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Analiza kannabinoli i opiatow za pomoca TLC
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Streszczenie. Przedstawiono wyniki badan nad zastosowaniem instrumentalnej chromatogra-
fii cienkowarstwowej do analizy opiatow i kannabinoli. Sprecyzowano zasady rozdzialu sklad-
nikéw zawartych w ekstraktach konopi i preparatach opiatéw oraz zasady identyfikacji i ozna-
czen zawartych w nich substancji psychotropowych. Oszacowano oznaczalno$¢ graniczng
i bledy metody. Zaproponowane rozwiazania analityczne zweryfikowano podczas analizy han-
dlowych prébek opiatéw oraz pomiaréw poziomu A’-tetrahydrokannabinolu w suszu konopi.
Stowa kluczowe: kannabinole, opiaty, chromatografia cienkowarstwowa, skrining laboratoryjny
Symbole UKD: 543.54

1. Wprowadzenie

Szeroko zakrojony program zwalczania toksykomanii stwarza potrzebe do-
skonalenia metod analizy ksenobiotykéw, przy czym najwiecej uwagi poswieca
sie substancjom o wlasciwosciach psychotropowych [1]. Prace badawcze po-
$wigcone tej tematyce podzieli¢ mozna na dwie grupy (2, 3]. Pierwsza z nich
dotyczy probek biologicznych; informacje o rodzaju i ilo$ci narkotyku stanowia
istotng pomoc w diagnostyce i badaniu zatru¢ ostrych, w toksykologii klinicznej
i medycynie sadowej. Do grupy drugiej zalicza si¢ prace poswiecone analizie iden-
tyfikacyjnej materiatu podejrzanego o zawarto$¢ narkotyku. Przedmiotem badan
sg wowczas probki ziela, ptyndw lub materialéw sypkich dostarczane zwykle przez
organy prewencji. W tej grupie prac szczegdlne znaczenie majg analizy skriningo-
we, ze wzgledu na potrzebe dostarczania niezawodnych informacji analitycznych
w mozliwie krétkim czasie.
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Wyniki dos§wiadczen prezentowane w niniejszym opracowaniu zwigzane sg
bezposrednio z druga grupa ww. prac badawczych. Podjeto probe zastosowania
wspolczesnej, instrumentalnej chromatografii cienkowarstwowej (TLC) do analizy
wybranych narkotykéw (kannabinoli i opiatow).

Kannabinole stanowig grupe substancji psychotropowych wystepujacych w zy-
wicy konopi (Cannabis ruderalis, Cannabis sativa i Cannabis indica) [4], z ktérych
najwieksze znaczenie maja A’-tetrahydrokannabinol, kannabinol, kannabidiol oraz
A®-tetrahydrokannabinol (rys. 1). Zgodnie z ustawa o przeciwdziataniu narkomanii
[5], zawarto$¢ A’-tetrahydrokannabinolu w kwiatowych lub owocujacych wierz-
chotkach konopi (z ktérych nie usunieto zywicy) nie powinna przekracza¢ 0,2%
(w przeliczeniu na sucha mase), zas systematyczna kontrola upraw jest zadaniem
laboratoriéw kryminalistycznych.
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Rys. 1. Podstawowe kannabinole wystepujace w konopiach

Nazwa ,opiaty” pochodzi od opium, to znaczy soku mlecznego otrzymy-
wanego z niedojrzalych makéwek maku lekarskiego (Papaver somniferum L.).
Sok mleczny zawiera okoto 25 alkaloidow fenantrenowych i izochinolinowych
(rys. 2), z ktérych najwieksze znaczenie maja morfina i kodeina (oraz ich po-
chodne acetylowe), papaweryna i narkotyna. W nielegalnym handlu i dystrybucji
narkotykéw substancje te wystepuja zwykle w postaci proszkow (Brown sugar)
lub ptynéw (kompot) otrzymywanych ze stomy makowe;.
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Rys. 2. Podstawowe alkaloidy maku lekarskiego

