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Konopie, przegląd zagadnień związanych z oznaczaniem 
sumarycznej zawartości delta-9-tetrahydrokannabinolu 
(D-9-THC) oraz kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego 
(D-9-THCA-A) 

Wprowadzenie

Cannabis sativa L. to nazwa gatunkowa konopi 
siewnych, która oznacza roślinę należącą do rodziny 
Cannabaceae – konopiowate, rząd Urticales – pokrzy-
wowce. W obrębie tego gatunku występują różno-

rodne odmiany konopi uprawiane bądź dziko rosnące 
w różnych obszarach klimatycznych. Najpopularniej-
szą na rynku narkotycznym jest odmiana indyjska 
Cannabis sativa, varietas indica [1]. 

W ciągu wieków zastosowanie konopi zmieniało się. 
Najpierw wykorzystywano je w obrzędach religijnych, 

Streszczenie

Badania konopi, ze względu na rozpowszechnienie tego narkotyku na nielegalnym rynku, są jednymi z naj-
częstszych badań wykonywanych przez laboratoria kryminalistyczne. Pomimo tego, w kwestii tej wciąż istnieje 
szereg kontrowersyjnych problemów analitycznych, które wśród osób zajmujących się tą problematyką wywo-
łują niejednokrotnie żywą dyskusję.

Praca stanowi przegląd zagadnień związanych z konopiami oraz problemami analitycznymi związanymi 
z prowadzeniem oznaczeń sumarycznej zawartości delta-9-tetrahydrokannabinolu (D-9-THC) oraz kwasu del-
ta-9-tetrahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A) w próbkach ziela konopi. Oznaczenia te są obecnie najczęściej 
przeprowadzane metodą chromatografii gazowej lub w mniejszym stopni metodą chromatografii cieczowej. 
W przypadku metody chromatografii gazowej, zawartość sumaryczna oznaczana jest jako suma delta-9-te-
trahydrokannabinolu (D-9-THC) pierwotnie obecnego w próbce oraz delta-9-tetrahydrokannabinolu (D-9-THC) 
powstającego w procesie dekarboksylacji kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A). W metodzie 
chromatografii cieczowej oba związki mogą być oznaczane w ich naturalnej postaci. Obie metody posiadają 
szereg zalet i wad związanych z aspektami, które wymagają szczególnej uwagi przy prowadzeniu oznaczeń. Jed-
nym z celów pracy było ich wskazanie i pośrednio przeprowadzenie charakterystyki porównawczej obu metod 
oznaczeń.

Niniejszy artykuł stanowi przegląd doniesień literaturowych z ostatnich kilku lat ze szczególnym uwzględnie-
niem zagadnień związanych z poruszanym tematem publikowanych przez policyjnych ekpertów badań narkoty-
ków w czasopiśmie „Problemy Kryminalistyki”. W pierwszej części pracy dokonano przeglądu zagadnień zwią-
zanych konopiami i ich produktami, kannabinoidami, podgatunkami konopi, wykorzystaniem konopi, działaniem 
konopi na organizm człowieka, regulacjami prawnymi dotyczącymi konopi, metodami instrumentalnymi wyko-
rzystywanymi do oznaczeń D-9-THC i D-9-THCA-A.W dalszej części pracy omówione zostały wybrane czynniki 
wpływające na wynik oznaczeń takie jak: pobieranie próbek; trwałość kannabinoidów w konopiach; wiek roślin; 
ekstrakcja; wilgotność próbek; derywatyzacja; trwałość roztworów wzorcowych; dekarboksylacja kwasu delta-
-9-tetrahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A); warunki rozdziału chromatograficznego; uwarunkowania sprzę-
towe.

W związku z wymaganiami systemu zarządzania jakością narzucającym potrzebę akredytacji procedur badaw-
czych mam nadzieję, że praca ta będzie stanowiła pomoc dla chemików analityków zajmujących się problemami 
oznaczeń próbek ziela konopi i zwróci ich uwagę jakie czynniki należy uwzględniać przy sporządzaniu budżetu 
i szacowaniu całkowitej niepewności pomiarów.

Słowa kluczowe �konopie, D-9-THC, D-9-THCA-A, D-8-THC, chromatografia gazowa (GC-FID, GC-MS), chro-
matografia cieczowa (HPLC)
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następnie w medycynie i włókiennictwie, a w ostatnich 
kilkudziesięciu latach stały się najpopularniejszym 
i najbardziej rozpowszechnionym na świecie środ-
kiem odurzającym. Historia zażywania konopi sięga 
kilku tysięcy lat i miała swój początek w Azji. Pierw-
sze wzmianki o konopiach znajdują się w pismach 
chińskich i indyjskich, są one zawarte w wedyjskich 
hymnach oraz religijnych pieśniach indyjskich pocho-
dzących z początków I tysiąclecia p.n.e. Sławią one 
potęgę soma, cudownej rośliny bogów wprawiającej 
w ekstazę i dającej moc. Inne historyczne wzmianki 
o użyciu konopi do celów narkotycznych można zna-
leźć w pracach greckiego historyka Herodota z V 
wieku p.n.e. Opisuje on zwyczaje koczowniczych ple-
mion żyjących na stepach Rosji. Budowały one spe-
cjalne namioty wykorzystywane jako sauny oraz miej-
sca do palenia konopi. Z Chin i Indii zażywanie konopi 
przeniosło się do Persji, Asyrii i na cały Bliski Wschód, 
skąd Arabowie wprowadzający islam na podbijanych 
terytoriach, zwłaszcza północnej Afryki, wprowadzali 
również zwyczaj zażywanie konopi (islam zabrania 
picia alkoholu, ale nie zabrania wprost zażywania nar-
kotyków). Z Afryki zwyczaj ten został przeniesiony do 
Europy [1, 2].

Do spopularyzowania w Polsce konopi jako środka 
halucynogennego na przełomie XIX i XX wieku przyczy-
niło się z pewnością traktowanie ich jako skutecznego, 
łatwo dostępnego środka leczniczego w lecznictwie 
oficjalnym. Używano go jako środka uspokajającego, 
nasennego, zastępującego działanie morfiny. Nalewki 
i wyciągi z konopi były lekami roślinnymi dostępnymi 
w aptekach. Farmakopea Polska II z 1937 roku (oraz 
1946 roku) podaje jeszcze w spisie leków Herba Can-
nabis indiceae. W Farmakopei Polskiej III „lek” ten już 
nie figuruje. Należy sądzić, że powodem stało się spo-
pularyzowanie w Europie halucynogennych właściwo-
ści konopi, alarmujące doniesienia o popycie na ten 
narkotyk i przypadki nadużywania przygotowywanych 
z niego „leków” w celach niemedycznych. Sądzono, 
że wycofanie Herba Cannabis z lecznictwa zapobie-
gnie zagrożeniu, jakie stwarzają jego halucynogenne 
własności. Niestety tak się nie stało. Obecnie narko-
tyki uzyskiwane z konopi należą do najbardziej popu-
larnych na świecie i mają najszerszy zasięg stosowa-
nia. Znane są one pod różnymi nazwami. Najbardziej 
rozpowszechnione to marihuana, dagge, kif, ganja, 
związane najczęściej z rejonem uprawy. Nielegalne 
uprawy konopi przeznaczonych do wyrobu produk-
tów narkotycznych praktycznie wymykają się spod 
kontroli [1].

Konopie indyjskie są najpowszechniejszym dostęp-
nym nielegalnym narkotykiem w Europie. Pochodzą 
zarówno z importu, jak i z produkcji krajowej. W więk-
szości krajów używanie konopi indyjskich wzrosło 
w latach 90. XX w. i na początku XXI w., chociaż nadal 
istnieją istotne różnice między poszczególnymi kra-
jami. Konopie indyjskie można uprawiać w bardzo 
rozmaitych środowiskach; w wielu częściach świata 

to roślina dziko rosnąca. Szacuje się, że jest upra-
wiana na obszarze 172 krajów i terytoriów (United 
Nations Office on Drugs and Crime – UNODC, 2009). 
Informacje te oznaczają, że opracowanie dokładnych 
danych szacunkowych na temat światowej produkcji 
konopi indyjskich jest trudne. UNODC (2009) szacuje 
globalną produkcję marihuany w 2008 roku na 13 
300–66 100 ton. Według ostrożnych szacunków około 
75,5 mln Europejczyków przynajmniej jeden raz użyło 
konopi indyjskich (wskaźnik przynajmniej jednokrot-
nego użycia), czyli średnio więcej niż co piąta osoba 
w przedziale wiekowym od 15 do 64 lat [3].

Konopie i ich produkty

Konopie to roślina zielna, roczna, o prostych, wznie-
sionych pędach, głęboko ukorzeniona, dochodząca 
do 3 m wysokości. Liście konopi są ciemnozielone, 
mają kształt dłoniasty, są wielosieczne, gruboząbko-
wane, z obu stron szorstkie, z wolnymi, nitkowatymi 
przylistkami [1]. 

Konopie są roślinami dwupiennymi, tzn. występują 
rośliny mające kwiatostany wyłącznie męskie oraz 
rośliny mające kwiatostany wyłącznie żeńskie. Do 
celów narkotycznych mają zastosowanie rośliny tylko 
żeńskie, o znacznie większej zawartości substancji 
czynnych, czyli związków o charakterze fenolowym, 
tzw. kannabinoidów całkowicie swoistych dla rodzaju 
Cannabis [1, 4–5]. Znane są także postacie jedno-
pienne tej rośliny. W tym przypadku na tym samym 
okazie rośliny znajdują się zarówno kwiaty męskie, jak 
i żeńskie. Okazy męskie roślin dwupiennych zwane 
płaskoniami różnią się wyraźnie od okazów żeńskich 
zawiązujących owoce. Wierzchołek okazów męskich 
zakończony jest wiechą niepozornych zielonożółtych 
kwiatów pręcikowych, łodyga jest skąpo ulistniona, 
liście mają barwę jaśniejszą i zapach mniej intensywny 
niż liście okazów żeńskich. Męskie kwiatostany i liście 
również zawierają kannabinoidy, ale zawartość ich nie 
dorównuje zawartości kannabinoidów w kwiatosta-
nach i liściach żeńskich i z reguły jest znikoma [1].

Okazy żeńskie są okazalsze od osobników 
męskich, rozłożyste, obficie ulistnione z wielokwiato-
wymi jasnozielonymi kwiatostanami. Roślina wydziela 
intensywny, charakterystyczny, aromatyczny zapach. 
Materiałem siewnym konopi są owoce – orzeszki 
jednonasienne kształtu okrągłojajowatego, lekko 
spłaszczone. Okrywa owocowa jest gładka, nieco 
lśniąca. Owoce niektórych odmian konopi, w praktyce 
zwane nasionami, różnią się między sobą wielkością, 
zabarwieniem, wzorzystością powierzchni. Często 
dostarczony do badań materiał siewny konopi zawiera 
ziarna o różnym stopniu dojrzałości. Owoce (nasiona) 
niedojrzałe są małe, kuliste, koloru zielonego lub sza-
rozielonego. Dojrzałe zmieniają zabarwienie przeważ-
nie na jasnobrunatne lub brunatne. Wygląd ten nie 
jest jednak podstawą do rozróżnienia poszczegól-
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nych odmian. Niekiedy jest to możliwe po prześledze-
niu całego cyklu wegetacyjnego rośliny i oznaczeniu 
w niej ciał biologicznie czynnych. W nasionach, łody-
gach i włóknach nie ma kannabinoidów lub są obecne 
tylko znikome ich ilości. W polskim i międzynarodo-
wym ustawodawstwie nie są one wymienione jako 
środki narkotyczne. 

Szczytowe części kwitnących lub owocujących 
konopi wydzielają żywicę zawierającą substancje 
działające psychoaktywnie i halucynogennie. Do 
produktów konopi należą marihuana, haszysz i olej 
haszyszowy [1].

Marihuana

Jest produktem narkotycznym otrzymywanym 
z konopi, niewymagającym prawie żadnej obróbki. 
Są to wysuszone, a następnie rozdrobnione liście 
i kwiatostany górnych pędów różnych odmian konopi. 
Marihuana występuje najczęściej w postaci krajanki 
lub drobno sproszkowanych fragmentów roślinnych. 
W celu zmniejszenia objętości masy roślinnej ugniata 
się ją i prasuje. Służy do palenia w skrętach, papiero-
sach, fajkach, często w mieszaninie z tytoniem (tzw. 
jointy), niekiedy do przygotowania wodno-alkoholo-
wych wywarów [1]. Odmianą marihuany o wysokiej 
zawartości substancji psychoaktywnych jest tzw. 
sinsemilla (hiszp. „bez nasion”), czyli żeńskie, nieza-
pylone, a więc niewytwarzające nasion okazy rośliny 
Cannabis sativa [5].

Haszysz

Jest żywicą z ziela Cannabis. Żywicę tę wytwarza 
roślina w okresie dojrzewania – kwitnienia i owoco-
wania. Ochrania ona wierzchołki kwiatowe przed 
wysychaniem. Roślina wydziela ją szczególnie obficie 
w suchym, gorącym klimacie, dlatego haszysz pro-
dukowany jest głównie w dwóch regionach świata: 
w krajach południowej i wschodniej części Morza 
Śródziemnego oraz na subkontynencie indyjskim. 
Handlowa postać haszyszu to najczęściej sprasowane 
płytki, tabliczki, bryłki lub walce różniące się twardo-
ścią, odcieniem barwy i połyskiem. Haszysz najczę-
ściej pali się w fajce lub dodaje do żywności [1, 5].

Olej haszyszowy

Olej haszyszowy jest to ciekły ekstrakt materiału 
roślinnego lub żywicy otrzymany za pomocą rozpusz-
czalników organicznych, takich jak alkohol, benzyna 
czy eter naftowy. Ekstrakcję prowadzi się wielostop-
niowo. Po odparowaniu rozpuszczalników pozostaje 
oleistosmołowata lepka ciecz o charakterystycznym 
zapachu, czarnobrunatnym zabarwieniu, zielonkawo 
połyskującym, nierozpuszczalna w wodzie. Rozcień-
czony rozpuszczalnikami organicznymi olej przyjmuje 
barwę zieloną lub brązową, zależnie od dojrzałości 
materiału roślinnego i charakteru rozpuszczalnika. 
Postać płynna lepiej nadaje się do przemytu, gdyż 
w szczelnie zamkniętych butelkach jest trudna do 

wykrycia przez tresowane psy. Olej haszyszowy doda-
wany jest do papierosów tytoniowych lub papierosów 
z marihuaną. Dwie–trzy krople oleju wsącza się zwykle 
w tytoń papierosów i w ten sposób „legalnie” używa 
narkotyk [1, 5].

Tak jak nie ma dwóch osób o identycznych liniach 
papilarnych, tak nie ma również dwóch próbek pro-
duktów Cannabis o identycznym wyglądzie, właści-
wościach i składzie, gdyż otrzymuje się je z różnego 
materiału roślinnego, przerabia różnymi metodami, 
wzbogaca i zagęszcza przy użyciu różnych technik 
oraz w różny sposób przygotowuje do przemytu [5].

Kannabinoidy

W narkotykowym typie Cannabis zidentyfikowano 
421 substancji należących do 18 różnych grup che-
micznych. Wśród nich jest ponad 50 węglowodorów, 
w tym silne kancerogenne – benzopiren i benzoantra-
cen, 103 terpeny, których większość wywołuje silnie 
drażniące działanie na drogi oddechowe, 12 kwasów 
tłuszczowych, 11 steroidów, 20 związków heterocy-
klicznych zawierających azot oraz ponad 60 kannabi-
noidów – związków o 21 atomach węgla występują-
cych wyłącznie w konopiach.

Do przedstawienia budowy chemicznej kannabi-
noidów stosuje się dwa sposoby numeracji atomów 
w cząsteczce, z których jeden opiera się na strukturze 
dibenzopiranu, a drugi monoterprenoidu (ryc. 1). 

Termin kannabinoidy obejmuje również synte-
tyczne analogi strukturalne naturalnych składników 
kannabis oraz ich metabolity powstające w żywych 
organizmach.

Nowoczesne badania nad kannabinoidami rozpo-
częły się w roku 1964, kiedy w laboratorium Mecho-
ulama rozszyfrowano strukturę delta-9-tetrahydro-
kannabinolu (D-9-THC), głównego psychoaktywnego 
składnika Cannabis. Aktywność farmakologiczna 
D-9-THC jest stereoselektywna: izomer lewoskrętny 
działa (zależnie od użytego testu) 6–100 razy silniej 
niż prawoskrętny. Z czasem poznano strukturę innych 
składników konopi (nazywanych często „klasycznymi 
kannabinoidami”), z których na uwagę zasługują: 

•• delta-8-tetrahydrokannabinol (D-8-THC);

•• kannabinol (CBN);

•• kannabidiol (CBD);

Ryc. 1. � Numeracja atomów w cząsteczkach dibenzopiranu 
i monoterpenoidu [5].
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•• kwas tetrahydrokannabinolowy (D-9-THCA-A);

•• kwas tetrahydrokannabinolowy (D-9-THCA-B);

•• kwas kannabinolowy (CBNA);

•• kannabinochromen (CBC) (ryc. 2).
Zawartość D-9-THC w materiale roślinnym zależy 

od genetycznych właściwości rośliny, warunków jej 
wegetacji, sposobu zbierania, wieku rośliny, rodzaju 
gleby i klimatu. Dobierając odpowiednie warunki, 
można doprowadzić do wzrostu zawartości psy-
choaktywnego składnika – np. marihuana produko-
wana w latach 1979–1982 zawierała ok. 3% D-9-THC, 
podczas gdy uprawiana obecnie – 6–10%. Ostatnio 
w Holandii wyhodowano odmianę konopi, nazwaną 
Netherweed, o zawartości 20% D-9-THC [5].

W poszczególnych częściach rośliny występują 
znaczne różnice zawartości D-9-THC. W wyniku prze-
prowadzonych badań w łodygach nie stwierdza się 
jego obecności. Natomiast liście wiechy zawierają ok. 
1%, kwiatostan ok. 3%, a żywica ok. 5% D-9-tetrahydro-
kannabinolu [7]. Przeciętna zawartość D-9-THC w pro-
duktach kannabis wynosi: produkty roślinne (marihu-
ana) 0,5–5%, żywica (haszysz) 2–10%, olej haszyszowy 
10–30%. Są to jednak wartości orientacyjne, gdyż 
w różnych próbkach tych produktów zawartość D-9-
THC może wykraczać poza podane wartości [5].

