalszych badan, postanowiono wykorzysta¢ zoptymali-
zowana metodyke oznaczenia kannabinoli w ukladzie
HPLC-UV. Przed przystapieniem do wilasciwej analizy
probki wloséw myto przez zanurzenie przez 5 min w me-
tanolu oraz przez 5 min w dichlorometanie. Wtosy wy-
suszono w temperaturze pokojowej, nastgpnie pocigto je
na 1-2 mm odcinki i zwazono. Do zbadania efektywnosci
izolacji analitow z probek wloséw wybrano technike eks-
trakcji rozpuszczalnikiem (LLE), ekstrakcje wspomagana
ultradzwickami (UAE) oraz ekstrakcj¢ do fazy statej (SPE).

Przed przystapieniem do ekstrakcji analitow rozpusz-
czalnikiem, wstgpnie przygotowane probki wloséw pod-
dano hydrolizie. Proces hydrolizy przeprowadzano za
pomoca 2 ml 1 mol/dm® roztworu wodorotlenku potasu
w temperaturze 95°C przez 15 min. Ekstrakcja analitow
rozpuszczalnikiem przebiegata w dwoch wariantach:
w Srodowisku kwasnym po zakwaszeniu zhydrolizowa-
nej probki wloséw stgzonym kwasem mréwkowym
(0,5 ml) lub w srodowisku alkalicznym bez dodatku zad-
nego odczynnika. Glowne etapy ekstrakcji to: dodanie do
roztworu analizowanej probki wloséw 4 ml mieszaniny
rozpuszczalnikow (heksan:octan etylu, 9:1, v/v), reczne
wytrzasanie analizowanej probki przez 10 min, odwi-
rowanie probki (3000 obr/min, 4°C, 10 min), oddzielenie
warstwy organicznej od pozostatosci, odparowanie roz-
puszczalnika w tagodnym strumieniu azotu i rozpusz-
czenie suchej pozostatosci w 100 pul metanolu. Probki
otrzymanych ekstraktéw poddawano analizie metoda
HPLC-UV.

W ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami (UAE) do
probek wstepnie przygotowanych wlosow, bez poddania
ich wczesniej procesowi hydrolizy, dodano po 4 ml me-
tanolu. Nastgpnie wstawiono je do tazni ultradzwigkowej
o temperaturze 40°C. Po uptywie 5 godzin oddzielono
warstwg rozpuszczalnika od wtoséw i odparowano je do
sucha w fagodnym strumieniu azotu. Sucha pozostatos¢
rozpuszczono w 100 pl metanolu. Probki otrzymanych
ekstraktow poddawano analizie metoda HPLC-UV.

W metodzie ekstrakcji do fazy statej (SPE) sorbent
kondycjonowano za pomoca metanolu i wody. Objgtos¢
kazdego z rozpuszczalnikow rownowazna byta objetosci
kolumienki. Przed przystapieniem do ekstrakcji analitow
rozpuszczalnikiem wstgpnie przygotowane probki wlo-
sow poddano hydrolizie. Proces hydrolizy przeprowa-
dzano za pomoca 2 ml 1 mol/dm’ roztworu wodorotlenku
potasu w temperaturze 95°C przez 15 min. Probke za-
kwaszono przez dodanie 0,5 ml stgzonego kwasu mrow-
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kowego, rozcienczono 5 ml wody dejonizowanej i na-
niesiono na kolumienki ekstrakcyjne. Nastgpnie ztoze
w kolumienkach suszono przez 3 min w prézni. Anality
eluowano z sorbentu za pomoca 4 ml mieszaniny acetonu
i dichlorometanu (3:1, v/v). Po odparowaniu mieszaniny
rozpuszczalnikow w tagodnym strumieniu azotu otrzy-
mano suchg pozostatos¢, ktora rozpuszczono w 100 pl
metanolu. Probki otrzymanych ekstraktow poddawano
analizie metoda HPLC-UV.

Najbardziej efektywna z zastosowanych metod eks-
trakcji kannabinoli okazata si¢ ekstrakcja wspomagana
ultradzwigkami. Srednia warto$¢ odzysku dla metody
SPE wynosita ok. 25%, dla LLE ze srodowiska kwasnego
ok. 19%, a z zasadowego ok. 17%, natomiast dla UAE
otrzymano $rednio 58% (dla THC 48% odzysku, THC-
COOH 32%, CBD 85% i CBN 67%). W celu zwigk-
szenia wydajnosci ekstrakcji oraz potencjalnego wyko-
rzystania metody do analizy moczu, metanol zastapiono
dichlorometanem [11]. Wyniki uzyskane podczas analizy
wloséw technika UAE z zastosowaniem dichlorometanu
jako rozpuszczalnika zamieszczono w tabeli VI.

