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Cwiczenie nr 1

Zastosowanie barwnych reakcji chemicznych oraz
technik chromatograficznych do wykrywania
A°-tetrahydrokannabinolu (A°-THC) w preparatach
roslinnych
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I Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest:

* poznanie metod (skriningowych oraz chromatograficznych) wykrywania kannabinoidow
w materiale roslinnym 1 biologicznym,

»  wykrycie A° -THC w probkach suszu ro$linnego za pomocg barwnych reakcji oraz przy

uzyciu technik chromatograficznych (TLC, GC)

II Zasady postepowania w laboratorium kryminalistycznym

Zgodnie z wymogami Ustawy 0 Przeciwdziataniu Narkomanii z 29 lipca 2005 roku oraz
nowelizacjami wprowadzonymi w 2006 r., wlasciwe postepowanie administracyjnokarne oraz
orzekanie o przestepczej dziatalno$ci wymaga odpowiednich badan fizykochemicznych
zabezpieczonego materialu dowodowego. Orzekanie dotyczy wlasciwej kwalifikacji i
rozroznienia surowca pochodzacego z krajowego ziela konopi siewnej (Cannabis sativa L.),
tzw. odmiany wioknistej (zawierajacej A%-THC i 9-karboksy-THC lacznie do 0.2% w
przeliczeniu na suchg mas¢) od odmiany ziela konopi innych niz witokniste (zawierajacej
powyzej 0,2% sumy A%-THC i 9-karboksy-THC). Wedhug polskiego ustawodawstwa za produkt
narkotykowy uznawane jest ziele Cannabis zawierajace powyzej 0,2% AS-THC i THCA acznie
oraz zywica i inne produkty konopi niezaleznie od zawartoéci A° -THC i THCA.

Wilasciwa interpretacja wynikow analizy toksykologicznej umozliwia ustalenie dawki,
zrédla pochodzenia wykazanego $rodka, szacowanie rozmiar6w produkcji 1 uprawy. Wartos¢
dowodowa wyniku analizy toksykologicznej zalezy od stosowanej metody i od rodzaju
materiatu dostarczonego do badan. Niezaleznie od stosowanych metod i technik analitycznych
warto$¢ dowodowa =zalezy réwniez od wlasciwego pobierania probek, transportu 1
przechowywania do momentu zakonczenia badan (tzw. “lancucha kontroli”) 1 $cistego
przestrzegania wszystkich zalecen dotyczacych postgpowania z pobranym materiatem. Jest to
niezwykle istotne, gdyz wyniki analiz moga mie¢ powazne konsekwencje prawne dla osob
badanych. Zaleca si¢ stosowanie dwuetapowej procedury obejmujacej wstepne wykrywanie
(skrining), metodami immunologicznymi lub za pomoca barwnych reakcji (zwanych
kroplowymi) oraz potwierdzenie wynikow dodatnich metodami konfirmacyjnymi, ktore
powinny by¢ rownie czute jak skriningowe ale bardziej specyficzne. Wymogi te spetniaja
techniki chromatograficzne (gazowa lub cieczowa), najlepiej sprzezone ze spektrometrig mas

(GC/MS Tub LC/MS). Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) moze by¢ stosowana w



metodzie skriningowej i konfirmacyjnej, ale wynik badania nie moze by¢ dowodem w
postepowaniu sgdowym. W oparciu o wyniki analizy skriningowej odpowiednie stuzby moga
zatrzyma¢ podejrzanych, zleci¢ badania w laboratorium toksykologicznym oraz otrzymac
pozwolenie na rewizje. Wyniki analiz skriningowych moga by¢ tez dowodem we wstepnych
przestuchaniach. Laboratorium toksykologiczne wykonuje analizy na podstawie zlecenia
zawierajacego dane identyfikacyjne dawcy, osoby nadzorujacej pobranie i kuriera, numer
probki, date 1 godzine pobrania oraz cechy probki w chwili pobrania. Formularz moze tez
zawiera¢ dodatkowe informacje o probce, rodzaju narkotyku i powinien by¢ podpisany przez
osobe upowazniong i opatrzony oficjalna pieczecia.