2. Cze$¢ doswiadczalna

Do badan wytypowano kannabinol (CBN), kannabidiol (CBD), A®-tetrahydro-
kannabinol (A*-THC) i A’-tetrahydrokannabinol (A’-THC) z grupy kannabinoli oraz
morfine (Mor), 6-monoacetylomorfine (AcMor), heroine (Ac,Mor), kodeing (Cod),
acetylokodeing (AcCod), papaweryne (Pap) i narkotyne (Nar) z grupy opiatéw. Sktad-
niki mieszaniny opiatéw rozdzielano w obecnosci kofeiny (Kof), poniewaz substancja
ta dodawana jest zwykle do handlowych preparatéw Brown sugar. Doswiadczenia
wykonywano z roztworami wzorcéw, poszukujac ukltadéw chromatograficznych
(umozliwiajacych rozdzial sktadnikéw poszczegolnych grup narkotykéw), metod
wizualizacji oraz relacji ilosciowych (zaleznosci powierzchni piku densytometrycz-
nego od masy analitu w pa$mie chromatograficznym).

2.1. Aparatura i materialy

Aplikator Linomat IV (Camag); pionowa komora chromatograficzna (Ca-
mag); densytometr CS-9000 (Shimadzu); ptytki chromatograficzne pokryte ze-
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lem krzemionkowym 60 F,;, lub zelem krzemionkowym z chemicznie zwigzana
grupg oktadecylowa (Merck), odczynniki do wizualizacji chromatogramoéw (Fast
Blue B salt, odczynnik jodoplatynowy, sl Wiirstera) i rozpuszczalniki organiczne
(J. T. Backer i Merck), standardy analitéw (Merck), prébki konopi i handlowych pre-
paratoéw opiatéw (Laboratorium Kryminalistyczne Komendy Stotecznej Policji).

2.2. Dobdr ukladu chromatograficznego i metod wizualizacji

Poszukujac najkorzystniejszych warunkéw rozdzialu analitéw, sporzadzono
metanolowe roztwory wzorcéw o stezeniu 10 ug/ml. Roztwory te i ich mieszani-
ny nanoszono technika napylania na linie startowe ptytek chromatograficznych
(objetos$¢ dozowania — 10 pl, szeroko$¢ pasma — 4 mm), a nastepnie rozwijano
chromatogramy w pionowych komorach wstepujacych.

Wstepne prace doswiadczalne wykonywano zgodnie z metodyka zaproponowang
w instrukgji obstugi zestawu TOXI-LABT™, rozpowszechnionego w wielu laborato-
riach medycznych i kryminalistycznych [6]. Niestety, nie uzyskano pozytywnych re-
zultatow. Okazalo sig, ze uktad chromatograficzny zaproponowany do analizy kanna-
binoli nie pozwala rozdzieli¢ A*-THC i A>-THC (znajomos¢ poziomu tych sktadnikéw
w konopiach umozliwia poprawng ocene zaréwno ziela $wiezego, jak i magazynowego
przez kilka lat). Niekorzystne rezultaty uzyskano tez w doswiadczeniach z opiatami.
Zaproponowana faza ruchoma nie dzieli morfiny i monoacetylomorfiny oraz kodeiny
i monoacetylokodeiny, a odczynnik jodoplatynowy (podstawowy odczynnik stoso-
wany wspolczesnie do wizualizacji opiatéw) nie rozréznia ww. zwigzkow [7]. Dazac
do wyeliminowania tych niedociagnie¢, dalsze prace badawcze wykonywano przy
uzyciu nowych ukladéw chromatograficznych (z wykorzystaniem normalnych
i odwrdconych uktadéw faz), rozwijajac chromatogramy na drodze 5-9 cm technika
elucji izokratycznej. Poprawnos¢ rozdziatu oceniano poprzez obserwacje gaszenia
fluorescencji lub po wywolaniu reakcji barwnych. Zwilzenie chromatogramu 1%
metanolowym roztworem soli Fast Blue B umozliwia wizualizacje wszystkich kan-
nabinoli w postaci malinowo-czerwonych pasm chromatograficznych (rys. 3a).