Delta-9-tetrahydrokannabinol (D-9-THC) wystę-
puje najczęściej z kannabinolem (CBN) i kannabi-
diolem (CBD) oraz delta-8-tetrahydrokannabinolem 
(D-8-THC) [8]. Zarówno CBD, jak i CBN są związ-
kami o działaniu euforycznym, zaś D-8-THC działa 
podobnie jak D-9-THC, lecz słabiej [4]. Najważniej-
szym prekursorem D-9-THC w roślinach konopi jest 
kwas D-9-tetrahydrokannabinolowy (D-9-THCA-A), 
który rozkłada się do D-9-THC w podwyższonej tem-
peraturze. Ma to miejsce zarówno w trakcie palenia 
produktów konopi, jak i w toku ich analizy metodami 
chromatografii gazowej w porcie nastrzykowym, gdzie 
panuje wysoka temperatura. Innymi kannabinoidami 
występującymi w konopiach są: kwas kannabinolowy 
(CBNA), kwas kannabidiolowy (CBDA), kannabichro-
men (CBC), kannabigerol (CBG), kwas kannabinoge-
rolowy (CBGA), kannabiwaryna (CBV) i tetrahydrokan-
nabiwaryna (THV) [8].

Podgatunki konopi

Przyjmuje się, że konopie należą do jednego 
rodzaju i gatunku konopi siewnych Cannabis sativa, 
które dzielą się na trzy podgatunki: konopie dzikie, 
konopie narkotyczne oraz konopie zwyczajne.

Konopie dzikie

Konopie te charakteryzują się grubą okrywą owo-
ców i łatwością osypywania się nasion. Rośliny te 
należą do stosunkowo niskich. Nasiona ich są drobne, 
ciemno zabarwione o bardzo wzorzystej mozaice. 
Zawartość włókna jest niska, natomiast zawartość D-9-
THC sięga nieraz 0,5%, a nawet 1%. Rośliny te można 
spotkać w Azji (Indie, Iran, Afganistan, Chiny). W Euro-
pie występują w Polsce, Czechach, Słowacji i krajach 
Półwyspu Bałkańskiego.

Konopie narkotyczne

Są to konopie dwupienne, typowo odurzające. 
Rośliny mają silnie rozgałęzioną łodygę o gęstym i obfi-
tym ulistnieniu. Odcinki liściowe są małe, intensywnie 
zielone. Konopie narkotyczne mają mało włókna. Sub-
stancje odurzające otrzymuje się z okazów żeńskich. 
Listki wiechy głowacza pokryte są gruczołami włosko-
watymi wydzielającymi intensywny zapach kannabi-
nolowy oraz lepką substancję zwaną żywicą. Konopie 
te należą do typu południowego. Występują w Indiach 

Ryc. 2. � Wzory najważniejszych klasycznych kannabinoidów 
[1, 6].
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i wszystkich krajach sąsiednich. W Polsce nie dojrze-
wają, mogą jednak być krzyżowane ze wszystkimi 
rosnącymi u nas typami konopi. 

Konopie zwyczajne

Konopie te wyróżniają się ogromnym bogactwem 
form. Wśród nich występują konopie południowe, pół-
nocne oraz konopie pośrednie. 

Konopie pośrednie – do tej grupy należą m.in. 
konopie polskie oraz środkoworosyjskie. Najczęściej 
wysokość łodygi wynosi od 125 cm do 200 cm, często 
dochodzi nawet do 250 cm i więcej. Liść jest większy 
niż u konopi północnych. W środkowej części składa 
się z 7 odcinków. Nasiona są jasne, bez mozaiki.

Konopie południowe – do tej grupy zalicza się kono-
pie francuskie, hiszpańskie, jugosłowiańskie, włoskie, 
tureckie. Najczęściej wysokość łodygi wynosi od 250 
cm do 400 cm. Liście są duże, szerokie, składają się 
z 9–11 odcinków. Nasiona są duże, barwy szarej lub 
ciemnoszarej, z wyraźnie zaznaczoną mozaiką. W Pol-
sce konopie te w zasadzie nie dojrzewają. 

Wobec łatwości tworzenia się krzyżówek wszystkie 
występujące typy i formy konopi mogą się ze sobą 
krzyżować.

Biorąc pod uwagę zawartość delta-9-tetrahydrokan-
nabinolu (D-9-THC) oraz kannabidiolu (CBD), wydzie-
lono trzy najważniejsze chemotypy konopi. Podziałowi 
temu sprzyja fakt, że każda pojedyncza roślina należy 
do określonego typu chemicznego w ciągu całego 
swojego cyklu rozwojowego.

I chemotyp

•• Typ narkotyczny – wybitnie odurzający

•• D-9-THC > 2%, CBD = 0%
Występuje w klimacie gorącym. Do tej grupy zali-

czamy konopie indyjskie, meksykańskie, południowo-
afrykańskie.

II chemotyp

•• Typ pośredni – również odurzający

•• D-9-THC > 0,5% (średnio od 0,3% do 0,9%), CBD 
> 0,5%
Są to wszystkie konopie uprawiane w klimacie cie-

płym, śródziemnomorskim.

III chemotyp

•• Konopie włókniste

•• D-9-THC < 0,3%, CBD > 0,5%
Do tej grupy należą konopie uprawiane w strefie 

umiarkowanej. 
Wysokie stężenie CBD, przy sprzyjających warun-

kach uprawy, może spowodować, iż u rośliny typu 
włóknistego zostanie przekroczona bezpieczna gra-
nica dla D-9-THC. Zdarza się to przy prowadzeniu kil-
kuletnich odsiewów w warunkach sztucznych (szklar-
niowych, przy odpowiednio stworzonych warunkach 
agrotechnicznych). Wówczas stężenie D-9THC może 
przekroczyć granicę 0,2% i roślina taka, mimo że jej 

profil nie odbiega zasadniczo od typu włóknistego ze 
względu na zawartość D-9-THC zostanie zakwalifiko-
wana do typu narkotycznego. W związku z tym dąży 
się do wyhodowania konopi całkowicie bezpiecz-
nych, o bardzo niskiej zawartości D-9-THC. Badania 
takie były prowadzone, a osiągnięte wyniki pozwoliły 
wyróżnić IV chemotyp konopi.

IV chemotyp

•• D-9-THC ok. 0,001%, CBD ok. 0,2%
W literaturze można spotkać inny współczynnik 

umożliwiający rozróżnianie typu włóknistego od typu 
narkotycznego konopi, tzw. kryterium proporcji kan-
nabinoidów:

PC =
CBN % + ” - 9 - THC %

CBD %

Jeżeli PC < 1, to konopie zalicza się do typu włókni-
stego. Jeżeli PC > 1, mamy do czynienia z konopiami 
typu narkotycznego. 

Kryterium to wprowadzono, biorąc za podstawę 
cykl przemian kannabinoidów, jaki zachodzi w roślinie. 
Jak wiadomo, w młodych okazach występuje wysokie 
stężenie CBD, natomiast zawartość D-9-THC jest nie-
wielka. Dopiero w okresie dojrzewania konopi docho-
dzi do uaktywnienia się procesu biosyntezy kannabi-
noidów, co wiąże się ze wzrostem zawartości D-9-THC 
w roślinie. Dłuższe przechowywanie i suszenie roślin 
powoduje rozkład D-9-THC do CBN, w wyniku którego 
następuje spadek stężenia D-9-THC [7].

Wykorzystanie konopi

Przemysłowym przeznaczeniem konopi jest pro-
dukcja włókna przędzalniczego i włókna powroźnego 
z tzw. słomy konopnej otrzymywanej z łodyg rośliny 
oraz oleju z nasion. Włókna konopne przerabiane są 
głównie w postaci włókien technicznych i służą do 
wyrobu mało szlachetnych, grubych przędz przezna-
czonych do produkcji worków, lin, powrozów. Część 
włókien przerabia przemysł papierniczy. Tradycyjnymi 
rejonami koncentracji upraw konopi w Polsce są: rejon 
lubelski, jarosławski, kielecko-krakowski [1].

Jako ciekawostkę można podać, że w Szwajca-
rii i Włoszech ziele konopi jest wykorzystywane jako 
dodatek do przygotowywania produktów żywno-
ściowych, takich jak olej, mąka, herbata, lemoniada, 
piwo czy likier, natomiast olejki eteryczne uzyskiwane 
metodą destylacji z parą wodną są wykorzystywane 
do produkcji kosmetyków [9–10].

Narkotyczny typ konopi znalazł zastosowanie, 
nazywane niekiedy eufemistycznie „rekreacyjnym”, 
polegające na wywoływaniu euforycznego samopo-
czucia, któremu jednak towarzyszą objawy toksyczne 
i groźba uzależnienia. Ocena roli tej odmiany konopi 
była przedmiotem sporów już w czasach starożytnych: 
dla jednych roślina ta wyznaczała drogę do Hadesu, 
dla innych prowadziła do raju [5].
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Obecnie nielegalne uprawy konopi prowadzone na 
wielką skalę znajdują się przede wszystkim w: Ame-
ryce Północnej i Południowej, na Karaibach, w Afryce 
i południowo-wschodniej Azji, w takich państwach jak: 
Afganistan, Kolumbia, Irak, Jamajka, Liban, Meksyk, 
Maroko, Pakistan, Turcja. Także w Europie można 
spotkać uprawy konopi, jednak ze względu na nie-
sprzyjające warunki klimatyczne uzyskiwane tu rośliny 
charakteryzują się niższą zawartością kannabinoidów. 
Wyjątkiem są specjalne uprawy hydroponiczne spo-
tykane np. w Holandii, gdzie stosując odpowiedni 
dobór roślin i zapewniając im specjalne warunki 
uprawy otrzymuje się rośliny dorównujące jakością 
tym pochodzącym z innych regionów świata, a nawet 
przewyższające je pod tym względem [2–3].

Działanie konopi na organizm człowieka

Preparaty Cannabis wykazują nie tylko działanie 
odurzające, lecz także trujące. Najczęstsze objawy 
toksyczności biologicznej to napady lęku, zaburzenia 
snu, brak kontroli nad czynnościami fizjologicznymi. 
Już po tygodniowym zażywaniu Cannabis wystąpić 
mogą symptomy psychicznego uzależnienia. Wystę-
pują one najczęściej u ludzi o słabym układzie psy-
chicznym i nerwowym. Nałogowi palacze marihuany 
i haszyszu twierdzą, że przy pierwszym zetknięciu 
z tymi narkotykami przekonani byli o ich nieszkodli-
wości.

Wchłanianie D-9-THC przy różnych drogach poda-
nia przebiega odmiennie. W celu wywołania euforii 
stosuje się głównie palenie papierosów z marihuany, 
a więc wprowadza związek aktywny przez drogi odde-
chowe. Znacznie rzadziej przyjmuje się preparaty 
kannabis doustnie. D-9-THC bywa również podawany 
w postaci iniekcji, jednak z uwagi na złą rozpuszczal-
ność w wodzie przygotowanie roztworów iniekcyjnych 
jest kłopotliwe. 

Podczas palenia następuje rozkład części D-9-THC 
i do płuc palacza dostaje się tylko 20–70% aktywnego 
związku występującego w marihuanie. Jego zawar-
tość w dymie zależy od sposobu palenia: zwiększa się 
wówczas, gdy palacz wciąga dym rzadziej, np. raz na 
minutę i zatrzymuje go w płucach dłużej, np. przez 5 
sekund, mniejsza natomiast (ok. 20%), gdy zaciąga 
się dymem częściej (więcej związku ulega wówczas 
termicznej destrukcji).

Obecność D-9-THC w organizmie wywołuje stan 
euforii, halucynacje, podwyższa wrażliwość na bodźce 
muzyczne i hałas, zmienia odbiór przestrzenny i cza-
sowy rzeczywistości, powoduje zaburzenia koordyna-
cji ruchowej, zaburza również krótkotrwałą pamięć, 
zwalnia procesy uczenia się, powoduje uczucie paniki, 
wywołuje także krótkotrwałe okresy lęku, zmieszania 
lub psychozy. U okazyjnych palaczy do wywołania 
przyjemnego uczucia euforii wystarczy 2–3 mg D-9-
THC, zaś jednym ręcznie przygotowanym papierosem 
tzw. skrętem, może wprowadzić się w stan odurzenia 

nawet od 2 do 4 początkujących palących. Osoba 
silnie uzależniona wypala do 5–8 „skrętów” w ciągu 
doby [11].

Szkodliwość używania kannabis, zwłaszcza długo-
trwałego, jest znaczna. Do najważniejszych zagrożeń 
należą: zwiększenie ryzyka przewlekłego zapalenia 
oskrzeli, zwiększone ryzyko nowotworów górnych 
dróg oddechowych, rozwinięcie się uzależnienia, 
zwiększone ryzyko urodzenia dziecka z niedowagą 
(gdy stosowano kannabis podczas ciąży), zwiększone 
ryzyko wystąpienia zespołów paranoidalnych; zwięk-
szone ryzyko wypadków drogowych.

Świadomość społeczna zagrożeń związanych 
z używaniem kannabis jest dużo mniejsza niż w przy-
padku alkoholu i tytoniu, ponieważ problematyce tej 
poświęca się znacznie mniej badań oraz działań pro-
filaktycznych i informacyjnych. Głównym argumentem 
przeciwko legalizacji sprzedaży produktów kannabis 
jest to, że ich niekontrolowane, wielokrotne przyjmo-
wanie wywołuje wysoce szkodliwy toksyczny wpływ 
na układ oddechowy, sercowo-naczyniowy, rozrod-
czy, odpornościowy, a także na płód i mózg. Oddzia-
ływania te mają bardzo szeroki zakres – od poziomu 
molekularnego, stanowiącego fundament ludzkiego 
życia, do jego najdoskonalszych przejawów – myśle-
nia i osobowości.

Podejmowane są również próby leczniczego wyko-
rzystywania kannabinoidów (D-9-THC, CBD) w takich 
schorzeniach jak: stwardnienie rozsiane, choroba 
Parkinsona, stany pooperacyjne, urazy rdzenia krę-
gowego, zespół wyniszczenia w przebiegu AIDS, 
choroba nowotworowa, jaskra, zwiotczenie dolnego 
zwieracza przełyku, zapalenie otrzewnej, uszkodzenie 
unerwienia ścian jelita [5].

Ustawa o przeciwdziałaniu narkomanii 
a konopie 

Zgodnie z zapisami obowiązującej obecnie ustawy 
o przeciwdziałaniu narkomanii z 29 lipca 2005 roku 
(Dz.U. Nr 179, poz. 1485) uprawa konopi jest zabro-
niona z wyjątkiem uprawy konopi włóknistych, która 
może się odbywać po uzyskaniu odpowiednich 
zezwoleń.

Fakt pojawienia się na rynku narkotykowym konopi 
modyfikowanych genetycznie zawierających niewiel-
kie ilości D-9-THC (poniżej 0,20%), a mających zawar-
tość kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego (D-9-
THCA-A, kwas delta-9-THC-2-karboksylowy), wpłynął 
na podjęcie kroków legislacyjnych w celu nowelizacji 
Ustawy z dnia 29 lipca 2005 roku o przeciwdziałaniu 
narkomanii, która weszła w życie w dniu 1 lutego 2007 
roku. Zmiana dotyczyła zmiany definicji konopi włók-
nistych, która otrzymała brzmienie: „rośliny z gatunku 
konopie siewne (Cannabis sativa L.), w których suma 
zawartości delta-9-tetrahydrokannabinolu oraz kwasu 
tetrahydrokannabinolowego (kwas delta-9-THC-2-kar-
boksylowy) w kwiatowych lub owocujących wierzchoł-
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kach roślin, z których nie usunięto żywicy, wynosi poni-
żej 0,20% w przeliczeniu na suchą masę”. Poprzednia 
wersja tej ustawy definiowała konopie włókniste jako 
rośliny, w których tylko zawartość D-9-THC determino-
wała czy dana próbka ziela konopi stanowić będzie 
w świetle ustawy środek odurzający [8].

Zgodnie z wymogami znowelizowanej ustawy 
właściwe postępowanie administracyjno-karne oraz 
orzekanie o przestępczej działalności wymaga odpo-
wiednich badań fizykochemicznych zabezpieczo-
nego materiału dowodowego. Orzekanie dotyczy 
właściwej kwalifikacji i rozróżnienia surowca pocho-
dzącego z krajowego ziela konopi siewnej (Canna-
bis sativa L.), tzw. odmiany włóknistej (zawierającej 
D-9-THC i D-9-THCA-A łącznie do 0,2% w przeliczeniu 
na suchą masę) od odmiany ziela konopi innych niż 
włókniste (zawierającej powyżej 0,2% sumy D-9-THC 
i D-9-THCA-A). Według polskiego ustawodawstwa za 
produkt narkotykowy uznawane jest ziele Cannabis 
zawierające powyżej 0,2% D-9-THC i D-9-THCA-A łącz-
nie oraz żywica i inne produkty konopi niezależnie od 
zawartości D-9-THC i D-9-THCA-A [12]. Ziele i żywica 
konopi oraz wyciągi, nalewki farmaceutyczne, a także 
wszystkie inne wyciągi z konopi zostały zaliczone do 
grupy I-N i IV-N środków odurzających, natomiast 
najaktywniejszy składnik preparatów kannabis – del-
ta-9-tetrahydrokannabinol (D-9-THC) – do grupy II-P 
substancji psychotropowych [5]. 

Metody instrumentalne wykorzystywane do 
oznaczeń D-9-THC i D-9-THCA-A w próbkach 
konopi

Większość opisywanych w literaturze metod ozna-
czania zawartości D-9-THC w produktach konopi 
bazuje na chromatografii gazowej i jej zastosowaniu 
w analizie produktów konopi dla celów sądowych. Pro-
cedury te zazwyczaj wyznaczają stężenie tzw. całko-
witego D-9-THC, na które składają się naturalna zawar-
tość D-9-THC oraz dodatkowo D-9-THC, tworzący się 
w wyniku dekarboksylacji D-9-THCA-A w wysokiej tem-
peraturze iniektora chromatografu gazowego. Anali-
tyczne rozróżnienie D-9-THC od jego prekursora jest 
możliwe przy zastosowaniu metody GC po uprzedniej 
derywatyzacji analitów [8].