Poréwnujac efektywnos¢ ekstrakeji kannabinoli z pro-
bek wloséw, zauwazono, ze wyzsze wartosci odzysku
stwierdzono dla probek bez hydrolizy (oprocz THC-
COOH). Dla probek wodnych wydajniejsza ekstrakcja
zachodzita w $rodowisku obojetnym, w $rodowisku
kwasnym izolacja analitow byta mniej wydajna. Procent
odzysku w przypadku probek wodnych w $srodowisku
obojetnym miescit si¢ w przedziale 85-92%. Odzyski
kannabinoli dla probek wloséw miescity si¢ w przedziale
50-78%.

4.5. Badania probek rzeczywistych

Rzeczywiste probki wtosow pobrane zostaly w lutym
2005 r. od 12 studentdéw Politechniki Gdanskiej, ktorzy
przyznali si¢ do przyjmowania marihuany lub haszyszu
w okresie ostatnich 3 miesigcy. Probki przechowywano
w szczelnie zamknigtych woreczkach foliowych w tem-
peraturze pokojowej. W oparciu 0 opracowana proce-
durg, ktorej opis podano ponizej, dokonano analizy rze-
czywistych probek wlosow.

Okoto 100 mg wlos6w myto przez zanurzenie przez
5 min w metanolu oraz przez 5 min w dichlorometanie.
Probki wlosow suszono w temperaturze pokojowej, na-
stepnie cigto je na 1-2 mm odcinki i wazono. Tak przy-
gotowane probki wlosow poddawano ekstrakcji wspo-
maganej ultradzwigkami. Do probek dodano po 4 ml di-
chlorometanu i wstawiono na 5 h do tazni ultradzwie-
kowej o temperaturze 40°C. Po tym czasie probki odwi-
rowano (3000 obr./min, 4°C, 10 min) i oddzielono war-
stwe rozpuszczalnika od wlosow. Rozpuszczalnik odpa-
rowano w tagodnym strumieniu azotu, a sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w 100 pl metanolu. Probki
otrzymanych ekstraktéw poddawano analizie chroma-

tograficznej z wykorzystaniem uktadu HPLC-UV (ace-
tonitryl-kwas mréowkowy, 75:25, v/v, 228 nm). W ana-
lizie iloSciowej prébek rzeczywistych uwzgledniono
warto$ci odzyskow.

W analizowanych dwunastu probkach wykryto THC
o zawartosci 3,4 pg/g wlosow tylko w jednym przy-
padku. CBD oznaczono w siedmiu probkach w zakresie
od 0,5 pg do 3,3 pg w 1 g wltoséw (Srednia zawartos¢
1,4 ng), CBN w jedenastu probkach w zakresie od 0,2 pg
do 1,8 ng w 1 g wlosow (Srednio 0,5 pg/g), natomiast
THC-COOH byt oznaczony we wszystkich probkach
w zakresie od 1,2 pg do 6,6 pg w 1 g wltoséw ($rednio
2,1 ug/g THC-COOH).

5. Whioski

We wstepnym etapie badan zoptymalizowano wa-
runki oznaczenia w uktadzie GC-FID i HPLC-UV. Naj-
wydajniejsza z zastosowanych metod ekstrakcyjnych
byta ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami UAE, przy
czym wydajnym ekstrahentem okazat si¢ dichlorometan.
Ze wzgledu na konieczno$¢ oznaczenia THC-COOH,
technika GC-FID mogta by¢ uzyta tylko w przypadku za-
stosowania derywatyzacji. Znaczace obnizenie granic
wykrywalnosci byto mozliwe przez przeprowadzenie
kannabinoli w pochodne za pomoca odczynnika derywa-
tyzujacego MTBSTFA. Najlepsza rozdzielczo$¢ kanna-
binoli uzyskano dzigki zastosowaniu techniki HPLC-UV
w uktadzie izokratycznym acetonitrylu i 0,05 mmol/dm’
kwasu mréwkowego (75:25, v/v). Uklad ten zapewnit
rowniez stabilne czasy retencji dla poszczegodlnych
zwiazkow. Dla opracowanej procedury UAE-HPLC-UV
oszacowane wartos$ci granic oznaczalnosci we wlosach
wyniosty: 3,4 ug/g dla THC; 0,2 pg/g dla CBN; 0,5 pg/g
dla CBD oraz 0,4 pg/g dla THC-COOH. Procedurg tg
wykorzystano rowniez do oznaczania kannabinoli w rze-
czywistych probkach wlosow (n = 12), ktorych $rednia
zawato$¢ w 1 g wlosow wynosita: 3,4 ug dla THC (n=1);
1,4 nug dla CBD (rn = 7); 0,5 pg dla CBN (n = 11) oraz
2,1 ug dla THC-COOH (n = 12).
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