Korzystng wizualizacje¢ opiatéw uzyskano przy uzyciu metanolowego, nasyco-
nego roztworu soli Wiirstera. Reakcje wykonywano nastepujaco: plytki chroma-
tograficzne nasycano parami bromu, a po usunigciu jego nadmiaru w strumieniu
powietrza zwilzano je odczynnikiem wizualizujacym i nagwietlano promieniowa-
niem UV o dlugosci fali rownej 254 nm. Niemal wszystkie opiaty (z wyjatkiem
papaweryny) uwidaczniaja si¢ wowczas w postaci czerwonych lub niebieskozielo-
nych pasm, przy czym barwy morfiny i kodeiny oraz ich acetylowych pochodnych
réznig si¢, umozliwiajac identyfikacje tych zwigzkow (rys. 3b).

Poprawny rozdziat kannabinoli (rys. 4) uzyskano podczas izokratycz-
nej elucji jednokrokowej w normalnym ukladzie faz. Warunki rozdziatu byly
nastepujace: faza stacjonarna — wysokosprawny zel krzemionkowy (Merck,
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nr katalogowy 1.05548), faza ruchoma — dwusktadnikowa mieszanina heksanu
i eteru diizopropylowego (6:1; v/v), zasieg elucji — 60 mm.

a) b)

Rys. 3. Wizualizacja chromatograméw: a) chromatogram ekstraktu konopi (1) na tle wzorcéw (2);
b) pasmo morfiny (malinowe) i jej pochodnej monoacetylowej (pasmo niebieskozielone)
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Rys. 4. Rozdzial kannabinoli (densytogram wzorcéw). Oznaczenia pikéw: 1 — CBN, 2 —A°-THC,
3 — A®-THC, 4 — CBD. A — absorbancja VIS (A = 490 nm) w jednostkach wzglednych densytometru;
z — zasigg pasma chromatograficznego

Opiaty rozdzielono réwniez w normalnym ukladzie faz, ale dopiero podczas
elucji dwukrokowej (zasigeg kazdego kroku 80 mm). Sktad fazy ruchomej byt
nastepujacy: krok I — tréjskladnikowa mieszanina chlorku metylenu, metanolu
i eteru diizopropylowego (4:0,2:1; v/v), krok II — dwuskladnikowa mieszani-
na chlorku metylenu i metanolu (4:1; v/v). Pierwszy krok (rys. 5a) umozliwia
wydzielenie i oznaczenie papaweryny (a po wizualizacji rowniez narkotyny);
w kroku drugim papaweryna wedruje wraz z czolem fazy ruchomej, za$ pozostate
sktadniki (nierozdzielone w kroku I) tworzg oddzielne, fatwe do oznaczen pasma
chromatograficzne (rys. 5b).
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Rys. 5. Densytogramy wzorcow opiatéw: a) po I kroku, pomiar absorpcji UV (A = 225 nm); b) po

IT kroku, pomiar absorpcji VIS (A = 550 nm). Oznaczenia pikéw: 1 — Mor, 2 — Cod, 3 — AcMor,

4 — AcCod, 5— Ac,Mor, 6 — Nar, 7 — Pap. A — absorbancja w jednostkach wzglednych densytometru;
z — zasi¢g pasma chromatograficznego

2.3. Wydobywanie analitow z matrycy

Analizy ilo$ciowe poprzedzono densytometrycznymi pomiarami widm absorpcji
UV lub VIS poszczegolnych analitow lub produktéw ich reakeji z odczynnikami
wizualizujagcymi. Pomiary wykonywano bezposrednio na adsorbencie, otrzymu-
jac informacje o dlugosci fali A, przy ktérej absorpcja danego analitu osiaga
warto$¢ maksymalna.