Metody instrumentalne stosowane we współczesnej 
analityce kannabinoidów obejmują również szerokie 
spektrum metod chromatograficznych sprzężonych 
ze spektrometrią mas. Najczęściej stosowaną metodą 
jest chromatografia gazowa sprzężona ze spektrome-
trią mas wykorzystująca pojedynczy analizator kwa-
drupolowy z opcją jonizacji elektronowej (GC-EI-MS) 
czy też z opcją jonizacji chemicznej pozytywnej lub 
negatywnej (GC-PCI/NCI-MS). Pojawiła się również 
aplikacja dotycząca zastosowania dwuwymiarowej 
chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią 
mas z pojedynczym analizatorem kwadrupolowym 
w opcji jonizacji elektronowej (GC-GC-EI-MS).

Wśród metod stosowanych w analizie kannabino-
idów coraz częściej wykorzystuje się chromatografię 
gazową sprzężoną z tandemową spektrometrią mas 
realizowaną poprzez stosowanie różnego rodzaju 
analizatorów mas, najczęściej układu potrójnych kwa-
drupoli (QQQ) czy trójwymiarowej kwadrupolowej 
pułapki jonowej (QIT).

Obok GC-MS, coraz częściej pojawiają się informa-
cje dotyczące zastosowania chromatografii cieczo-
wej sprzężonej ze spektrometrią mas (LC-MS), która 
z równym powodzeniem może być stosowana do ana-
liz tej grupy związków [11].

Czynniki wpływające na wynik oznaczeń

Pobieranie próbek

Większość wykorzystywanych w laboratoriach kry-
minalistycznych instrumentalnych metod badań nar-
kotyków wymaga niewielkich ilości próbki, dlatego 
też jest niezwykle istotne, by analizowana próbka 
była reprezentatywna dla całego materiału, z którego 
została pobrana. Z uwagi na znaczny koszt materia-
łów, odczynników chemicznych i oszczędność czasu, 
laboratoria kryminalistyczne powinny, o ile jest to moż-
liwe, wykorzystywać sprawdzone i uznane metody 
próbkowania i, co za tym idzie, ograniczać liczbę ana-
liz ilościowych potrzebnych do przeprowadzenia.

Zarówno w przypadku pobierania próbek roślin 
konopi pochodzących z upraw polowych, jak i tych 
prowadzonych w pomieszczeniach zamkniętych, dla 
każdego poletka, dla którego wizualnie stwierdzono, 
że zawierają ten sam rodzaj roślin, pobiera się losowo, 
z wyjątkiem roślin rosnących na skraju poletka, 30 
owocujących lub kwitnących wierzchołkowych części 
roślin o długości ok. 20 cm. Pobrane rośliny należy 
przechowywać w papierowych opakowaniach. Przed 
poddaniem badaniom laboratoryjnym zabezpieczony 
materiał powinien być wysuszony. Jeśli musi być 
on przechowywany, to powinien być zabezpieczony 
w zaciemnionych i chłodnych pomieszczeniach. 

W przypadku zabezpieczenia dużej ilości ziela 
konopi lub jego produktów przy wyborze liczby obiek-
tów pobieranych do badań należy mieć na względzie 
wskazówki pobierania reprezentatywnych próbek nar-
kotyków podawane przez Biuro Narodów Zjednoczo-
nych ds. Narkotyków i Przestępczości (United Nations 
Office on Drugs and Crime – UNODC) [13]. Zgodnie 
ze wskazówkami UNODC metody próbkowania dzielą 
się na metody arbitralne (uznaniowe), które często 
sprawdzają się w praktyce, mimo że nie są one oparte 
na żadnych statystycznych podstawach. Główną 
wadę tych metod stanowi stosunkowo duża liczba 
obiektów, które należy pobrać do badań w przypadku 
zabezpieczenia znacznej ilości materiału dowodo-
wego. Spośród metod arbitralnych Program ONZ do 
spraw kontroli spożycia narkotyków (United Nations 
Drug Control Programme – UNDCP) rekomenduje 
metodę pierwiastka kwadratowego, w której sposób 
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wybierania liczby obiektów do badań (n) z populacji 
o liczebności (N) jest następujący:

dla N < x	  n = N
x ≤ N ≤ y	  n = z
N > y	  n = N
dla x = 10, y = 100, z = 10	
Drugą grupę stanowią metody mające umocowanie 

statystyczne, do których należą: 

•• metoda hipergeometrycznego rozkładu prawdopo-
dobieństwa;

•• metoda oparta na rozkładzie dwumianowym;

•• metoda wykorzystująca podejście Bayesowskie 
[14].
W metodzie hipergeometrycznego rozkładu praw-

dopodobieństwa zakłada się, że z całkowitej liczby N 
obiektów populacji, dla założonego poziomu istotno-
ści a,  prawdopodobieństwo, że co najmniej k100% 
obiektów daje ten sam wynik, co w losowo pobranych 
do badań n obiektach wynosi (1 – a)100%. W praktyce 
laboratoryjnej najczęściej można się spotkać z przyj-
mowaniem wartości a i k odpowiednio na poziomie 
0,05 i 09 [14]. Oznacza to, że z 95% prawdopodobień-
stwem, w co najmniej 90% opakowań znajduje się taka 
sama substancja co w n losowo wybranych próbkach 
poddanych badaniom. Jeżeli nie uzyskano negatyw-
nych wyników, poprzestaje się na n próbkach. W przy-
padku, gdy jeden lub dwa wyniki nie są pozytywne, 
należy z pozostałej części populacji pobrać dodat-
kowe próbki do badań [15].

Metoda oparta na rozkładzie dwumianowym jest 
prostsza w użyciu niż metoda hipergeometrycznego 
rozkładu prawdopodobieństwa, jednak może ona 
być wykorzystywana jedynie w specjalnych przypad-
kach. Metoda ta zakłada, że zanim pobrany zostanie 
kolejny obiekt, poprzedni pobrany i przebadany obiekt 
powraca do populacji. Taki sposób próbkowania 
nie jest standardowo wykorzystywany w przypadku 
pobierania próbek narkotyków, jednakże w przypadku 
dużej liczebności materiału dowodowego (co najmniej 
50 obiektów) oraz gdy próbki są stosunkowo małe, 
rozkład hipergeometryczny może być przybliżony 
mniej złożonym rozkładem dwumianowym. W przy-
padku metody opartej na rozkładzie dwumianowym 
należy pamiętać, że jest ona jedynie przybliżeniem, 
zaś liczba n obiektów pobieranych do badań będzie 
nieznacznie zawyżona. Tylko w przypadku bardzo 
licznego materiału dowodowego (niekiedy rzędu kilku 
tysięcy) liczby obiektów pobieranych do badań obli-
czone z wykorzystaniem rozkładów hipergeometrycz-
nego i dwumianowego będą sobie dokładnie równe. 

W metodzie wykorzystującej podejście Bayesa 
przyjmuje się założenie wstępne, że liczba obiektów, 
jakie należy poddać badaniom, jest znana i ustalona. 
Liczba ta jest wykorzystywana do obliczenia okre-
ślonych stopni prawdopodobieństwa dotyczącego 
nieznanej ilości materiału dowodowego, która w tym 
przypadku jest zmienną. Metoda wykorzystująca 
podejście Bayesa pozwala na uwzględnienie wiedzy 

pobierającego próbki na temat materiału dowodo-
wego. Liczba obiektów materiału dowodowego nie 
jest dokładanie znana, jednak istnieją istotne prze-
słanki co do rodzaju tego materiału. Przykładowo, gdy 
wszystkie rośliny młodej plantacji konopi wyglądają 
tak samo, prawdopodobnie wszystkie są konopiami. 
Z drugiej strony, możliwa jest także sytuacja, w której 
brak jest jakichkolwiek informacji odnośnie do ilości 
i rodzaju narkotyków stanowiących materiał dowo-
dowy. Uwzględnienie tego typu a priori informacji 
przekłada się na otrzymanie różnych modeli matema-
tycznych wykorzystywanych do oszacowania liczby n 
obiektów pobieranych do badań.

Metodę opartą na podejściu Bayesa zaleca się 
wykorzystywać w przypadku materiału dowodowego 
zawierającego ponad 50 obiektów i w przypadku ich 
małych rozmiarów. Obliczana w ten sposób liczba 
obiektów badań jest, podobnie jak dla metody wyko-
rzystującej rozkład dwumianowy, zawyżona, jednakże 
w tym przypadku nie stanowi to aż tak dużego pro-
blemu. Podobnie jak dla pozostałych metod sta-
tystycznych do przeprowadzenia obliczeń należy 
przyjąć dopuszczalną liczbę wyników negatywnych, 
a jeżeli przyjęte założenia nie zostały spełnione, należy 
zmodyfikować liczbę obiektów pobieranych do badań. 
Najczęściej występuje sytuacja, w której nie przyjmuje 
się możliwości wystąpienia wyników negatywnych. 
Rozkładem prawdopodobieństwa, który przyjmuje 
się przy zastosowaniu podejścia Bayesa, jest rozkład 
b. W rozkładzie tym należy a priori przyjąć wartości 
dwóch parametrów a i b.

W przypadku gdy nie ma żadnych informacji, co 
zawiera badany materiał w postaci np. tabletek, ist-
nieje możliwość przyjęcia obu współczynników rów-
nych i mających wartość 1. Inną możliwością jest przy-
jęcie obu wartości współczynników równych 0,5, jeśli 
istnieje przesłanka a priori, że albo wszystkie tabletki 
zawierają narkotyk, albo żadna z nich nie zawiera 
narkotyku. Przyjęcie wartości b = 1 i a = 3 (lub więk-
szej) oznacza, że istnieje wstępna przesłanka, oparta 
na wizualnym oglądzie obiektów, że prawdopodob-
nie wszystkie zawierają narkotyk, tak jak ma to miej-
sce w przypadku plantacji złożonej z młodych roślin 
konopi. 

Dla zadanych parametrów obliczenia liczby obiek-
tów n pobieranych do badań przy zastosowaniu 
metody hipergeometrycznego rozkładu prawdopo-
dobieństwa, metody opartej na rozkładzie dwumia-
nowym oraz metody wykorzystującej podejście Bay-
esowskie można dokonać z wykorzystaniem makra 
programu Excel dostępnego na stronie ENFSI. (www.
enfsi.eu) [14].

W przypadku analizy jakościowej materiału wyka-
zującego charakterystyczne cechy konopi prefero-
wane jest stosowanie metody próbkowania wyko-
rzystującej podejście Bayesa w stosunku do metody 
hipergeometrycznego rozkładu prawdopodobieństwa 
[13]. Niemniej występują liczne problemy związane 
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z praktycznym wykorzystaniem tej pierwszej metody, 
które są związane przede wszystkim z brakiem ści-
słych wytycznych dotyczących sposobu dobiera-
nia parametrów a i b. Kluczową sprawą jest w tym 
przypadku konieczność rozróżnienia rzeczywistego 
doświadczenia pobierającego materiał do badań od 
jego subiektywnych przeświadczeń. Z tego względu 
metody hipergeometrycznego rozkładu prawdopodo-
bieństwa i rozkładu dwumianowego wydają się lepsze 
do zrozumienia oraz wyjaśnienia i, choć w przypadku 
dużej ilości materiału dowodowego wymagają pobra-
nia i przebadania większej liczby obiektów, to jednak 
odpowiednią rekompensatę stanowi niewielka możli-
wość zakwestionowania ich w sądzie [14]. 

Jeśli sporządza się próbkę średnią, traktowaną jako 
mieszanina złożona z poszczególnych próbek, czyn-
ność ta musi być przeprowadzona w taki sposób, aby 
skład przygotowanej próbki odzwierciedlał całkowity 
skład mieszaniny. Próbka taka z definicji daje wartość 
średnią przy braku informacji dotyczącej poszcze-
gólnych obiektów. Główny problem napotykany przy 
takim sposobie próbkowania jest związany z brakiem 
odpowiedniej homogeniczności materiału [14].

Przy pobieraniu próbek konopi należy również mieć 
na uwadze następujące wskazówki:

•• jeśli zabezpieczone jest jedno opakowanie luźnego 
sypkiego materiału ziela konopi – postępujemy 
jak w przypadku wydzielania próbki laboratoryjnej 
z próbki ogólnej;

•• jeśli do badań dostarczono materiał sprasowany 
w postaci bryły – materiał należy pobierać z co 
najmniej dwóch miejsc bryły i przełamać bryłę dla 
upewnienia się co do jednolitej zawartości wnętrza;

•• jeśli do badań dostarczono większą liczbę opako-
wań – poddajemy całość oględzinom, aby stwier-
dzić, czy wszystkie opakowania zawierają taki sam 
materiał; jeśli jedno lub więcej opakowań rożni się od 
pozostałych – wydzielamy je do odrębnych badań;

•• jeśli zabezpieczone są całe rośliny – do analizy ilo-
ściowej D-9-THC będą brane jedynie wierzchołki 
roślin;

•• wierzchołki roślin stanowiące próbkę ogólną z jed-
nego poletka traktujemy jako jedno opakowanie 
luźnego, sypkiego materiału ziela konopi – postę-
pujemy jak w przypadku wydzielania próbki labora-
toryjnej z próbki ogólnej; musimy zastosować jedną 
z technik zmniejszania próbki ogólnej; przy osta-
tecznym pobieraniu próbki laboratoryjnej, przed jej 
homogenizacją do badań postępujemy podobnie 
jak w przypadku materiału zbrylonego – wybieramy 
do badań reprezentacje większych i mniejszych 
agregatów (kwiatostanów lub ich fragmentów) 
w proporcjach, w jakich znajdują się w próbce; 
należy też zwrócić uwagę na proces segregacji 
(samosortowania się);

•• do badań pobieramy ilość wystarczającą do powtó-
rzenia badań i pozostawienie do badań rozjem-
czych [16].

Spośród wszystkich opisanych metod pobierania 
próbek nie można jednoznacznie wskazać metody 
optymalnej. Dzieje się tak dlatego, że wiele istotnych 
czynników rzutuje na wynik badań. Do czynników tych 
należą: rodzaj narkotyków, ilość skonfiskowanego 
materiału, cel badań, doświadczenie chemika i sądu 
oraz czynniki ekonomiczne. Dla określonej sytuacji 
wybór metody próbkowania powinien w głównej mie-
rze spełniać wymagania prokuratur i sądów, które 
z kolei powinny uwzględniać koszty badań i czynniki 
związane z pracą danego laboratorium [14].

Trwałość kannabinoidów w konopiach

Po pobraniu i wysuszeniu roślin konopi proces 
degradacji głównych kannabinoidów zostaje zatrzy-
many. Niemniej w tym stanie D-9-THC jest wciąż 
podatny na wpływ tlenu z powietrza, podwyższonej 
temperatury i światła ultrafioletowego (UV), które to 
czynniki powodują utlenianie D-9-THC do CBN. D-9-
THC może również ulegać izomeryzacji do D-8-THC, 
co zostało dobrze udokumentowane w pracach 
Mechoulama (1970, 1973) oraz Razdana (1973). 
W związku z tym wskazane jest przechowywanie 
zebranych roślin konopi w suchych i zaciemnionych 
pomieszczeniach [13, 17–18].

Z badań przeprowadzonych w Instytucie Ekspertyz 
Sądowych w Krakowie (IES) wynika, że susz konopi 
przechowywany w papierowych opakowaniach, 
w temperaturze pokojowej przez rok, zmienia znacz-
nie swój skład chemiczny. W tym czasie w suchym 
surowcu roślinnym zmniejsza się zawartość D-9-THC 
i kannabinochromenu (CBCh), a zwiększa się stęże-
nie kanabidiolu (CBD). Stosunek stężeń CBD/CBN 
również ulega zmianie. Obniżenie zawartości D-9-THC 
w próbkach konopi i haszyszu podczas przecho-
wywania potwierdzają dane z piśmiennictwa. Różni 
autorzy obserwowali ponadto wzrost stężenia CBN 
i względną stałość stężenia CBD, wzrost stężenia CBN 
i względną stałość stosunku CBD/D-9-THC w okresie 
rocznym, a następnie powolny spadek stężenia CBD, 
przy czym rozkład D-9-THC zasadniczo kończył się po 
upływie roku. Dynamika zmian zawartości kannabino-
idów służy do określania świeżości materiału roślin-
nego [16].

Wiek roślin

Ustawa o przeciwdziałaniu narkomanii z 29 lipca 
2005 roku (Dz.U. Nr 179, poz. 1485) w art. 4 pkt 5 
definiuje konopie włókniste jako „rośliny z gatunku 
konopie siewne (Cannabis sativa L), w których suma 
zawartości delta-9-tetrahydrokannabinolu oraz kwasu 
tetrahydrokannabinolowego (kwasu delta-9-THC-
-2-karboksylowego) w kwiatowych lub owocujących 
wierzchołkach roślin, z których nie usunięto żywicy, 
nie przekracza 0,20% w przeliczeniu na suchą masę”. 
Ta sama ustawa w art. 4 pkt. 37 definiuje ziele konopi 
jako „kwiatowe lub owocujące wierzchołki konopi, 
z których nie usunięto żywicy, a w przypadku roślin 
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w stadium przed zawiązaniem wiechy – liście i łodygi 
konopi”. W wykazie środków odurzających stanowią-
cym Załącznik 1 do przedmiotowej ustawy „KONOPI 
ZIELE innych niż włókniste oraz wyciągi, nalewki far-
maceutyczne, a także wszystkie inne wyciągi z konopi 
innych niż włókniste” są zaklasyfikowane jako środki 
odurzające grupy I-N i IV-N. 

Analiza powyższych zapisów ustawy pozwala 
stwierdzić, że nie są one ze sobą spójne, jeśli wziąć 
pod uwagę definicje konopi (włóknistych) oraz ziela 
konopi. Skoro bowiem w definicji ziela konopi odnie-
siono się do roślin przed zawiązaniem wiechy, wydaje 
się logiczne, iż to samo odniesienie powinno być 
zastosowane przy definiowaniu konopi włóknistych. 