Wilasciwe oznakowanie badanego materialu biologicznego musi zawiera¢ nastepujace

informacje:

= nazwisko i imi¢

= numer identyfikacyjny

= (data i czas pobrania

= miejsce pobrania

= nazwisko osoby nadzorujacej pobranie
= narkotyk poddawany badaniu

= numer probki.

Pojemniki powinny by¢ starannie zamknigte 1 opiecz¢towane. Oznakowanie musi by¢ na
pojemniku a nie na zamknigciu, aby zapobiec przypadkowej lub umys$lnej zamianie probek lub/i
oznakowan. Dawca lub osoba zainteresowana musi by¢ $wiadkiem stosowania $rodkow
zabezpieczajacych probe ale nie moze w nim uczestniczy¢. Wyniki analiz maja charakter
poufny. Wszelkie informacje dotyczace dawcy i1 wynikow muszg by¢ przechowywane w
zamknie¢tym miejscu, a raporty mogg by¢ udostgpniane tylko upowaznionym osobom. Badany
podejrzany material moze by¢ silnie dzialajacy lub zawierajgcy trucizne, dlatego nalezy
szczegblng uwage zwroci¢ na bezpieczenstwo w czasie wykonywania analiz. Oprocz

przestrzegania ogdlnych zasad pracy w laboratorium nalezy bezwzglednie:

= unika¢ probowania lub wachania materiatu;

= nie dotyka¢ rekami twarzy, szczeg6lnie ust i nosa, podczas wykonywania proby;



= zachowac szczeg6lng czystos¢;

= zapisywac pobieranie materiatu do badan oraz wyniki analiz do specjalnych formularzy.

Zasady ogdlne wykrywania kannabinoidow w produktach roslinnych
Materiat do badan moze mie¢ rdzne st¢zenie substancji aktywnej, probka moze by¢

rozcienczona nieaktywnymi substancjami, substancje rozcienczajace moga maskowac przebieg

reakcji charakterystycznej, wreszcie materiat do badan moze by¢ mieszaning kilku narkotykéw

—wszystko to moze by¢ przyczyng niejednoznacznych wynikow testow.

Aby zwigkszy¢ niezawodnos¢ testow nalezy przestrzega¢ nastepujacych zasad:

= je$li ilo$¢ materiatu do badan jest mata, zbyt mata aby wykona¢ badanie w warunkach
polowych, cala préobke nalezy wysta¢ do laboratorium;

» badania sproszkowanego materiatu rozpoczyna si¢ od mozliwie najmniejszej ilosci, po
czym, jesli to konieczne, zwigksza si¢ ilo$¢ analizowanej substancji;

= 7 probek statych lub zywicznych materiatdéw pobiera si¢ odrobing, rozdrabnia do postaci
proszku i proszek poddaje badaniu;

= w przypadku kapsulek przeprowadza si¢ badanie substancji z jednej kapsutki;

*  material ro§linny przed badaniem rozdrabnia si¢ w mtynku;

= w przypadku badania papieroséw pobiera si¢ materiat tylko z jednego papierosa;

= gdy badanie materiatu roslinnego za pomoca odpowiedniego testu dato wynik ujemny, a
istnieje podejrzenie, ze moze on zawiera¢ inne substancje, to cata dostepna ilo$¢ materiatu
powinna by¢ przestana do laboratorium celem wykonania doktadnej analizy. Barwne testy
na obecno$¢ narkotykéw moga by¢ wykonywane w probdéwkach, na bibule ale najczesciej
w specjalnej ptytce porcelanowej z wglebieniami. Po wykonaniu badania, probowka lub
ptytka musi by¢ starannie umyta woda i rozpuszczalnikiem organicznym (aceton, metanol).
Dla zwigkszenia specyficznosci oznaczenia najczesciej wykonuje si¢ dla kazdej substancji
lub grupy substancji (przynajmniej 2 testy). Rozne zwigzki nalezace do jednej grupy
chemiczne] moga dawac identyczny lub podobny wynik. Przy interpretacji wynikow
nalezy pamigtac o tym, ze:

= jedynie barwa podana w opisie testu moze by¢ uznana za wynik dodatni, ktory oznacza

mozliwg obecnos$¢ poszukiwanej substancji;



= we wszystkich przypadkach, kiedy otrzymuje si¢ wynik dodatni lub watpliwy nalezy
przesta¢ materiat do dalszej analizy w laboratorium;

= w przypadku ujemnego lub watpliwego wyniku nalezy wykonaé¢ drugie badanie przy
uzyciu innego testu i dopiero wynik ujemny uznac¢ za brak poszukiwanej substancji.

Jesli jednak istniejg jakiekolwiek watpliwosci nalezy material wysta¢ do laboratorium.

II1 WYKONANIE CWICZENIA

1. Pobieranie probek suszu roslinnego od prowadzgcego ¢wiczenie

Materiat dowodowy, jakim sg badane probki, podlega $cistemu zarachowaniu. Badane
w czasie ¢wiczenia laboratoryjnego probki suszu ro§linnego, mimo iz nie sg zielem konopi ani
zywica konopi tylko przystosowanym do potrzeb dydaktycznych zielem nawloci, rowniez
podlegaja Scistej kontroli. Pobieranie probek do analizy od prowadzacego ¢wiczenie musi si¢
odbywa¢ wg procedury ujetej w karcie badania konopi, przedstawionej w Tab. 1. Ilos¢
pobieranego suszu do analiz podaje prowadzacy ¢wiczenie. Probki suszu przed analizg nalezy

rozdrobni¢ w mozdzierzu.

2. Ekstrakcja probek suszu roslinnego

Nalezy odwazy¢ dwa razy po 25 mg suszu roslinnego (jedna czg$¢ do ekstrakcji a druga do
testow screeningowych). Nawazke suszu (25 mg) umiesci¢ w zamykanej amputce o pojemnosci
8-10 ml. Do amputki doda¢ 5 ml n-heksanu. Zamknigta amputke wstawi¢ do tazni
ultradzwigkowej (w zlewce z woda, zabezpieczajac przed przewroceniem) 1 ekstrahowac przez
15 min w temperaturze 40°C. Zawarto$¢ amputki pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez
10 min. Ekstrakt przesaczy¢ przez twardy saczek do 4 ml naczynka chromatograficznego. Do

analizy GC ekstrakty zatezy¢ (ok. 10-krotnie) w strumieniu azotu.

3. Wykonanie barwnych testow
Wykona¢ test barwny wg procedury opisanej ponizej i wpisa¢ wyniki testu do karty
badan konopi. Test z czysta substancja wzorcowa (A%-THC), dla wyeliminowania bledow

wynikajacych z subiektywnego postrzegania koloréw, wykonuje prowadzacy ¢wiczenie.



Test 1. Proba z Fast Blue B Salt (chlorek di-0-anizydynotetrazoliny)

= Umiesci¢ w probowce niewielkg ilos¢ badanego materialu (na czubku lopatki
dentystycznej).

» Doda¢ niewielka ilo$¢ (na czubku topatki dentystycznej) Fast Blue B Salt wymieszanej z
bezwodnym siarczanem sodowym.

* Doda¢ 1 ml chloroformu i wytrzasa¢ przez 1 minutg.

* Doda¢ 1 ml 0,1 M roztwdr wodorotlenku sodu i wstrzasa¢ przez 2 minuty.

Wynik: Barwa purpurowoczerwona dolnej warstwy (chloroformowej) moze wskazywaé na

obecno$¢ kannabis.