W celu wyznaczenia relacji ilosciowych na linie startowe plytek chromatogra-
ficznych nanoszono od 2 do 150 pl roztworéw wzorcéw. Chromatogramy rozwijano
i wizualizowano zgodnie z opisang wyzej procedurg, a nastgpnie przenoszono je do
densytometru (Shimadzu, CS 9000) i skanowano technika zig-zag. W przypadku
kannabinoli pomiary absorpcji VIS wykonywano przy dtugosci fali A, ,,=490 nm
(jest to dtugos¢ fali, przy ktérej absorpcja VIS barwnego kompleksu kazdego kanna-
binolu z odczynnikiem wizualizujacym osiagga warto$¢ maksymalng). W przypadku
opiatow chromatogramy skanowano dwukrotnie: po I kroku (pomiar absorpcji
UV; A = 225 nm; czynno$¢ ta umozliwia oznaczenia papaweryny) oraz po II kro-
ku i wywolaniu reakcji barwnej (pomiar absorpcji VIS; A = 550 nm (oznaczenia
pozostalych opiatéw). Wyniki pomiaréw zestawiono w tabelach 11 2.
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TABELA 1
Parametry analiz ilo§ciowych
Analit Réwnani.e krzywej Wspé{czyr?.nik Ozn'aczalnoéc' Ma'ks.ymalln).f zakres
wzorcowej A = f (c)* korelacji graniczna [ng] liniowo$ci [ug]
CBN A=257,75-c - 14194 0,9781 100 9,5
CBD A=229,46-c + 9852 0,9839 80 9,0
A’-THC | A=151,08-c—4845 0,9851 70 6,6
AS-THC | A=181,02-c—2853 0,9933 50 5,0
TABELA 2
Analit Réwnani.e krzywej Wspélczyl}nik Ozn?czalnoéé Ma.ks_ymal,n)_r zakres
wzorcowej A = f (c)* korelacji graniczna [ng] liniowosci [pg]
Ac,Mor A =8,68-c+319 0,9891 60 10,5
AcMor A=791-c+388 0,9890 60 9,5
Cod A=541-c+213 0,9922 100 12,5
Mor A =3,73c+39 0,9920 80 9,5
Pap A =109,9-c - 2929 0,9989 110 12,0

*A — powierzchnia piku densytometrycznego, c — masa analitu w pa$mie [ng]

2.4. Pomiary weryfikacyjne

Probki konopi suszono w temperaturze 37°C do statej masy. Porcje wysuszonego
ziela o masie 10 mg ekstrahowano 2 ml metanolu (ekstrakcja cieczowa wspomagana
wibracjami). Przesaczony eluat nanoszono (2-30 ul) na linie startowe plytek chro-
matograficznych technika napylania. Analizy jako$ciowe wykonywano identycznie
jak podczas wyznaczania parametréw analitycznych. Przyklady otrzymywanych
rozdzialéw pokazane sg na rysunku 6.

W tabeli 3 zestawiono wyniki badan poréwnawczych pietnastu probek suszu
konopi. Oznaczenia technikag TLC wykonywano zgodnie z opisang procedu-
ra. Oznaczenia technika GC wykonywano zgodnie z metodyka obowigzujaca
w Laboratorium Kryminalistycznym Komendy Stolecznej Policji. Polega ona na
ekstrakeji probki suszu o masie okolo 100 mg, zatezeniu ekstraktu, derywatyzacji
analitu przy uzyciu TMSA i chromatograficznych oznaczeniach A’-tetrahydrokan-
nabinolu technika GC/FID.



264 J. Blgdek, P. Polak, E. Jarzyna, 1. Jakubowska

0933

Q=00

0666

0533

0400

0266

0133

U

s

o.oao
il

]

200

400

g0.0 z[mir]

Rys. 6. Rozdzial kannabinoli w probee konopi. Symbole i oznaczenia jak na rysunku 4

Wyniki analiz poréwnawczych

TABELA 3

Zawarto$¢ A°-THC [% mas.]

Nr probki
Analiza technikg TLC Analiza technika GC/FID
1 0,44 0,47
2 1,00 0,96
3 0,92 0,90
4 0,49 0,51
5 0,74 0,75
6 0,33 0,25
7 0,28 0,25
8 1,62 1,70
9 1,71 1,72
10 1,77 1,75
11 1,84 1,82
12 1,17 1,09
13 1,14 1,09
14 0,53 0,50
15 0,57 0,50