Powyższe nieprecyzyjne zapisy ustawy rodzą pro-
blemy w przypadku opiniowania dotyczącego mło-
dych lub bardzo młodych roślin konopi. W przypadku 
nadesłania do badań roślin przed zawiązaniem wiechy 
ścisłe trzymanie się zapisów ustawy pozwala stwier-
dzić, czy nadesłany materiał stanowi ziele konopi, jed-
nakże nie pozwala zaklasyfikować ich do odpowied-
niej grupy (konopie włókniste lub inne niż włókniste), 
gdyż definicja konopi (włóknistych) nie uwzględnia 
takiego materiału.

Wnioski te były już formułowane w przeszło-
ści w pracach Ankusa i Sokołowskiej-Jabłońskiej, 
zdaniem których w przypadku stwierdzenia niskiej 
zawartości D-9-THC w młodych niedojrzałych rośli-
nach nie można wypowiedzieć się jednoznacznie 
co do odmiany uprawianych konopi. Wyniki badań 
roślin niedojrzałych jako niemiarodajne należy odrzu-
cić z uwagi na niezgodność materiału dowodowego 
z definicją ustawową [19].

Problemy związane z opiniowaniem w przypadku 
młodych roślin konopi nie są związane jedynie z zapi-
sami polskiego prawodawstwa. Podobna sytuacja 
ma miejsce również w innych krajach. Zgodnie z ofi-
cjalnym protokołem Unii Europejskiej dotyczącym 
oznaczania sumarycznej zawartości D-9-THC oraz 
D-9-THCA-A w postaci D-9-THC w różnych odmianach 
konopi metodą chromatografii gazowej do oznaczeń 
powinny być pobierane rośliny w fazie kwitnienia 
[20–21]. 

W przypadku nadesłania do badań młodych roślin 
wskazane byłoby ich hodowanie do czasu aż osiągną 
dojrzałość, gdyż wynik oznaczania zawartości D-9-
THCi D-9-THCA-A może nie pozwolić na przeprowa-
dzenie ich klasyfikacji do typu włóknistego lub innego 
niż włókniste. Postępowanie takie jest jednak bardzo 
czasochłonne i kosztowne. Jak pokazują natomiast 
wcześniejsze badania chemotyp konopi pozostaje 
stały i niezależny od fazy wzrostu oraz płci rośliny, 
mimo że ilości poszczególnych kannabinoidów ule-
gają zmianom. W typie narkotycznym D-9-THC, 
a w typie włóknistym CBD zaczynają dominować bar-
dzo wcześnie, bo już w okresie pierwszego miesiąca 
życia roślin. Dzięki temu już w tym okresie wzrostu 
możliwe jest określanie chemotypu konopi. 

Broséus i współautorzy zaproponowali interesu-
jącą metodę dyskryminacji na podstawie badania 
związków zawartych w liściach młodych roślin metodą 
chromatografii gazowej z detekcją masową z wykorzy-
staniem metody wektorów nośnych (Support Vector 
Machines – SVM) do obróbki uzyskiwanych danych 
analitycznych. Autorzy przebadali 11 odmian konopi 
włóknistych dopuszczonych do uprawy przez Szwaj-
carskie Ministerstwo Rolnictwa (Swiss Federal Office 
for Agriculture) oraz 13 odmian konopi narkotycz-
nych. Sadzonki były hodowane przez 28 dni, po czym 
obrywano z nich liście, które suszono w temperatu-
rze pokojowej i homogenizowano. Trzy próbki z każ-
dej odmiany (po 100 mg każda) były ekstrahowane 
5 ml heksanu zawierającymi skwalan jako wzorzec 
wewnętrzny, w ilości 35 mg skwalanu na 100 ml hek-
sanu. Następnie otrzymane ekstrakty poddawano 
działaniu płuczki ultradźwiękowej przez 15 min, po 
czym były one wytrząsane na rotatorze przez godzinę 
i filtrowane. Zastosowano chromatograf Agilent 7890A 
ze spektrometrem masowym Agilent 5975C, kolumną 
HP-5  ms długości 30 m, średnicy 0,25 mm oraz fil-
mem o grubości 0,25 mm. Temperaturę początkową 
100°C zwiększano do 260°C z szybkością 10°C/min, 
a następnie utrzymywano przez 10 min. Objętość 
nastrzyku 2 ml, split 1: 20, temperatura dozownika 
280°C, temperatura linii transferowej 250°C, tempe-
ratura źródła jonów 230°C, temperatura quadrupola 
150°C. Chromatogramy rejestrowano w trybie peł-
nego skanowania w zakresie 30–450 m/z.

Wymienieni wyżej autorzy początkowo wybrali do 
badań piętnaście różnych związków chemicznych 
występujących w liściach siewek konopi, spośród któ-
rych wyselekcjonowali osiem mających największą 
moc dyskryminacyjną: gwajol, g-eudesmol, bulnesol, 
a-bisabolol, THV, CBD, THC, CBN, pozwalającą na 
rozróżnienie roślin konopi włóknistych od narkotycz-
nych. W odniesieniu do całości badanej grupy roślin 
wskaźnik fałszywie pozytywnych wskazań wyniósł 
poniżej 2%. Ponadto w przeprowadzonych badaniach 
stwierdzono, że dyskryminacja pomiędzy typem nar-
kotycznym i włóknistym z wykorzystaniem stosunku 
ilościowego ([THC] + [CBN])/[CBD] rekomendowa-
nego przez UNODC (The United Nations Office on 
Drugs and Crime) doprowadziła do błędnej klasyfika-
cji 0,6% roślin typu włóknistego oraz 7,5% roślin typu 
narkotycznego [20]. Względne stosunki ilościowe D-9-
THC, CBN i CBD były także wykorzystywane w bada-
niach dojrzałych roślin konopi przeprowadzonych 
w Grecji. W badaniach tych wskaźnik błędnej klasyfi-
kacji w zależności od wykorzystywanego indeksu obli-
czeniowego dochodził nawet do 20% [22].

Ekstrakcja

Metody oznaczania D-9-THC, D-9-THCA-A jak rów-
nież innych kannabinoidów wymagają stosowania 
ekstrakcji, która powinna charakteryzować się wyso-
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kim stopniem odzysku oraz właściwą selektywnością 
i powtarzalnością. Przygotowanie próbki jest niezwy-
kle ważne, gdyż powinno wpływać na zwiększenie 
czułości i redukcję interferencji pochodzących od 
matrycy próbki. W literaturze można znaleźć dane 
dotyczące różnych układów ekstrakcyjnych stosowa-
nych w tym procesie z wykorzystaniem takich rozpusz-
czalników, jak: metanol, etanol, benzen, eter naftowy 
[6], cykloheksan [23], n-heksan [6, 22, 24], aceton, 
toluen [4], chloroform [25–26], chlorek metylenu [26], 
octan etylu [27], a także mieszanin rozpuszczalników 
takich jak metanol : chloroform (9 : 1) [6, 13, 17, 26, 
28], n-heksan : octan etylu (9 : 1) [6], metanol:dichlo-
rometan (9 : 1) [9], mieszanina heksan : izopropanol 
(9 : 1) [10] i inne. 

Na uwagę zasługuje fakt, iż zastosowanie niepo-
larnych rozpuszczalników takich jak n-heksan czy 
eter naftowy umożliwia przeprowadzenie ilościowej 
ekstrakcji jedynie neutralnych form kannabinoidów, 
podczas gdy zastosowanie innych rozpuszczalników 
i ich mieszanin umożliwia również przeprowadzenie 
ilościowej ekstrakcji kwasowych form kannabinoidów 
[13].

Próbki ziela konopi zawierające jedynie kwiaty 
i liście, które będą poddawane ekstrakcji powinny 
zostać sproszkowane. Wskazane jest przeprowa-
dzenie tej czynności za pomocą specjalnego młynka 
o dużej prędkości obrotowej, np. 100 rps, oraz prze-
sianie otrzymanego w ten sposób materiału przez 
sito o średnicy otworów 1 mm. Przesiewanie zwięk-
sza homogeniczność próbki; możne je pominąć, jeśli 
laboratorium wykaże, że homogeniczność próbek 
przygotowanych w inny sposób mieści się w zakresie 
dopuszczalnej tolerancji [13].

Stosowane metody przygotowania próbki wyko-
rzystują wytrząsanie, wytrząsanie z wykorzystaniem 
płuczki ultradźwiękowej oraz ekstrakcję w aparacie 
Soksleta [23]. 

W celu przeprowadzenia badań ilościowych stosuję 
się często metodę wzorca wewnętrznego. Niektóre 
związki wykorzystywane w tym celu to 5a-cholestan 
[6], dokozan [6, 27], tetrakozan [6, 22], oktakozan 
[25], nonadekan [29], mCPP [8], D-8-THC [10], pra-
zepam [17].

Istotny wpływ na dokładność oznaczeń ma efek-
tywność ekstrakcji. Czynnik ten jest szczególnie 
istotny w przypadku próbek ziela o zbliżonej do usta-
wowej sumarycznej zawartości D-9-THC i THCA-A. 
Badania dotyczące wpływu efektywności ekstrakcji 
na wynik oznaczeń zawartości D-9-THC przeprowa-
dzili Ankus i Sokołowska-Jabłońska [4]. Oznaczenia 
przeprowadzone były metodą chromatografii cieczo-
wej na aparacie firmy Waters z detektorem UV typu 
486, pompą typu 515 HPLC, autosamplerem typu 717 
plus oraz komputerem wykorzystującym oprogramo-
wanie Millenium. W badaniach zastosowano elucję 
izokratyczną, kolumnę MN Nucleosil 100–5 C18 5 mm, 
4,6 x 250 mm; fazę ruchomą stanowiącą układ ace-

tonitryl:woda:stężony H3PO4 (70:30:0,01), temperatura 
kolumny wynosiła 30°C, przepływ eluenta 1,5 ml/min, 
długość fali detekcji: 230 nm, objętość nastrzyku 10 ml. 
Próbki przygotowywano w następujący sposób: 100 
mg próbki ziela ekstrahowano 6 ml mieszaniny meta-
nol : chloroform (9 : 1) przez 30 min z użyciem wytrzą-
sarki lub przez 15 min z użyciem płuczki ultradźwięko-
wej. W badaniach stwierdzono, że obie metody mogą 
być używane zamiennie. W celu sprawdzenia efektyw-
ności ekstrakcji w zadanych warunkach, po pobraniu 
do oznaczania próbki cieczy po I ekstrakcji pozostały 
ekstrakt usunięto, dodano kolejną taką samą porcję 
mieszaniny ekstrakcyjnej, a następnie powtórzono 
całą procedurę ekstrakcji. W ten sposób przygoto-
wano 3 kolejne ekstrakty pochodzące z tej samej 
próbki. Na podstawie otrzymanych wyników stwier-
dzono, że dla zastosowanego układu ekstrakcyjnego 
pojedyncza ekstrakcja jest niewystarczająca do całko-
witego oznaczenia D-9-THC w próbce ziela. Po pierw-
szej ekstrakcji w zielu pozostało ok. 8% do 12% pier-
wotnej zawartość D-9-THC. Ilość ta jest istotna przy 
badaniach ziela o niskiej zawartości D-9-THC zbliżonej 
do ustawowej wartości granicznej. Nieuwzględnienie 
zawartości D-9-THC pozostałej w zielu po pierwszej 
ekstrakcji może obniżyć rzeczywistą zawartość D-9-
THC poniżej ustawowej wartości progowej [4]. Jest 
bardzo prawdopodobne, że sytuacja podobna do 
tej jaka ma miejsce z przypadku D-9-THC występuje 
w przypadku ekstrakcji D-9-THCA-A.

Ankus i Sokołowska-Jabłońska zbadali również, 
jak wpływa przechowywanie ekstraktów na stałość 
stężeń D-9-THC. W tym celu ze świeżo wykonanego 
ekstraktu pobierano próbkę, w której natychmiast 
oznaczono zawartość D-9-THC, a pozostały ekstrakt 
pozostawiano szczelnie zamknięty w zaciemnionym 
miejscu w temperaturze pokojowej na 12 dni. Po tym 
okresie ekstrakt ponownie badano na zawartość D-9-
THC. Procedurę tę powtarzano codziennie do 16. dnia 
od wykonania ekstraktu. Na podstawie otrzymanych 
danych stwierdzono, że zawartość D-9-THC w ekstrak-
cie z czasem zwiększa się, a zawartość kwasów kan-
nabinolowych maleje. Można wnioskować, że pewna 
część kwasów przechodzi w D-9-THC. Zmiany te nie 
są liniowe, jednak tendencja ma charakter stały [4]. 

Wilgotność próbek

Zgodnie z zapisami ustawy o przeciwdziałaniu nar-
komanii z 29 lipca 2005 roku (Dz.U. Nr 179, poz. 1485) 
wynik ilościowego oznaczania sumarycznej zawarto-
ści D-9-tetrahydrokannabinolu (D-9-THC) oraz kwasu 
D-9- tetrahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A) w zielu 
konopi powinien odnosić się do suchej masy ziela. 
Z uwagi na możliwość zabezpieczenia do badań świe-
żego bądź znacznie zawilgoconego surowca roślin-
nego, ważne jest zwrócenie uwagi na pierwszy etap 
przygotowania próbek, tj. sposób i czas ich susze-
nia. Istotna jest odpowiedź na pytanie: czy i w jakich 
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przypadkach należy uwzględnić poprawkę dotycząca 
zawartości wody przy oznaczeniach ilościowych 
powietrznie suchych naważek próbek konopi przygo-
towywanych w rutynowy sposób [30].

Termin „sucha masa materiału roślinnego”, jakim 
są konopie, nie jest wyjaśniony w ustawie. Ponie-
waż konopie siewne są uprawiane i mają znaczenie 
gospodarcze jako roślina włóknista, oleista i rolnicza, 
to można w tym przypadku odnieść się do definicji 
tego terminu w odpowiednich normach. Obowiązu-
jącymi normami w zakresie analiz chemiczno-rolni-
czych próbek materiału roślinnego z upraw polowych 
i doświadczeń produkcyjnych, które określają pobie-
ranie i oznaczanie suchej masy, są polskie normy: 
PN-88/R04012 „Analiza chemiczno-rolnicza roślin 
– pobieranie próbek” oraz PN-88/R04013 „Analiza 
chemiczno-rolnicza roślin – oznaczanie powietrznie 
suchej i suchej masy”. Norma PN-88/R04013 definiuje 
termin „sucha masa” jako „materiał roślinny doprowa-
dzony do stanu powietrznie suchego, rozdrobniony, 
przesiany przez sito o boku oczka kwadratowego 1 
mm, odpowiednio wymieszany, a następnie wysu-
szony w suszarce elektrycznej w temperaturze 105 ± 
2°C, przez co najmniej 3 h, do uzyskania stałej masy”. 
W podręcznikach do botaniki stwierdza się ogólnie, 
że suchą masę roślinną otrzymuje się po pozbawieniu 
tkanek wody zdolnej do wyparowania w temperaturze 
105°C. Innymi słowy sucha masa jest różnicą pomię-
dzy masą odważki próbki, a masą zawartej wody w tej 
odważce. Próbkę powietrznie suchą definiuje norma 
PN-88/R04012. Jest to „próbka materiału roślinnego, 
wysuszona do stanu powietrznie suchego w sposób 
naturalny lub sztuczny w temperaturze nie przekracza-
jącej 80°C”. Taka próbka zawiera jeszcze pewną ilość 
wody [30]. 

Materiał roślinny dostarczony do badań może mieć 
różny stopień wilgotności; mogą to być nawet świeże 
rośliny. W praktyce bada się rośliny powietrznie suche, 
które w warunkach pokojowych zostały wysuszone 
do suchej masy. Tak wysuszone rośliny rozdrabnia 
się, a następnie wykonuje poszczególne operacje 
określone w procedurach do wybranej metody ana-
litycznej: wysoko sprawnej chromatografii cieczowej 
(HPLC) lub chromatografii gazowej (GC) [30].

Standardowo dostarczony materiał roślinny wysu-
szony przy zapewnieniu cyrkulacji powietrza w tem-
peraturze pokojowej przez 2–3 dni do stałej masy 
zawiera ciągle pewną ilość wody i w niektórych przy-
padkach może to mieć wpływ na końcowy wynik. 
Należy zaznaczyć, że w przypadku hodowli roślin 
konopi odmian typowo narkotycznych sumaryczna 
zawartość delta-9-tetrahydrokannabinolu (D-9-THC) 
oraz kwasu D-9-tetrahy-drokannabinolowego (D-9-
THCA-A) znacznie przekracza ustawowy próg i waha 
się od kilku do nawet kilkunastu procent. Natomiast 
przy badaniu konopi z upraw krajowych, które mają 
na ogół gorszą jakość i mniejszą zawartość kannabi-
noidów niż rośliny rosnące w bardziej sprzyjających 

klimatycznie regionach świata, może się zdarzyć, że 
napotkamy rośliny o zawartości zbliżonej do wartości 
granicznej określonej w obowiązującej ustawie o prze-
ciwdziałaniu narkomanii. Dlatego w badaniach ilościo-
wych należy zwrócić uwagę na prawidłowe określenie 
suchej masy zabezpieczonych konopi.

Nieuwzględnienie pewnej ilości wody w wysuszo-
nych powietrznie próbkach może prowadzić, w skraj-
nych przypadkach, do nieuzasadnionego zaniżania 
sumarycznej zawartości delta-9-tetrahydrokannabi-
nolu (D-9-THC) oraz kwasu D-9-tetrahydrokannabinolo-
wego (D-9-THCA-A) poniżej ustawowej granicy 0,20% 
wagowego. Przy wilgotności materiału roślinnego 5% 
niekorygowanie tego faktu powoduje, że wynik ozna-
czenia dla wartości bliskiej ustawowej granicy jest 
zaniżany o ok. 0,01%. W konsekwencji dla próbek 
o rzeczywistej zawartości 0,21% wagowego w sto-
sunku do suchej masy ziela konopi oraz wilgotności 
próbek powyżej 5%, nie uwzględniając odpowiedniej 
poprawki, uzyskamy wynik poniżej progu 0,20%. Pro-
wadzić to może do zaklasyfikowania konopi niewłók-
nistych jako włóknistych.

Zawartość wody w świeżych roślinach konopi 
suszonych przez kilka dni w temperaturze pokojowej 
lub suszonych w temperaturze 70°C do momentu 
aż liście staną się kruche wynosi przeciętnie 8–13% 
wagowych [13]. Suszenie przez dobę w temperaturze 
35°C zapewnia uzyskanie próbki, której sucha masa 
jest zbliżona do 95% [30].