4. Analiza TLC ekstraktow

Ekstrakty (20 ul) i roztwér wzorca A® -THC (5 ul) nanie$¢ na plytke TLC i odparowaé
rozpuszczalnik w strumieniu powietrza. Chromatogram rozwija¢ w mieszaninie chloroform:
metanol (19 :1,v:v), odparowaé rozpuszczalniki w strumieniu powietrza i wizualizowa¢ plamki
przy uzyciu 0,1% roztworu wodnego soli Fast Blue B. Spryskang ptytke wstawi¢ na chwilg do
suszarki nagrzanej do 100°C. Na podstawie wynikéw analizy TLC wskazaé ekstrakt(y)
zawierajace A° -THC.

5. Wykrywanie A° -THC przy uzyciu techniki chromatografii gazowej (GC/FID)

Do analizy GC ekstrakty zatezy¢ ok. 10-krotnie w strumieniu azotu. Wykona¢ analizg

chromatograficzng roztworu zawierajacego A° -THC, a nastepnie zatezonych ekstraktow.

W miar¢ mozliwos$ci analizy chromatograficzne ekstraktow powtorzyc.

Warunki analizy chromatograficznej:

= kolumna kapilarna pokryta faza ciekta RTX 5 (Sredniopolarna), di.30m, S$rednica
wewngtrzna 0,25mm, grubo$¢ filmu fazy ciektej 0,25um;

= temperatura dozownika 250° C ;

= temperatura detektora FID 290° C;

= temperatura poczatkowa kolumny 180° C, narost temp. - 10° C/min do 280° C, 10 min
izotermicznie 280° C;

= objetos¢ nastrzyku 1-2 pl



6. Sprawozdanie

Przedstawi¢ w punktach procedure wykrywania A® -THC w prébkach ro$linnych.
Opisa¢ warunki przeprowadzonych analiz chromatograficznych.

Zalaczy¢ karte badania konopi.

Przedstawi¢ dyskusje wynikow i wnioski.

SPRZET I SZKLO LABORATORYJNE

- Mozdzierz porcelanowy maty 3 szt,

- Ampuiki zakrecane o pojemnosci 8 — 10 ml 3 szt,
- Pipeta miarowa , 5 ml 1 szt,

- Pipeta miarowa , 1 - 2 ml 2 szt,

- Zlewka, 200 ml 1 szt,

- Lopatka metalowa 1 szt,

- Mikrostrzykawka, 100 pl 1 szt,

- Cylinder miarowy, 25 ml 1 szt,

- Kolba stozkowa, 25 ml 1 szt,

- Komora chromatograficzna 1 szt,

- Naczynka zakrecane, 4 ml 3 szt,

- Lejki mate 3 szt,

- Probowki 4 szt,

- Mikrostrzykawka, 10 ul 1 szt,

- Kapilarki,

- Pinceta 1 szt,

- Saczki twarde,

- Suszarka do wlosow 1 szt.

- Spryskiwacz do ptytek TLC z gumowg gruszka.
- Ptytki TLC pokryte aktywowanym zelem krzemionkowym G lub Zelem krzemionkowym

zawierajacym domieszke substancji fluoryzujacej w swietle UV przy 254 nm.

ODCZYNNIKI

- 2,5 g Fast Blue B Salt wymieszane ze 100 g bezwodnego siarczanu sodowego - chloroform

- 0,1 M roztwor wodorotlenku sodu



- 2 g waniliny rozpuszczone w 100 ml 95% etanolu z dodatkiem 2,5 ml aldehydu octowego;

- stezony kwas solny

- n-heksan

- metanol
- 0,1% roztwér wodny soli Fast Blue B - roztwor A° -THC w n-heksanie.
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Tab. 1. Karta badania konopi.

Dane probki Prébka 1 | Probka 2 | Probka 3

Masa probki brutto przed pobraniem do analizy [g]

Masa probki brutto po pobraniu do analizy [g]

Masa probki analitycznej [g]

Opis makroskopowy probki

Narkotyk poddawany badaniu

Wynik barwnego testu (kolor warstwy chloroformowej)

Wynik analizy TLC

Wynik analizy GC/FID

Nazwisko 1 imi¢ wykonujacego analize

Data analizy

Nazwisko 1 imi¢ prowadzacego ¢wiczenie