Pomiary weryfikacyjne probek na zawarto$¢ opiatéw mialy charakter identyfi-
kacyjny (analizy jakosciowe) i polegaly na badaniu obecnosci opiatéw w materiatach
zidentyfikowanych wczeséniej jako Brown sugar i kompot oraz ocenie stopnia zace-
tylowania morfiny i kodeiny. Probki kompotu nanoszono bezposrednio na plytki
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chromatograficzne, natomiast z prébek Brown sugar sporzadzono metanolowe
roztwory o stezeniu 0,1%, ktére poddawano analizie, nanoszac na linie startowe
plytek chromatograficznych od 2-30 ul roztworéw. W kazdej prébce potwierdzono
obecnos¢ opiatéw, otrzymujac wyniki zblizone do tych, jakie pokazano na rysun-
kach 71i8.
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Rys. 7. Rozdzial opiatéw w probee kompotu. Symbole i oznaczenia jak na rysunku 5
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Rys. 8. Rozdzial opiatéw w probee Brown sugar. Pik nr 8 pochodzi od kofeiny; pozostale oznaczenia
jak na rysunku 5
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3. Whioski

Wyniki badan wskazuja na mozliwo$é¢ zastosowania instrumentalnej TLC do
analizy opiatow i kannabinoli.

Ukfad chromatograficzny zaproponowany do rozdziatu kannabinoli umozliwia
analize czterech najwazniejszych skfadnikéw konopi, ktérych oznaczenia stanowia
podstawe kwalifikacji upraw. Szczegdlnie korzystnym efektem doswiadczen jest
rozdziat A’-tetrahydrokannabinolu i A®-tetrahydrokannabinolu, a takze znaczne
skrocenie czasu i kosztow analizy. Do oznaczen technika TLC wystarczy probka
ziela o masie dziesi¢ciokrotnie mniejszej w poréwnaniu z tg, jaka wymagana jest
w przypadku analiz technika GC/FID. Istotng zaletg zaproponowanego rozwigzania
analitycznego jest réwniez pominiecie etapu derywatyzacji, znaczne skrécenie czasu
oznaczen, a takze mozliwo$¢ réwnoleglej analizy kilkunastu probek.

Zaproponowana metoda wizualizacji opiatéw umozliwia rozréznienie morfiny
i 6-monoacetylomorfiny oraz kodeiny i acetylokodeiny. Jest to wiec metoda prze-
wyzszajaca pod wzgledem specyficznosci stosowana dotychczas powszechnie
wizualizacje przy uzyciu odczynnika jodoplatynowego; czuto$¢ obu tych metod
jest poréwnywalna.

Dwukrokowa elucja prébek kompotu i Brown sugar umozliwia pelng identy-
fikacje podstawowych skladnikéw opium i wyciagéw ze stomy makowej. Zaleta
zaproponowanej metody analiz jest réwniez mozliwo$¢ oceny stopnia zacetylowania
morfiny i kodeiny, co stanowi¢ moze dodatkowa informacj¢ o zrddle i metodzie
otrzymywania kompotu.

Pomiary weryfikacyjne w pelni potwierdzily poprawnos¢ zaproponowanych
rozwigzan analitycznych. Szczegdlng uwage zwraca zgodnos¢ wynikéw analiz ilo-
$ciowych podczas oznaczen A’-tetrahydrokannabinolu technika TLC i GC/FID.
Fakt ten wskazuje na mozliwo$¢ wykonywania (przy uzyciu TLC) skriningowych
analiz konopi bezposrednio w miejscu upraw, co moze znacznie ulatwi¢ prace
organdw prewencji.

Artykut wplyngl do redakcji 6.08.2007 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w pazdzierniku
2007 r.
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J. BLADEK, P. POLAK, E. JARZYNA, I. JAKUBOWSKA

Determination of opiates and cannabinols by TLC

Abstract. The paper contains the results of investigation on application of thin layer chromatography
(TLC) for determination of opiates and cannabinols. The rules of separation of components contained
in extracts of Cannabis and the preparations of opiates were specified. The rules of identification and
marks of contains in them psychotropic substances were also specified. Detection limit and errors
of the method were estimated. Proposed analytical solutions were verified during an analysis of
commercial samples of opiates and measurements of contents A’-THC in Cannabis.

Keywords: cannabinols, opiates, thin layer chromatography, laboratory screening

Universal Decimal Classification: 543.54