Na podstawie prostego związku pomiędzy suma-
ryczną zawartością D-9-THC i 9-THCA-A (z) oznaczoną 
w próbce o procentowej wilgotności (w) a sumaryczną 
zawartością D-9-THC i 9-THCA-A w odniesieniu do 
suchej masy (x )

z
w

x=
−( )100

100

możliwe jest sporządzenie diagramu obrazującego 
wpływ zawartości wody na wyniki oznaczeń suma-
rycznej zawartości D-9-THC i 9-THCA-A w próbkach, 
w których rzeczywista sumaryczna zawartość D-9-THC 
i 9-THCA-A wynosi odpowiednio 0,20, 0,21, 0,22, 0,23, 
0,24, 0,25%.

W przypadku próbki suszonej przez dobę w tempe-
raturze 35°C, której sucha masa stanowi 95% próbki, 
gdy otrzymany wynik ma wartość poniżej 0,19%, 
rzeczywista sumaryczna zawartość D-9-THC i D-9-
THCA-A nie przekracza wartości ustawowej, a zabez-
pieczony materiał roślinny to konopie włókniste 
według ustawy o przeciwdziałaniu narkomanii. Nato-
miast przy wynikach równych lub wyższych od 0,20% 
nie ma wątpliwości, że rzeczywista sumaryczna zawar-
tość  D-9-THC i D-9-THCA-A jest powyżej ustawowej 
granicy i nie są to konopie włókniste [30].

W przypadku gdy nadesłane do badań rośliny są 
suszone przez co najmniej kilka dni w temperaturze 
pokojowej bez wykorzystywania dodatkowych urzą-
dzeń oraz gdy przyjmie się pewien bufor bezpieczeń-
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stwa określający, że maksymalna zawartość wody 
w próbkach roślin poddawanych badaniom wynosi 
15%, analogiczna wartość graniczna, poniżej której 
możliwe jest stwierdzenie, że nadesłany do badań 
materiał stanowią konopie włókniste wynosi 0,17%. 
Wartość bezpieczna, powyżej której możliwe jest 
stwierdzenie, że nadesłany do badań materiał stanowi 
konopie inne niż włókniste wynosi w tym przypadku 
0,24%.

Derywatyzacja

Wprowadzenie ekstraktu konopi do dozownika 
chromatografu gazowego skutkuje dekarboksylacją 
zachodzącą w porcie nastrzykowym i w konsekwen-
cji jedynie zdekarboksylowane, tj. neutralne formy 
kannabinoidów mogą być bezpośrednio oznaczane 
metodą chromatografii gazowej. W celu oznaczenia 
form kwasowych takich jak D-9-THCA-A konieczne jest 
przeprowadzenie derywatyzacji. Jednakże z uwagi 
na to, że często celem analiz jest oznaczenie jedynie 
form neutralnych, istnieje duża liczba doniesień lite-
raturowych dotyczących oznaczeń z wykorzystaniem 
metod bez przeprowadzania derywatyzacji. Należy 
przy tym również zaznaczyć, że bardzo trudno jest 
osiągnąć całkowity stopień derywatyzacji wymagany 
do przeprowadzania badań ilościowych [6].

Najbardziej powszechne procedury derywatyzacji 
wykorzystują trimetylosililację z wykorzystaniem róż-
nego rodzaju odczynników wprowadzających grupę 

trimetylosililową takich jak: trimetylosilany, trimetylosi-
liloaminy, TMS-estry i TMS-amidy takie jak: N,O-bis(tri-
metylosililo)acetamid (BSA); N,O-bis(trimetylosililo)
trifluoroacetamid (BSTFA); N-metyl-N-(trimetylosililo)
trifluoroacetamid (MSTFA) i N-metylo-N (tertbutylodi-
metylosilylo)- trifluoroacetamid (MTBSTFA). Wykorzy-
stywane są również trimetylochlorosilosan (TMCS), 
trimetylosililoimidazol (TMSI), trimetylojodosilan 
(TMIS) lub octan potasu. Najczęstszymi mieszaninami 
odczynników derywatyzujących są mieszaniny BSTFA 
z 1% TMCS lub BSA w środowisku acetonitrylu. Inne 
metody derywatyzacji obejmują alkilację z takimi 
reagentami jak np. wodorotlenek tetrabutyloamo-
niowy [4, 6]. Derywatyzacja związków chemicznych 
o dużej polarności zmniejsza ich polarność, zwiększa 
lotność i stabilność termiczną. Dobierając odpowiedni 
odczynnik sililujący, należy brać pod uwagę łatwość 
przeprowadzenia reakcji derywatyzacji, tworzące się 
produkty uboczne i cenę odczynników [24].

Trwałość roztworów wzorcowych

Przy prowadzeniu oznaczeń ilościowych w prób-
kach ziela konopi należy brać pod uwagę trwałość 
roztworów wzorcowych wykorzystywanych do spo-
rządzania odpowiednich krzywych kalibracyjnych. 
Badania dotyczące trwałości roztworów wzorcowych  
D-9-THC i D-9-THCA-A prowadzili Zoller i współauto-
rzy [9]. Stwierdzono w nich, że podstawowy roztwór 
wzorcowy D-9-THC w metanolu przechowywany 

Ryc. 3. � Wpływ zawartości wody na wyniki oznaczeń sumarycznej zawartości D-9-THC i 9-THCA-A w próbkach, w których rze-
czywista sumaryczna zawartość D-9-THC i 9-THCA-A wynosi odpowiednio 0,20; 0,21; 0,22; 0,23; 0,24; 0,25% [30].
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w temperaturze –20°C jest stabilny przez rok. Rozcień-
czony metanolowy roztwór D-9-THC wykorzystywany 
do kalibracji, przechowywany w temperaturze +5°C 
jest stabilny co najmniej miesiąc, a przechowywany 
w temperaturze pokojowej w ciemności (np. wewnątrz 
komory autosamplera) jest stabilny co najmniej przez 
5 dni. Delta-9-tetrahydrokannabinol (D-9-THC) jest 
niestabilny w środowisku silnie kwaśnym. W meta-
nolowym roztworze D-9-THC o stężeniu 4,6 mg/ml 
zmieszanym w stosunku objętościowym 1 : 1 z 1,4 M 
wodnym roztworem kwasu solnego i utrzymywanym 
w temperaturze pokojowej (23°C), już po 5 godzinach 
stwierdzono rozkład 25% D-9-THC. Natomiast bardziej 
stabilny jest  D-9-THC w roztworze zasadowym. Po 
22 godzinach nie zaobserwowano rozkładu D-9-THC 
w roztworze zawierającym D-9-THC o stężeniu 3,1 
mg/ml w środowisku 0,62 M metanolowego roztworu 
wodorotlenku potasu utrzymywanym w temperaturze 
45°C. W metanolowym roztworze D-9-THC o stężeniu 
2,6 mg/ml zmieszanym w stosunku objętościowym 1:1 
z 1,24 M wodnym roztworem wodorotlenku sodowego 
i utrzymywanym w temperaturze 45°C, po 21 godzi-
nach stwierdzono rozkład 9% D-9-THC.

W porównaniu z roztworem wzorcowym delta-
-9-tetrahydrokannabinolu (D-9-THC) roztwór wzor-
cowy kwasu delta-9-tetrahydrokannabinolowego 
(D-9-THCA-A) charakteryzuje się mniejszą trwałością. 
Metanolowy roztwór podstawowy tego związku prze-
chowywany w temperaturze –20°C jest stabilny przez 
co najmniej 3 miesiące. Okres trwałości rozcieńczo-
nego roztworu D-9-THCA-A przechowywanego w tem-
peraturze +5°C wynosi dwa tygodnie, natomiast ten 
sam roztwór przechowywany w temperaturze poko-
jowej jest trwały przez około 4 dni – rozkład 5% D-9-
THCA-A następował w okresie 12 dni. W metano-
lowym roztworze D-9-THCA-A o stężeniu 1,0 mg/ml 
zmieszanym w stosunku objętościowym 1 : 1 z 1,4 M 
wodnym roztworem kwasu solnego i utrzymywanym 
w temperaturze pokojowej (23°C) po 4 godzinach 
stwierdzono rozkład 36% D-9-THCA-A. W środowisku 
zasadowym THCA-A (0,6 mg/ml) był bardziej stabilny 
niż w środowisku kwaśnym, ale mniej stabilny niż 
w środowisku obojętnym. W roztworze zawierającym 
D-9-THCA-A w środowisku 0,62 M metanolowego 
roztworu wodorotlenku potasu w temperaturze 45°C 
zaobserwowano rozkład D-9-THCA-A na poziomie 
34% po okresie 24 godzin. W roztworze zawierają-
cym D-9-THCA-A w metanolu zmieszanym w stosunku 
objętościowym 1 : 1 z 1,24 M wodnym roztworem 
wodorotlenku potasu w temperaturze 45°C zaobser-
wowano rozkład D-9-THCA-A na poziomie 34% po 
okresie 17 godzin [9].

Biorąc pod uwagę postać, w jakiej występują mate-
riały odniesienia, optymalna sytuacja ma miejsce, gdy 
substancję wzorcową stanowi łatwo dostępna, tania, 
czysta, substancja krystaliczna o dużej trwałości. Nie-
stety w większości przypadków wzorce D-9-THC i D-9-
THCA-A występują w postaci roztworów w metanolu 

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

W Niemczech laboratoria przeprowadzające ozna-
czenia zawartości D-9-THC w próbkach ziela konopi 
już od wielu lat zamiast D-9-THC do kalibracji wyko-
rzystują kannabinol (CBN). CBN jest dostępny jako 
substancja krystaliczna o dużej trwałości oraz wyso-
kiej czystości, którą można łatwo zweryfikować 
z wykorzystaniem między innymi badań temperatury 
topnienia. W zorganizowanej w 1997 roku serii badań 
biegłości, w których udział wzięło ponad 30 euro-
pejskich laboratoriów kryminalistycznych, najgorsze 
wyniki otrzymano właśnie w przypadku oznaczeń 
D-9-THC. Wyniki te charakteryzowały się względnym 
odchyleniem standardowym na poziomie 29%, pod-
czas gdy w przypadku oznaczeń kokainy i amfetaminy 
odpowiednie względne odchylenia standardowe były 
na poziomie 5 i 8%. Otrzymany w badaniach wysoki 
poziom błędu może być w pewnym stopniu związany 
również z problemami związanymi z ewentualnym roz-
kładem D-9-THC. Wykorzystanie CBN i/lub CBD jako 
roztworu wzorcowego w oznaczeniach D-9-THC jest 
możliwe w przypadku oznaczeń przeprowadzanych 
metodą chromatografii gazowej z detektorem pło-
mieniowo jonizacyjnym (GC-FID). Warto pokreślić, że 
rozwiązanie takie jest zalecane przez Biuro Narodów 
Zjednoczonych ds. Narkotyków i Przestępczości (Uni-
ted Nations Office on Drugs and Crime – UNODC) [13, 
25].

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

Oznaczanie kwaśnych form kannabinoidów, do 
których należy kwas D-9-tetrahydrokannabinolowy 
(D-9-THCA-A), wymaga specjalnej uwagi ze względu 
na zachodzący w podwyższonej temperaturze proces 
ich dekarboksylacji do odpowiednich form neutral-
nych. Należy również brać pod uwagę, że ogrzewa-
nie próbki w wysokiej temperaturze na przykład 200°C 
przez 30 minut powoduje ubytek neutralnych form 
kannabinoidów poprzez ich odparowanie, nawet jeśli 
próbki ogrzewane są w szczelnie zamkniętych naczy-
niach w atmosferze azotu. W roku 1990 Veress i współ-
autorzy badali proces dekarboksylacji kwasów kan-
nabinoidowych zachodzący w otwartych naczyniach 
laboratoryjnych z zastosowaniem różnych rozpusz-
czalników chemicznych takich jak: n-heksan, glikol 
etylenowy, glikol dietylenowy, n-oktanol, ftalan diok-
tylu, dimetylosulfotlenek. Praca ta dotyczyła określe-
nia wpływu zastosowanej temperatury i czasu ogrze-
wania próbek oraz rodzaju powierzchni naczynia, na 
której zachodzi proces dekarboksylacji na jej wydaj-
ność. W badaniach uwzględniono takie powierzchnie, 
jak powierzchnia szklana czy też powierzchnie róż-
nego rodzaju sorbentów. Z przeprowadzonych analiz 
wyciągnięta została następująca konkluzja: optymalne 
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warunki dekarboksylacji kwasów kannabinoidowych, 
w obecności lub nieobecności organicznych roz-
puszczalników, zawsze wymagają temperatury, przy 
której neutralne formy kannabinoidów odparowują. 
Konsekwencją tego stanu rzeczy jest brak możliwości 
doprowadzenia konwersji kwasów kannabinoidowych 
do odpowiadających im ilości neutralnych kannabino-
idów poprzez proste ogrzewanie próbki w otwartym 
reaktorze. Ponadto stwierdzono, że najlepsze warunki 
dla dekarboksylacji polegają na ogrzewaniu próbki 
w zamkniętym reaktorze w temperaturze 200°C przez 
2 min [6]. 

Badania kontroli jakości oznaczeń sumarycznej 
zawartości D-9-THC i D-9-THCA-A zorganizowane 
przez Europejską Sieć Nauk Sądowych (ENFSI) 
oraz Szwajcarskie Towarzystwo Medycyny Sądowej 
(SGRM/SSML) wykazały, że zapewnienie uzyskiwa-
nia zadowalających wyników oznaczeń przez różne 
laboratoria kryminalistyczne badające próbki konopi 
w dalszym ciągu wymaga dużego nakładu pracy. 
Szereg problemów związanych z przeprowadzaniem 
tych oznaczeń był związany z brakiem odpowied-
niego wzorca D-9-THCA-A, który dopiero od kilku lat 
jest dostępny na rynku. W związku z tym laboratoria 
wykorzystujące do oznaczeń metodę wysoko spraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) przed przepro-
wadzeniem odpowiednich analiz zmuszone były do 
przeprowadzenia konwersji D-9-THCA-A do D-9-THC 
przez wcześniejsze ogrzewanie próbek w kontrolowa-
nych warunkach [27].

Przeprowadzenie bardziej szczegółowych badań 
dotyczących procesu konwersji D-9-THCA-A do  D-9-
THC stało się możliwe dopiero po opracowaniu przez 
Dussy’ego i współautorów metody wyodrębniania 
D-9-THCA-A z ziela konopi pozwalającej na otrzyma-
nie miligramowych ilości tego związku. Czystość uzy-
skanego D-9-THCA-A, która została zbadana metodą 
H1-NMR, wynosiła około 96%. Główne zanieczysz-
czenie stanowił kwas kannabinolowy (CBNA) będący 
utlenioną formą D-9-THCA-A. Przeprowadzone przez 
ww. autorów badania dotyczyły nie tylko zachodzą-
cego w różnych warunkach analitycznych procesu 
dekarboksylacji D-9-THCA-A do  D-9-THC, ale obejmo-
wały również dekarboksylację zachodzącą podczas 
symulowanego procesu palenia ziela konopi. Dyspo-
nowanie odpowiednią ilością D-9-THCA-A pozwoliło 
na określenie parametrów wpływających na proces 
dekarboksylacji w linerze detektora chromatografu 
gazowego (GC) i porównanie ich z dekarboksylacją 
zachodzącą w szklanym naczyniu. W obu przypad-
kach stopień dekarboksylacji określano na podsta-
wie badań przeprowadzanych metodami wysoko 
sprawnej chromatografii cieczowej z detektorem 
fotodiodowym (HPLC-DAD) i chromatografii gazowej 
z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID). Po 
zoptymalizowaniu procedur analitycznych zawartość 
D-9-THC i D-9-THCA-A badano w suchym, świeżym 
materiale w postaci roślin i kwiatostanów konopi oraz 

haszyszu. Liście i kwiaty były mieszane razem, homo-
genizowane i poddawane analizom. Grube łodygi 
odrzucano. Badaniom zostały także poddane papie-
rosy z dodatkiem D-9-THC i D-9-THCA. Badania papie-
rosów miały na celu określenie ilości D-9-THC pozo-
stającego po przeprowadzeniu procesu palenia [27].

Analizy metodą chromatografii gazowej przepro-
wadzano w wykorzystaniem chromatografu Carlo 
Erba GC8000Top z detektorem płomieniowo-joni-
zacyjnym (FID) wyposażonym w autosampler CTC 
Combi PAL. Zastosowano kolumnę kapilarną DB-5MS 
firmy J&W Scientific długości 15 m, średnicy 0,25 mm 
i grubości filmu 0,25 mm. Szybkości przepływu helu, 
wodoru i powietrza wynosiły odpowiednio: 0,76 ml/
min, 40 ml/min, 300 ml/min. W celu zwiększenia czu-
łości dodatkowo stosowano azot o szybkości prze-
pływu 30 ml/min jako tzw. make-up gaz. Stosunek 
podziału strumienia split wynosił 50 : 1. Zastosowano 
następujący program temperaturowy: temperatura 
początkowa 120°C utrzymywana przez 2 min, następ-
nie narost temperatury z szybkością 20°C/min do tem-
peratury 300°C utrzymywanej przez 3 min [27]. 

Analizy metodą wysoko sprawnej chromatografii 
cieczowej przeprowadzano z wykorzystaniem chroma-
tografu firmy Thermo Finnigan z pompą umożliwiającą 
mieszanie czterech składników fazy ruchomej (P4000), 
detektorem fotodiodowym UV6000LP i autosample-
rem AS3000. Zastosowano kolumnę Allure C-18 firmy 
Restek o długości 150 mm, średnicy 3,2 mm i grubości 
ziarna 5 mm. Detektor pracował przy długości fali l = 
228 nm. Zastosowano elucję gradientową ze zmienia-
jącym się liniowo gradientem: (A) bufor w postaci 0,05 
mM kwasu octowego (pH 4,75), (B) acetonitryl, (C) 
metanol. Skład początkowy fazy ruchomej: (A) 13%, 
(B) 22% (C) 65% utrzymywany był przez 2 min, po 
czym zwiększano ilość składnika (B) do 35%, zmniej-
szając jednocześnie udział składnika (A) [27].

W celu sprawdzenia wydajności procesu dekarbok-
sylacji roztwór zawierający 500 mg D-9-THCA-A umiesz-
czano w naczyniu gazowym, rozpuszczalnik odpa-
rowywano delikatnym strumieniem azotu, naczynie 
zamykano i umieszczano w piecu chromatografu 
gazowego ogrzewanego w ustalonej temperaturze 
przez 15 min. Następnie otrzymane produkty reakcji 
były rozpuszczane w 500 ml metanolu i analizowane 
metodą HPLC. Na zamieszczonym w pracy [27] 
rysunku zbiorczym zawierającym chromatogramy 
produktów dekarboksylacji uzyskiwanych dla tempe-
ratur 120, 140, 160, 180°C, począwszy od tempera-
tury 140°C, na poszczególnych chromatogramach 
pojawiają się dwa dodatkowe piki pochodzące do 
kannabinolu i dihydrokannabinolu. Obecność tych 
pików wskazuje wyraźnie, że proces dekarboksylacji 
nie zachodzi w sposób ilościowy.

Po przeprowadzeniu badań wstępnych z wyko-
rzystaniem naczynia ogrzewanego w piecu chroma-
tografu Dussy i współaut. przeprowadzili badania 
z wykorzystaniem próbek konopi. Przygotowanie 
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próbek do badań polegało na pobraniu 50 do 100 
mg produktów konopi (wysuszone świeże rośliny, 
kwiatostany lub haszysz), które były ekstrahowane 
za pomocą 2 ml octanu etylu zawierającego 1 mg/
ml dokozanu (C22H46) jako wzorzec wewnętrzny. 
Otrzymane ekstrakty poddawano działaniu płuczki 
ultradźwiękowej przez okres 15 min. Następnie 10 
ml ekstraktu rozcieńczano z dodatkiem 390 ml octanu 
etylu i poddawano analizie metodą GC. W przypadku 
badań metodą HPLC do 10  ml ekstraktu dodawano 
990 ml metanolu i badano z wykorzystaniem metody 
wzorca zewnętrznego.

W kolejnym etapie przeprowadzona została opty-
malizacja oznaczeń sumarycznej zawartości D-9-THC 
i D-9-THCA-A w postaci D-9-THC metodą chromato-
grafii gazowej z uwzględnienie rodzaju użytego linera 
w dozowniku oraz temperatury dozownika. Spraw-
dzone zostały trzy typy linera:

•• liner prosty;

•• liner prosty zawierający zbitek silanizowanej waty 
szklanej;

•• liner typu cup-splitter.
Biorąc pod uwagę powtarzalność i stopień kon-

wersji, najkorzystniejsze efekty uzyskano dla linera 
z silanizowaną watą szklaną. Liner prosty wykazywał 
się brakiem powtarzalności, podczas gdy liner typu 
cup-splitter miał nieznacznie niższy stopień konwersji. 
Ilość waty miała jedynie zaniedbywany wpływ na sto-
pień konwersji. Istotne natomiast było, aby była ona 
ściśnięta, a nie luźno włożona. Maksymalny stopień 
konwersji wynoszący 67% był osiągany w temperatu-
rze 220°C, dla której uzyskiwano niemierzalną ilością 
kannabinolu powstającego na skutek dalszego utle-
niania D-9-THC. Wartość ta odpowiada wynikom uzy-
skiwanym przez Lehmana i Brenneisena.

W kolejnym etapie badań przedstawionych w pracy 
[27] badano wpływ temperatury konwersji D-9-
THCA-A dokonywanej bezpośrednio przed analizą 
wykonywaną metodą wysoko sprawnej chromatogra-
fii cieczowej (HPLC) na wyniki oznaczeń. Autorzy nie 
podają jednak, w jaki sposób przeprowadzano ogrze-
wanie, a zwłaszcza, czy było ono przeprowadzane 
w naczyniach zamkniętych, czy otwartych. Jak wynika 
z analizy otrzymanych wyników, krzywa konwersji ma 
maksimum, które przypada na temperaturę 150°C, dla 
której stopień konwersji wynosi ok. 70%. W wyższej 
temperaturze D-9-THC jest utleniany do kannabinolu. 
Co ciekawe, suma D-9-THC, D-9-THCA-A i kannabinolu 
nie osiąga 100%, co wskazuje na możliwość tworzenia 
się form polimerycznych. Niezwykle istotny jest to, że 
przypadku zmiany czasu ekspozycji na działanie tem-
peratury należy ponownie przeprowadzić badania, tak 
aby znaleźć maksimum konwersji dla nowego czasu 
ekspozycji. Uzyskany maksymalny stopień konwersji 
odpowiada wynikom, jakie uzyskane zostały metodą 
chromatografii gazowej (GC) przy wyborze optymal-
nego rodzaju linera i zastosowaniu optymalnej tempe-
ratury dozownika. 

Dla zoptymalizowanych warunków analizy Dussy 
i współautorzy badali rośliny pochodzące z upraw 
zamkniętych, kwiatostany oraz haszysz. Po przepro-
wadzeniu ekstrakcji za pomocą octanu etylu próbki 
analizowane były metodą GC i HPLC bez przepro-
wadzania wcześniejszej dekarboksylacji. Zgodnie 
z oczekiwaniami, w wypadku wszystkich próbek 
suma zawartości D-9-THC i D-9-THCA-A zmierzona 
metodą HPLC była wyższa niż sumaryczna zawartość 
D-9-THC i D-9-THCA-A w postaci D-9-THC otrzymana 
z wykorzystaniem metody GC. Oczekiwana zawartość 
D-9-THC, która powinna zostać otrzymana metodą 
GC w przypadku całkowitego stopnia dekarboksy-
lacji, była obliczana na podstawie wyników metody 
HPLC z założeniem, że stopień konwersji wynosi 70% 
– analizy były przeprowadzane w zoptymalizowanych 
warunkach, dla których stopień ten został wyznaczony 
z wykorzystaniem wzorca D-9-THCA-A. Korelacja 
pomiędzy obliczoną i zmierzoną zawartością D-9-THC 
była bardzo dobra w przypadku roślin konopi, gorsza 
w przypadku kwiatostanów i niezadowalająca w przy-
padku haszyszu. Wydaje się, że w przypadku wyż-
szych zawartości D-9-THCA-A reakcja dekarboksylacji 
jest preferowana w porównaniu z innymi reakcjami 
i w ten sposób mierzone są wyższe niż przewidywane 
zawartości D-9-THC. W zastosowanych przez auto-
rów warunkach maksymalny stopień konwersji D-9-
THCA-A do D-9-THC wyniósł 70%. Laboratoria wyko-
rzystujące metodę HPLC do oznaczania w próbce 
całkowitej zawartości D-9-THC traktowanej jako suma 
oznaczanych osobno zawartości D-9-THCA-A i D-9-
THC najczęściej otrzymują wyższe wyniki niż w przy-
padku, gdy przeprowadzany jest wcześniejszy proces 
dekarboksylacji, tak jak ma to miejsce w przypadku 
metody GC. Rekomendowane jest, aby laboratoria 
oznaczające sumaryczną zawartość D-9-THC i D-9-
THCA-A wyznaczyły osiągany w zastosowanych przez 
nie warunkach stopień konwersji. Każda całkowita 
zawartość D-9-THC oznaczana po przeprowadzeniu 
procesu dekarboksylacji jest raczej minimalną zawar-
tością niż wartością dokładną [27].

W ślad za badaniami przeprowadzonymi przez 
Dussy’ego i współautorów poszli Stanaszek i Zuba 
[8], którzy opracowali i przeprowadzili walidację oraz 
porównali ze sobą wyniki oznaczania sumarycznej 
zawartości D-9-THC i D-9-THCA-A w próbkach ziela 
konopi otrzymane metodą wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC) oraz chromatografii gazowej 
z detekcją masową (GC-MS).

Sposób przygotowania próbek do badań, który 
zastosowali Stanaszek i Zuba, polegał na pobraniu 
0,5 g wysuszonych próbek ziela i przeprowadze-
niu ekstrakcji 5 ml metanolu przez okres 16 godzin. 
W przypadku metody HPLC zastosowano kolumnę 
RP-18e Chromolith o długości 100 mm i średnicy 
ziarna 5 mm, którą termostatowano w temperatu-
rze 40°C. Analizy prowadzono metodą elucji izokra-
tycznej. Fazę ruchomą stanowiła mieszanina wody 
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z dodatkiem 100 ml kwasu fosforowego na litr (pH = 
3) oraz acetonitryl (70 : 30). Otrzymany ekstrakt był 
odwirowywany, rozcieńczany 20-krotnie i analizowany 
metodą HPLC z detektorem fotodiodowym na apara-
cie HPLC Elite LaChrom L-2000 System (VWR Merc-
k-Hitachi). Przepływ fazy ruchomej wynosił 1 ml/min. 
Objętość nastrzyku wynosiła 20 ml. Analiza ilościowa 
była przeprowadzana przy l = 210 nm dla D-9-THC i l  
=  220 nm dla D-9-THCA-A. Krzywe kalibracyjne dla 
D-9-THC i D-9-THCA-A były sporządzane w zakresie 
0,05% (2,5 mg/ml) do 2,0% (100 mg/ml). W przypadku 
metody GC-MS ekstrakt był rozcieńczany 20-krotnie 
metanolem po uprzednim dodaniu 10 ml standardu 
wewnętrznego mCPP (1000 mg/ml). Analizy były 
przeprowadzane na aparacie HP6890 z detektorem 
masowym (Agilent 5973 Network Quadrupole MSD), 
dozownik typu split/splitless, którego temperatura 
wynosiła 250°C. Rozdział składników był przeprowa-
dzany na kolumnie HP-5MS o długości 30 m, średnicy 
0.25 mm i grubości filmu 0,25 mm. Nastrzyki o objęto-
ści 1 ml przeprowadzano w trybie splitless. Gaz nośny 
stanowił hel, którego szybkość przepływu wynosiła 1 
ml/min. Zastosowano następujący program tempera-
turowy: temperatura początkowa 75°C utrzymywana 
przez 1 min, następnie narost temperatury z szybko-
ścią 25°C/min do temperatury 275°C utrzymywanej 
przez 9 min. Detektor pracował w zakresie 40–600 
m/z. Analiza ilościowa była oparta na intensywności 
sygnału dla m/z = 299 (D-9-THC) i m/z = 154 (wzo-
rzec wewnętrzny – mCPP). Krzywa kalibracyjna była 
sporządzana w zakresie od 0,1% do 0,8%.

W celu porównania metody wysoko sprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) z metodą chromatografii 
gazowej z detektorem masowym (GC-MS) oraz ich 
przydatności w oznaczaniu głównych psychoaktyw-
nych składników konopi Zuba i Stanaszek przeprowa-
dzili, stosując opracowane i zwalidowane wcześniej 
procedury, równoległe analizy 64 rzeczywistych pró-
bek marihuany. Wyniki oznaczeń D-9-THC i D-9-THCA 
uzyskane metodą HPLC zsumowano i porównano 
z wynikami otrzymanymi metodą GC-MS, badając, 
jaka zachodzi między nimi korelacja. Stężenia D-9-THC 
wyznaczone metodą GC-MS mieściły się w zakresie 
1,6–19,6% (średnia 7,4%) w suchej masie ziela. Stę-
żenia D-9-THC wyznaczone metodą HPLC mieściły się 
w zakresie 0,1–9,6% (średnia 1,0%) w suchej masie 
ziela. Stężenia D-9-THCA-A wyznaczone metodą HPLC 
mieściły się w zakresie 0,7–13,7% (średnia 7,4%) 
w suchej masie ziela. Całkowita zawartość D-9-THC 
(suma D-9-THC i D-9-THCA-A) wyznaczona metodą 
HPLC mieściła się w zakresie 0,8–23,0% (średnia 
8,4%) w suchej masie ziela. 

Porównanie wyników oznaczania zawartości D-9-
THC w próbkach rzeczywistych uzyskanych obiema 
metodami wykazało dobrą korelację między nimi (r = 
0,93), co wskazuje, że można je stosować do ozna-
czania całkowitego stężenia tego związku w zielu 
i innych produktach konopi, np. haszyszu. Równanie 

prostej przechodzącej przez punkt (0,0), y = 0,8581x 
wskazuje, że stężenia otrzymane metodą GC-MS 
mają średnio wartość ok. 86% wartości stężeń otrzy-
manych metodą HPLC. Tym samym Zuba i Stanaszek 
potwierdzili wcześniejsze wnioski dotyczące procesu 
dekarboksylacji zawarte w pracy Dussy’ego. Zaniżone 
wartości stężeń D-9-THC wyznaczone metodą GC-MS 
w porównaniu z całkowitym stężeniem D-9-THC mogą 
być związane z niecałkowitym termicznym procesem 
dekarboksylacji D-9-THCA-A do D-9-THC. Wynika 
z tego, że jedynym sposobem dokładnego wyzna-
czenia całkowitego stężenia D-9-THC jest oznaczenie 
dwóch składników oddzielnie, a następnie ich zsumo-
wanie. Wyznaczenie całkowitej zawartości D-9-THC 
metodami chromatografii gazowej po dekarboksylacji 
pozwala uzyskać co najwyżej minimalną zawartość 
D-9-THC, a nie dokładne stężenie całkowitego D-9-
THC. Natomiast wyznaczenie całkowitej zawartości 
D-9-THC stanowi bardzo dokładną miarę określenia 
potencjalnych psychoaktywnych właściwości badanej 
próbki ziela konopi lub jego produktów.

Wyniki badań otrzymane przez Dussy ‘ego i współ-
autorów znalazły swoje odzwierciedlenie w instrukcji 
Biura Narodów Zjednoczonych ds. Narkotyków i Prze-
stępczości dotyczącej metod analiz konopi i ich pro-
duktów [13]. W przypadku oznaczania całkowitej ilości 
D-9-THC i D-9-THCA-A w postaci D-9-THC rekomendo-
wane jest przeprowadzenie procesu dekarboksylacji 
przed analizą przez ogrzewanie otrzymanych ekstrak-
tów w otwartych naczyniach w temperaturze 150°C. 
Po odparowaniu rozpuszczalnika dekarboksylacja 
zachodzi w przeciągu kilku minut. Niemniej jest zale-
cane, aby każde laboratorium przeprowadziło walida-
cję tego procesu w warunkach, jakimi dysponuje. Jeśli 
dekarboksylacja przeprowadzana jest w trakcie analiz, 
zaobserwowano, że w przypadku niektórych układów 
chromatograficznych całkowita dekarboksylacja może 
zachodzić w czasie nastrzyku, podczas gdy w innych, 
pomimo zastosowania tej samej temperatury, zacho-
dzi ona z gorszą wydajnością. Wysoka temperatura 
nastrzyku może powodować rozkład D-9-THC w line-
rze dozownika. Z tego powodu wykorzystywany układ 
chromatograficzny oraz warunki analizy muszą zostać 
zwalidowane tak, aby zapewniały osiągnięcie całkowi-
tego stopnia dekarboksylacji, nie powodując przy tym 
rozkładu D-9-THC [13].

Wyniki otrzymane przez Dussy’ego i współautorów 
dla zastosowanych przez nich warunków analitycz-
nych wskazują, że stopień dekarboksylacji kwasu del-
ta-9-tetrahydro-kannabinolowego (D-9-THCA-A) zależy 
od jego stężenia w badanych próbkach konopi. Przy 
zachowaniu takich samych warunków przygotowania 
próbki większa zawartość D-9-THCA-A w próbce odpo-
wiada większej zawartości tego związku w ekstrakcie, 
co z kolei przekłada się na większą ilość (D-9-THCA-A) 
dozowanego na kolumnę analityczną. Wydajność 
dekarboksylacji jest wyższa dla próbek, w których 
stwierdzano wyższą zawartości D-9-THCA-A, czyli pró-
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bek, które w nastrzyku zawierały wyższą zawartość 
D-9-THCA-A. W badaniach nad optymalizacją procesu 
dekarboksylacji autorzy stwierdzili, że maksymalny 
osiągnięty przez nich stopień konwersji wyniósł 70%. 
Nie podają oni jednak dla jakiego stężenia czy zawar-
tości przeprowadzany był proces optymalizacji i czy 
obejmował on badania na jednym, czy wielu pozio-
mach stężeń. Uzyskany przez nich zróżnicowany sto-
pień dekarboksylacji otrzymany dla badanych próbek 
liczony jako stosunek stężenia D-9-THC wyznaczo-
nego metodą GC do sumarycznego stężenia D-9-THC 
i D-9-THCA-A wyznaczonego metodą HPLC, obejmu-
jący zakres od 73 do 90% pozwala przypuszczać, że 
optymalizacja przeprowadzona została dla jednego 
poziomu stężenia, gdyż najprawdopodobniej przyjęto 
założenie wstępne, że stopień dekarboksylacji jest 
niezależny od stężenia D-9-THCA-A. Niestety dopiero 
wyniki uzyskane w etapie późniejszym pozwoliły 
stwierdzić, że założenie to nie było słuszne. 

Stanaszek i Zuba stwierdzili, że średni stopień 
konwersji obliczony na podstawie wyników badań 
64 próbek rzeczywistych wyniósł 86%. Wydawać by 
się mogło, że wynik, ten stoi w sprzeczności z wyni-
kiem otrzymanym przez Dussy’ego i współautorów 
wyznaczonym w badaniach z wykorzystaniem roz-
tworu wzorcowego D-9-THCA-A, który to wynik wynosi 
zaledwie 70%. W rzeczywistości wyniki te są ze sobą 
jak najbardziej spójne. Należy wziąć pod uwagę różne 
warunki analityczne, jakie zostały zastosowane przez 
autorów, a zwłaszcza warunki prowadzenia nastrzy-
ków. Dussy i współautorzy przeprowadzali badania, 
stosując nastrzyk w trybie split i przyjmując stosu-
nek podziału strumienia 50 : 1, podczas gdy Stana-
szek i Zuba dokonywali nastrzyków w trybie splitless. 
Dodatkowo należy wziąć pod uwagę różne sposoby 
przygotowywania próbek do badań. W rezultacie 
w nastrzykach dokonywanych przez Stanaszka i Zubę 
najprawdopodobniej znajdowały się stosunkowo duże 
zawartości D-9-THCA-A, dla których stopień konwer-
sji był wysoki. Średni stopień konwersji wyznaczony 
przez Stanaszka i Zubę (86%) odpowiada wynikom, 
jakie osiągali Dussy i współautorzy w odniesieniu do 
próbek haszyszu. W przypadku tego typu próbek, 
które zawierają duże ilości D-9-THCA-A, ilość tego 
związku nastrzykiwana na kolumnę chromatogra-
ficzną jest znaczna nawet wówczas, gdy zastosuje 
się split 50 : 1. Należy podkreślić, iż Zuba i Stanaszek 
przeprowadzili walidację opracowanej przez siebie 
procedury analitycznej z wykorzystaniem metody 
GC-MS i stwierdzili, że dla zastosowanego przez nich 
sposobu przygotowania próbki i przyjętych warunków 
analitycznych krzywa kalibracyjna dla D-9-THC jest 
liniowa w zakresie 0,1–0,8%, co wskazuje, że w zakre-
sie tym proces dekarboksylacji jest niezależny od 
zawartości D-9-THCA-A w próbce.

Po szczegółowej analizie prac Dussy’ego i współ-
autorów oraz Stanaszka i Zuby pewne zastrzeżenia na 
tle innych pozycji literaturowych [9, 17] oraz skrom-

nych doświadczeń własnych autora niniejszej pracy 
budzi brak jakichkolwiek wzmianek dotyczących roz-
działu D-9-THC od D-8-THC uzyskiwanego metodą 
chromatografii cieczowej (HPLC). Brak tych informacji 
jest tu szczególnie zastanawiający w związku z tym, 
że stosowano dość krótkie kolumny analityczne, na 
których osiągnięcie zadowalającego stopnia rozdziału 
tych dwóch substancji jest trudne. 

Na istniejącą zależność dekarboksylacji kwasu 
delta-9-tetrahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A) od 
stężenia tego związku wskazują również pośrednio 
wyniki uzyskane przez Ankusa i Sokołowską-Jabłoń-
ską w badaniach nad trwałością ekstraktu próbek ziela 
konopi. W badaniach tych stwierdzono, że zawartość 
D-9-THC w ekstrakcie z czasem zwiększa się, a zawar-
tość kwasów kannabinolowych maleje. Z czego 
można wnioskować, że pewna część kwasów prze-
chodzi w D-9-THC. Zmiany te nie są liniowe, jednak 
tendencja ma charakter stały [4]. Schemat przemian 
kwasu D-9-THCA-A,jaki przedstawiony został w pracy 
Ankusa i Sokołowskiej-Jabłońskiej z podaniem wzo-
rów poszczególnych związków przedstawiono na 
Ryc. 4.

Warunki rozdziału chromatograficznego

Istotną rolę wpływającą na uzyskiwanie dokładnego 
wyniku oznaczeń całkowitej zawartości  D-9-THC i D-9-
THCA-A w próbkach ziela konopi lub ich produktów 
odgrywają warunki rozdziału chromatograficznego. 
W przypadku metody chromatografii gazowej z detek-
torem płomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID) lub chro-
matografii gazowej z detektorem masowym (GC-MS) 
na odpowiednich chromatogramach D-9-THCA-A nie 

Ryc. 4. � Schemat przemian kwasu delta-9-tetrahydrokanna-
binolowego (D-9-THCA-A)[4].
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jest rejestrowany, gdyż związek ten ulega dekarbok-
sylacji do D-9-THC. W związku z tym, wskazane jest 
sprawdzenie, czy dla zastosowanych warunków roz-
działu chromatograficznego, pik pochodzący od  
D-9-THC nie nakłada się z pikami pochodzącymi od 
innych kannabinoidów. Sprawdzenie to należy prze-
prowadzić z wykorzystaniem kontrolnej mieszaniny 
roztworów wzorcowych tych związków. Ze względu na 
duży stopień podobieństwa strukturalnego poszcze-
gólne kannabinoidy charakteryzują się często bardzo 
zbliżonymi do siebie czasami retencji. Należy także 
pamiętać, że D-9-THC oraz D-8-THC mają bardzo 
podobne do siebie widma masowe różniące się jedy-
nie względną intensywnością sygnału dla poszczegól-
nych jonów, przy czym intensywności te zależą rów-
nież od rodzaju i wieku wykorzystywanego detektora 
masowego. 

Badania dotyczące rozdziału poszczególnych kan-
nabinoidów zawartych w próbkach ziela konopi prze-
prowadzili Stambouli i współautorzy [29]. Zostały one 
przeprowadzone metodą GC-MS na chromatografie 
Varian CP-3800 sprzężonym ze spektrometrem maso-
wym Saturn 2200 z pułapką jonową. Chromatograf był 
wyposażony w autosampler CTC Analytics CombiPAL 
i dozownik PTV 1079. Rozdział składników przeprowa-
dzono na kolumnie HP-5 o długości 25 m, średnicy 0,2 
mm oraz grubości filmu 0,11 mm. Jako gaz nośny był 
wykorzystywany hel. Zastosowano następujący pro-
gram temperaturowy: temperatura początkowa 60°C 
utrzymywana przez 2 min, następnie narost z szyb-
kością 15°C/min do temperatury 280°C utrzymywa-
nej przez 5 min. Zastosowano tryb nastrzyku splitless 
w temperaturze dozownika 270°C. Analizy przeprowa-
dzono w zakresie m/z = 35–500. Temperatura pułapki 
jonowej wynosiła 180°C, a temperatura linii transfero-
wej 280°C. Na zarejestrowanym chromatogramie D-8-
THC był eluowany bezpośrednio przed kannabidiolem 
(CBD). W dalszej kolejności na chromatogramie poja-
wiały się piki od D-9-THC (zarejestrowano piki od obu 
izomerów geometrycznych cis i trans D-9-THC) oraz 
kannabinolu (CBN). Przy czym ilość D-8-THC dla prze-
badanej próbki była stosunkowo niewielka w porów-
naniu z ilością D-9-THC, CBN i CBD.

W przypadku badań prowadzonych metodą 
wysoko sprawnej chromatografii cieczowej istotny 
problem może stanowić niski stopień rozdziału i czę-
ściowe zachodzenie na siebie pików chromatograficz-
nych pochodzących do D-9-THC i D-8-THC. Powoduje 
to, że w celu wyznaczania powierzchni piku D-9-THC 
wykorzystywanej do obliczeń ilościowych, istnieje 
konieczność manualnego rozdzielania pików z wyko-
rzystaniem pionowych linii (vertical drop line) umiej-
scowionych w najniższym punkcie doliny powstającej 
pomiędzy pikami (valley point). Problemy te zostały 
poruszone przez Zoller i współautorów [9]. Przepro-
wadzone przez nich badania dotyczyły oznaczania 
zawartości D-9-THC oraz D-9-THCA-A w zielu konopi 
oraz żywności zawierającej jako dodatek produkty 

ziela konopi. Do przeprowadzenia analiz zastoso-
wano chromatograf LC-10A Shimadzu składający się 
z układu pomp LC-10AD, autosamplera SIL10, detek-
tora UV-Vis SPD-10AV, detektora fluorescencyjnego 
RF-10A, degazera Gastorr (Omnilab, Mettmenstetten, 
Szwajcaria), modułu sterującego CBM-10A oraz stacji 
roboczej CLASS-LC10. Rozdział chromatograficzny 
był przeprowadzany na kolumnie Nucleosil 120-3 C18 
o długości 125 mm i średnicy 2 mm (Machery-Na-
gel, Oensingen, Szwajcaria) przy przepływie 0,2 ml/
min, termostatowanej w temperaturze 26°C. Objętość 
nastrzyku wynosiła 10 ml. Rozpuszczalnik A stanowił 
acetonitryl, rozpuszczalnik B stanowiła woda z dodat-
kiem 8,6 g 85% kwasu fosforowego na litr roztworu. 
Zastosowano następujący gradient liniowy: 0 min, 
55% A i 45% B; 25 min, 80% A i 20% B, następnie 
przemywanie kolumny – 26 min 90% A i 10% B; 30 
min, 90% A i 10% B; 31 min, 55% A i 45% B, kondycjo-
nowanie kolumny 31–40 min. D-9-THC był oznaczany 
przy długości fali l = 210, a D-9-THCA-A dla długości 
fali l = 272 nm. Ponadto przeprowadzono również 
oznaczenia z wykorzystaniem detektora fluorescen-
cyjnego. Po zhomogenizowaniu próbki ziela o masie 
2 g był ekstrahowane 60 ml mieszaniny metanol–
dichlorometan (9 : 1) i poddawane działaniu płuczki 
ultradźwiękowej przez okres 15 min. Do analizy 1 ml 
roztworu rozcieńczano metanolem do objętości 10 
ml. W analizowanym układzie D-9-THC był wymywany 
przed D-8-THC, a zastosowane warunki rozdziału 
umożliwiły osiągnięcie rozdzielczości tych związków 
na poziomie 1. Autorzy zaobserwowali, że skrócenie 
gradientu oraz praca w warunkach izokratycznych 
powodowała pogorszenie rozdzielczości i problemy 
z nakładającymi się pikami. W przypadku oznaczeń 
prowadzonych metodą wysoko sprawnej chromato-
grafii cieczowej sugerowane jest przeprowadzenie 
wstępnej optymalizacji rozdziału D-9-THC i D-8-THC 
oraz praca w warunkach elucji gradientowej. 

W oznaczeniach prowadzonych metodą wysoko 
sprawnej chromatografii cieczowej, problemy zwią-
zane z osiągnięciem zadowalającego rozdziału 
chromatograficznego mogą występować również 
w wypadku kwasu D-9-tetrahydrokannabinolowego 
(D-9-THCA-A). Ponadto dodatkowy problem stanowi 
również identyfikacja związków eluowanych w cza-
sie retencji zbliżonym do czasu retencji D-9-THCA-A. 
Instrukcja Wydziału do Spraw Narkotyków Organizacji 
Narodów Zjednoczonych z 1987 roku [28] rekomen-
dowała zastosowanie następującej metody oznacza-
nia D-9-THC i D-9-THCA-A w próbkach konopi. Sugero-
wano wykorzystanie: kolumny C-18 o długości 250 mm 
i średnicy wewnętrznej 4,6 mm, fazy ruchomej składa-
jącej się z 0,02 N roztworu H2SO4 i metanolu (20 : 80), 
pracę przy przepływie 2,0 ml/min, objętość nastrzyku 
10 ml, długość fali detekcji (l) wynoszącą 220 nm lub 
254 nm oraz wykorzystanie wzorca wewnętrznego 
ftalanu di-n-oktylu. Instrukcja ta podaje, że dla dobra-
nych w ten sposób warunków rozdziału dla czasu 
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retencji zbliżonego do czasu retencji kwasu D-9-te-
trahydrokannabinolowego (D-9-THCA-A) powinno się 
uzyskać następującą kolejność wymywania kannabi-
noidów: kannabinochromen (CBC), kwas kannabino-
lowy (CBNA), kwas D-9-tetrahydrokannabinolowy (D-9-
THCA-A). Jednakże identyfikacja poszczególnych 
związków jest trudna. Może o tym świadczyć fakt, że 
w badaniach przeprowadzonych przez Ankusa i Soko-
łowską-Jabłońską [4] pik pojawiający się w obszarze, 
w którym wymywany jest D-9-THCA-A, został określony 
ogólnie jako pasmo pochodzące od kwasów kannabi-
nolowych. W badaniach tych zastosowano następu-
jące warunki rozdziału chromatograficznego: kolumna 
Nucleosil 1005 C-18 o długości 250 mm, średnicy 
wewnętrznej 4,6 mm i grubości ziarna wypełnienia 5 
mm, faza ruchoma: acetonitryl : woda : stężony H3PO4 

(70 : 30 : 0,01), temperatura kolumny 30°C, przepływ 
eluenta: 1,5 ml/min, objętość nastrzyku 10 ml, długość 
fali detekcji l = 230 nm. Bardzo interesujące są wyniki 
otrzymane przez Lehmana i Brenneisena (1995) przy-
toczone w [23]. Do identyfikacji i oznaczeń ilościo-
wych zarówno form neutralnych, jak i form kwaśnych 
kannabinoidów wykorzystano metodą chromatografii 
cieczowej z detektorem w postaci matrycy diodowej 
(HPLC-DAD). W badaniach zastosowano metodę 
elucji gradientowej. Piki pochodzące od poszcze-
gólnych związków identyfikowano z wykorzystaniem 
roztworów wzorcowych oraz odpowiednich widm 
kannabinoidów w zakresie nadfioletu (UV). Wykorzy-
stano kolumnę C-18 o długości 200 mm i średnicy 
wewnętrznej 2,0 mm wraz z odpowiadającą jej preko-
lumną o długości 20 mm i średnicy ziarna wypełnienia 
wynoszącej 3 mm. Na podstawie analizy chromatogra-
mów zamieszczonych w pracy [23] otrzymanych dla 
trzech podstawowych chemotypów konopi – narko-
tycznego, mieszanego i włóknistego łatwo zauważyć, 
że każdy chemotyp charakteryzuje się inną względną 
zawartością poszczególnych form kannabinoidów 
eluowanych w czasie retencji zbliżonym do czasu 
retencji D-9-THCA-A. Analizę tę częściowo utrudnia 
stosunkowo wysokie tło, jakie otrzymano na zareje-
strowanych chromatogramach. Mimo to w typie nar-
kotycznym oraz typie włóknistym bezpośrednio przed 
pikiem od D-9-THCA-A pojawia się niewielki pik, który 
przez autorów nie został zidentyfikowany. Pik ten 
występuje również w typie mieszanym. Przypuszczal-
nie pochodzi on od kwasu kannabinolowego (CBNA), 
na co wskazuje fakt, że związek ten stanowi zanie-
czyszczenie kwasu (D-9-tetrahydro-kannabinolowego 
(D-9-THCA-A) ekstrahowanego z ziela konopi i oczysz-
czanego metodą chromatografii preparatywnej [27]. 
Ponadto w przypadku chemotypu mieszanego pik 
pochodzący od D-9-THCA-A częściowo nakłada 
się z pikiem pochodzącym od kannabinochromenu 
(CBC), który wymywany był przed D-9-THCA-A. Kwas 
(D-9-tetrahydrokannabinolowy (D-9-THCA-B) był elu-
owany dla niskich wartości czasu retencji. Jeśli wziąć 
pod uwagę opisane powyżej problemy związane 

z zapewnieniem warunków rozdziału chromatogra-
ficznego umożliwiających otrzymanie czystego piku 
od D-9-THCA-A, wyodrębnionego od pików pocho-
dzących od innych kannabinoidów, zastanawiający 
wydaje się brak informacji dotyczących otrzymywa-
nych wyników rozdziału D-9-THCA-A w pracach [8,27], 
zwłaszcza przy uwzględnieniu tego, że autorzy ci mieli 
do dyspozycji detektory z postaci matrycy diod (DAD) 
umożliwiające rejestrację chromatogramów dla wielu 
długości fali jednocześnie. 

Dokładne wyznaczenie stężenia D-9-THC i D-9-
THCA-A wymaga zapewnienia optymalnych warun-
ków rozdziału chromatograficznego, których znalezie-
nie jest procesem żmudnym i często długotrwałym. 
Jednakże realizacja tego zadania umożliwia ozna-
czanie pierwotnej zawartości kannabinoidów, które 
analizowane są bezpośrednio bez konieczności prze-
prowadzania procesu dekarboksylacji D-9-THCA-A. 
W tym kontekście za niezwykle wartościową należy 
uznać pracę de Backera i współautorów [17]. Prze-
prowadzone przez nich badania dotyczyły optyma-
lizacji rozdziału mieszaniny roztworów wzorcowych 
składników D-9-THC, D-8-THC, D-9-THCA-A, CBD, 
CBDA, CBG, CBGA oraz CBN. Zastosowano nastę-
pujący sposób przygotowania próbek. Próbki roślinne 
po suszeniu przez 24 godziny w temperaturze 35°C, 
przy zapewnieniu odpowiedniej wentylacji, były 
homogenizowane poprzez zmielenie. Ze zmielonego 
materiału sporządzano 200 mg naważki, które ekstra-
howano 20 ml mieszaniny metanol/chloroform (9:1), 
a następnie poddawano wytrząsaniu na rotatorze 
przez okres 30 min. Otrzymane ekstrakty odfiltrowy-
wano i rozcieńczano, a następnie 100 ml tak przygo-
towanego ekstraktu odparowywano pod strumieniem 
azotu i rozpuszczano w 100 ml mieszaniny woda/
metanol (5/5). Analizy przeprowadzano z dodatkiem 
prazepamu (100 mg/l) jako wzorca wewnętrznego. 
Badania przeprowadzano na chromatografie Hewlet-
t-Packard (Agilent Technologies, Boblingen, Niemcy), 
w skład którego wchodziła czterokanałowa pompa 
G1322A, degazer G1322A serii 1200, autosampler 
G1313A serii 1100 oraz detektor fotodiodowy Waters 
2996 z oprogramowaniem Empower Pro 2.0. Analizy 
przeprowadzono w zakresie długości fali (l ) 200–400 
nm. Rozdział chromatograficzny przeprowadzano 
na kolumnie Waters XTerra MS C18 o długości 250 
mm, średnicy wewnętrznej 2,1 mm i grubości ziarna 
wypełnienia 5 mm z odpowiadającą jej prekolumną 
o długości 10 mm. Fazę ruchomą stanowiła miesza-
nina metanol–woda zawierająca 50 mM mrówczanu 
amonu (pH 5,19). Początkowy skład fazy ruchomej 
stanowiło 68% metanolu, którego zawartość była 
stopniowo zwiększana do 90,5% w ciągu 25 min oraz 
95% w ciągu kolejnej minuty. Warunki te były utrzy-
mywane przez 3 min, po czym skład fazy ruchomej 
zmieniał się w czasie 1 min do uzyskania warunków 
początkowych, w których to warunkach kolumna była 
kondycjonowana przez 6 min. Całkowity czas ana-
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lizy wynosił 36 min, przy przepływie fazy ruchomej 
0,3 ml/min. Kolumnę termostatowano w temperatu-
rze 30°C. Objętość nastrzyku wynosiła 30 ml. Autorzy 
przeprowadzili optymalizację warunków oznaczania 
i walidację opracowanej procedury z wykorzystaniem 
metody wyznaczania błędu całkowitego (Total Error 
Approach). Optymalizacja uwzględniała trzy czynniki: 
procentową zawartość metanolu w początkowym 
etapie gradientu, pH wodnego składnika fazy rucho-
mej i czas trwania gradientu potrzebny na osiągnię-
cie 95% zawartości metanolu w fazie ruchomej. We 
wnioskach z przeprowadzonych badań stwierdzono, 
że selektywność rozdziału kannabinoidów może być 
modyfikowana poprzez zmianę pH eluenta. Wpływ 
ten jest szczególnie istotny w przypadku kwaśnych 
form kannabinoidów. Przez odpowiednią zmianę 
pH eluenta oraz zmianę szybkości gradientu, dzięki 
wykorzystaniu metod optymalizacyjnych możliwe 
było rozdzielenie wszystkich badanych form kannabi-
noidów. Piki chromatograficzne zachodziły na siebie 
częściowo jedynie w przypadku obecność 10% CBD 
i CBG. Opracowana procedura pozwoliła również na 
uzyskanie całkowitego rozdziału D-9-THC od D-8-THC 

[17]. Wyniki otrzymane prze de Backera i współauto-
rów uznano za obiecujące do tego stopnia, że w maju 
2011 roku zdecydowano się na zakup wykorzystywa-
nej przez nich kolumny chromatograficznej w celu jej 
sprawdzenia i zaadaptowania na potrzeby oznaczeń 
prowadzonych w Pracowni Fizykochemii Laborato-
rium Kryminalistycznego Komendy Wojewódzkiej 
Policji w Rzeszowie.

Uwarunkowania sprzętowe

Prowadzenie oznaczeń z wykorzystaniem nowo-
czesnego sprzętu ma duży wpływ na jakość uzy-
skiwanych wyników analitycznych. Wpływ ten jest 
wyjątkowo wyraźnie zauważalny w odniesieniu do 
chromatografii cieczowej. Istotne korzyści wynikają 
w tym przypadku ze stosowania detektora w postaci 
szeregu diod (DAD), który jest szczególnie przydatny 
w przypadku słabego rozdziału otrzymywanych pików 
chromatograficznych. Wykorzystanie tego detektora 
umożliwia identyfikację substancji na podstawie widm 
UV-Vis oraz sprawdzenie, czy nie w pełni rozdzielone 
piki odpowiadają dwóm różnym związkom chemicz-
nym, czy też jest to wynik przeładowania kolumny 
chromatograficznej. Nowy kierunek w rozwoju 
chromatografii cieczowej stanowi obecnie metoda 
ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), która 
w badaniach coraz częściej zastępuje metodę wysoko 
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W meto-
dzie wysoko sprawnej chromatografii cieczowej wybór 
średnicy ziarna wypełnienia jest z konieczności wyni-
kiem kompromisu. Im średnica ta jest mniejsza, tym 
większe ciśnienia wsteczne związane z przepływem 
fazy ruchomej występują w określonym układzie. Ze 
względu na stosunkowo niskie limity ciśnień robo-

czych w tradycyjnych chromatografach HPLC nie ma 
możliwości wykorzystywania wypełnień kolumn chro-
matograficznych o średnicy ziarna 2,1 lub 1,0 mm, 
które są obecnie powszechnie stosowane w UPLC. 
Zastosowanie układu UPLC umożliwia nawet dziewię-
ciokrotne skrócenie czasu analizy w porównaniu z tra-
dycyjnym układem z wypełnieniem o średnicy 5 mm 
oraz trzykrotne w porównaniu z układem o wypełnie-
niu o średnicy ziaren 3 mm. W przypadku zastosowania 
tego układu obserwuje się również odpowiednio dzie-
więciokrotne i trzykrotne zwiększenie ciśnienia wstecz-
nego. Kolumny przystosowane do metody UPLC mają 
mniejszą średnicę ziarna wypełnienia, mniejsza jest 
również ich długość i średnica wewnętrzna. Zastoso-
wanie metody UPLC niesie szereg korzyści, do których 
należą przede wszystkim: zwiększenie szybkości, czu-
łości i rozdzielczości prowadzonych analiz. Skrócenie 
czasu analizy skutkuje zmniejszeniem zużycia odczyn-
ników. Lepsza zdolność rozdzielcza wykorzystywa-
nych kolumn powoduje również oszczędność czasu, 
jaki trzeba przeznaczyć na optymalizację warunków 
oznaczania oraz walidację opracowywanych metod 
analitycznych [32, 33]. 
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practices, then in medicine and textile industry, and 
over the last few decades they have become the world’s 
most popular and widespread drug drug. The history 
of cannabis consumption goes back several thousand 
years when it originated in Asia. The first references to 
cannabis can be found in Chinese and Indian writings 
such as Vedian hymns and Indian religious songs, 
dated back to the first millennium B.C. In these works, 
the power of “soma” has been praised – a miraculous 
plant of Gods, capable of sending into the state of 
ecstasy and giving power. Other historical references 

Introduction

Cannabis sativa L. is the species name for cannabis 
(hemp) – a plant of the Cannabaceae family, order 
Urticales. This species embraces a number of varieties 
of cannabis, e.g., cultivated or wild growing in different 
climate zones. The most popular on the drug market 
is the Indian variety of cannabis – Cannabis sativa, 
varietas indica [1]. 

Over the centuries, the applications of cannabis 
have changed. Initially, they were used in religious 
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Cannabis – review of the issues related to determination of 
the total content of delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) 
and delta 9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A). 

Summary

Cannabis analyses are amongst the most common types of analyses performed by forensic laboratories, 
owing to the spread of cannabis-originated drugs on illegal markets. Yet, this subject brings about numerous 
controversial analytical issues that spark heated debates among specialists in the field.

The present work is a review of cannabis-related and analytical issues pertaining to the determination of the 
total content of delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) and delta 9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) in 
herbal cannabis samples. Such analyses are currently typically performed by means of gas chromatography or 
to a lesser extent by liquid chromatography. In the case of gas chromatography, the total content is determined 
as the sum of delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) that was originally present in the sample and delta-9-
tetrahydrocannabinol (D-9-THC) formed as a result of decarboxylation of delta 9-tetrahydrocannabinolic acid 
(D-9-THCA-A). The liquid chromatography method is suitable for assaying both compounds in their natural form. 
Both methods have a number of advantages and disadvantages that require particular attention while performing 
analyses. One of the objectives of the present work was to carry out a comparative study of both methods of 
analysis, including their advantages and disadvantages.

Presented in this article is a review of the literature – particularly, related to the subject addressed herein – 
published in recent years by police drug experts in “Problemy Kryminalistyki” (eng. Issues of Forensic Science) 
quarterly. The first part contains the review of issues related to cannabis and their products – cannabinoids, 
cannabis subspecies, use and effect on the human body, legal issues related to cannabis, instrumental methods 
of assaying D-9-THC and D-9-THCA-A. The following part contains a discussion on factors influencing the 
assays’ results such as sampling, stability of cannabinoids in cannabis, plant age, extraction, sample humidity, 
derivatization, stability of standard solutions, decarboxylation of delta 9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-
THCA-A), chromatography separation conditions and equipment.

In view of the requirements of the Quality Management System that imposes the need for achieving accreditation 
of the test procedures, the author hopes that the present work will be helpful for analytical chemists working 
on developing cannabis assays and it will draw their attention to the factors that need to be considered when 
drafting budget and assessing total measurement uncertainty.

Keywords � cannabis, D-9-THC, D-9-THCA-A, D-8-THC, gas chromatography (GC-FID, GC-MS), liquid chroma-
tography (HPLC).
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to the use of cannabis for intoxicating purposes can 
be found in the works of Greek historian Herodotus, 
who lived in 5th century B.C. Herodotus described 
the customs of nomadic tribes living in the steppes of 
Russia, who constructed special tents to be used as 
saunas and places for smoking cannabis. From China 
and India the habit of consuming cannabis spread 
over to Persia, Assyria and the entire Middle East from 
where it was introduced into Northern Africa by means 
of the Arabs, who imposed Islam on conquered 
territories along with cannabis consumption (Islam 
prohibits alcohol consumption but not so explicitly 
the use of drugs). From Africa the custom has been 
transferred to Europe [1, 2].

In Poland, cannabis became a popular 
hallucinogenic substance at the turn of the 19th and 
20th centuries, subsequent to their widespread use for 
official therapies as efficient, easily accessible medicinal 
plant. Cannabis was used as a tranquilizer, sleeping 
medication and a substitute of morphine. Cannabis 
liqueurs and extracts were available at pharmacies as 
herbal medicine. Polish medicine book “Farmakopea 
Polska II” published in 1937 and 1946 still listed 
Herba Cannabis indiceae species as herbal medicine, 
although this “medicine” was already absent from 
“Farmakopea Polska III” edition. It was likely the result 
of popularizing hallucinogenic properties of cannabis 
in Europe, alarming reports on the demand for this 
drug substance and the cases of abusing cannabis-
related “medicines” for non-medical purposes. It 
was believed that withdrawing Herba Cannabis from 
official health care would prevent risks posed by its 
hallucinogenic properties. Unfortunately, that was 
not the case. Nowadays, cannabis-originated drugs 
are amongst the most popular and most widely used 
in the world. They are known under different names, 
most frequently referring to the region of cultivation, 
predominantly marihuana, dagge, kif, ganja. The illicit 
cultivations intended for production of drug substances 
are practically impossible to control [1].

Cannabis are the most widely accessible illegal drug 
substance in Europe. Their sources are both import 
and domestic production. In most of the countries 
cannabis consumption has increased in the 1990s 
and at the beginning of the 21st century, although 
the discrepancies between countries are observed. 
Cannabis can be grown in various environments; 
in many parts of the world it is a wild-growing plant. 
The cultivations have been reported in 172 countries 
and territories (United Nations Office on Drugs and 
Crime – UNODC, 2009). Such an abundance means 
that providing estimates of global production is 
difficult. In 2009, UNODC estimated global marihuana 
production in the year 2008 for 13 300–66 100 tons. 
It is conservatively estimated that cannabis has been 
used at least once by about 75.5 million Europeans, 
that is over one in five of 15–64 year olds [3].

Cannabis and their products

Cannabis is a herbaceous, annual plant with 
straight, upright shoots, deep-rooting, growing to the 
height of 3  m. Its leaves are dark green, palmately 
compound, the margins serrate, rough on both sides, 
with separate thread like bracts [1]. 

Cannabis is dioecious, meaning it comes as plants 
with separate female (pistillate) and male (staminate) 
flowers. Only female plants are suitable for drug 
purposes, due to a higher content of active substances 
– phenolic compounds, so called cannabinoids, 
exclusively specific to genus Cannabis [1, 4–5]. 
Monoecious cannabis varieties with male and female 
flowers on one plant are also known. Male dioecious 
cannabis plants called “plaskonie” [no English 
counterpart – translator’s note] are visibly distinct from 
female plants that form fruits. The apex of the male 
plant is decorated with a panicle of inconspicuous, 
greenish-yellow staminate flowers, stem sparingly 
foliated, leaves lighter and with less intense odor 
than those of female plants. Male inflorescences and 
leaves also contain cannabinoids, although in minute 
quantities, far below those of female inflorescences 
and leaves [1].

Female plants are larger than their male 
counterparts, well branched, densely foliated, with 
light green multifloral inflorescences. They emit 
characteristic intense and aromatic odor. Cannabis’ 
seeds are its fruits – one-seeded achenes ovoid in 
shape and slightly flattened. Pericarp is smooth and 
slightly glossy. The fruits of some of the varieties, 
practically referred to as the seeds, differ in size, 
color and surface patterning. Frequently, the seeds 
supplied for laboratory tests are in different stages 
of maturity. Unripe fruits (seeds) are small, oval and 
green or grayish green. Upon ripening, they change 
color to light brown or brown. However, the fruit (seed) 
appearance is not a basis for distinguishing between 
cannabis varieties. Occasionally, this is possible 
by tracing the entire life cycle and determining the 
content of active substances. Seeds, stems and fibres 
do not contain or contain only minute quantities of 
cannabinoids and thus, those parts are not listed as 
drug substances in Polish or international legislation. 

Top parts of blooming or fruit bearing cannabis 
secrete the resin rich in substances of psychoactive 
and hallucinogenic effect. Cannabis products include 
marihuana, hashish and hash oil [1].

Marihuana

Marihuana is a drug substance obtained from 
cannabis with almost no processing. It constitutes 
dried and shredded leaves and inflorescences from 
upper shoots of different cannabis varieties. Marihuana 
is available in fragmented or powdered form. In order 
to decrease the volume of the plant matter, the product 
is pressed. Marihuana is used for smoking in hand-
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rolled and manufactured cigarettes, pipes, frequently 
mixed with tobacco (joints). Occasionally, it is used 
to prepare hydroalcoholic extracts [1]. A variety with 
high content of psychoactive substances is called 
“sinsemilla” (from Spanish: no seeds), and constitutes 
of female seedless plants of Cannabis sativa [5].

Hashish

Hashish is a preparation of Cannabis resin. The resin 
is produced throughout ripening period – blooming 
and fruiting. Its function if to protect the flowers from 
drying out. The resin is abundantly secreted in dry 
and hot climates, and therefore hashish is mainly 
produced in two areas of the world, i.e., southern and 
eastern Mediterranean countries and on the Indian 
subcontinent. Commercial presentation of hashish 
is most frequently pressed slabs, blocks, prills or 
cylinders differing by hardness, shade of color and 
degree of gloss. Hashish is typically smoked in pipes 
or added to food [1, 5].

Hash oil

Hash oil is a liquid extract from the plant material 
or the resin, obtained with the use of organic solvents 
such as alcohol, petrol or light petroleum. Extraction 
is a multi-stage process. After evaporation of the 
solvents, an oily-tar, viscous, water-insoluble liquid 
is collected, with characteristic odor and blackish-
brown color with greenish sheen. Solvent-diluted oil 
takes on a green or brown color, depending on the 
degree of ripeness of the plant material and solvent 
properties. Such a liquid form is more suitable for 
smuggling, since after placing in tightly sealed 
containers it is difficult to detect by trained dogs. 
Hash oil is added to tobacco or marihuana cigarettes. 
Two to three drops of oil are typically absorbed onto 
cigarette tobacco and in this way the drug is being 
“legally” used [1, 5].

As there are no two individuals with identical 
fingerprints, there are no two identical Cannabis 
products in terms of appearance, properties and 
composition, due to the fact that they are obtained 
from different plant material, processed by different 
methods, enriched and concentrated by different 
techniques and prepared for smuggling in a different 
way [5].

Cannabinoids

In Cannabis variety used for drug purposes, 
421 substances representing 18 different chemical 
groups have been identified. Among them are above 
50 carbohydrates, including highly carcinogenic 
benzopyren and benzoanthracene; 103 terpenes, the 
majority of which have irritant effect on respiratory 
tracts; 12 fatty acids; 11 steroids; 20 nitrogen 
containing heterocyclic compounds and above 60 
cannabinoids – 21 carbon atom compounds, present 
exclusively in cannabis.

Two systems of atom numbering are applied to 
present chemical structure of cannabinoids, first based 
on dibenzopyran and the second on monoterpenoid 
structure (Fig. 1 Numbering of atoms in dibenzopyran 
and monoterpenoid compounds; see Polish version). 

The term “cannabinoids” also includes synthetic 
structural analogs of natural cannabis components 
and their metabolites produced in living plants.

Modern research on cannabinoids was 
initiated in 1964 when the structure of delta-9-
tetrahydrocannabinol (D-9-THC) – main psychoactive 
component of cannabis, was resolved in Mechoulam’s 
laboratory. Delta-9-THC is characterized by 
stereoselective pharmacological activity – left-handed 
isomer is, depending on the applied testing method, 
6–100 times more active than right-handed isomer. 
Subsequently, the structures of other cannabis 
components (referred to as “classical cannabinoids”) 
have been identified, among which, the following 
deserve particular attention: 

•• delta-8-tetrahydrocannabinol (D-8-THC);

•• cannabinol (CBN);

•• cannabidiol (CBD);

•• tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A);

•• tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-B);

•• cannabinolic acid (CBNA);

•• cannabichromene (CBC) (Fig. 2).
The content of D-9-THC in plants depends on their 

genetic properties, vegetation conditions, method of 
harvesting, age, soil type and climate. By selecting 
appropriate conditions, it is possible to increase the 
content of the psychoactive component. For example, 
marihuana produced in the years 1979–1982 contained 
appx. 3% D-9-THC, while nowadays it contains 6–10%. 
Recently, a cannabis variety named Netherweed 
with D-9-THC content of 20% has been bred in the 
Netherlands [5]. Figure 2 presents chemical formulas 
of the most significant classical cannabinoids (see 
Polish version).	

Individual plant organs differ by the content of 
D-9-THC. According to the research results, stems 
do not contain D-9-tetrahydrocannabinol, while this 
compound is present at a concentration of 1% in 
the calyces, 3% in the inflorescences and 5% in the 
resin [7]. Cannabis products contain the following 
concentrations of D-9-THC: plant parts (marihuana) – 
0.5–5%; resin (hashish) – 2–10%; hash oil – 10–30%. 
The above are indicative values as the D-9-THC 
content in particular samples of cannabis products 
may go beyond the defined ranges [5].

Delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) is typically 
present in parallel with cannabinol (CBN), cannabidiol 
(CBD) and delta-8-tetrahydrocannabinol (D-8-THC) 
[8]. Both CBD and CBN are the compounds with 
euphoric properties, whereas the effect of D-8-THC 
is similar to that of D-9-THC, although weaker [4]. The 
most important precursor of D-9-THC in cannabis is 
D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) that 
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decarboxylates to D-9-THC at elevated temperature. This 
process takes place during smoking of cannabis products 
as well as during their analysis by a gas chromatography 
method – in the injection port where high temperature 
is maintained. Other cannabinoids present in cannabis 
include: cannabinolic acid (CBNA), cannabidiolic acid 
(CBDA), cannabichromene (CBC), cannabigerol (CBG), 
cannabigerolic acid (CBGA), cannabivarin (CBV) and 
tetrahydrocannabivarin (THV) [8].

Cannabis subspecies

According to one of the classifications, cannabis 
belong to the genus and species Cannabis sativa 
that can be further divided into three subspecies: wild 
cannabis, dug cannabis and common cannabis.

Wild cannabis

Wild cannabis are characterized by thick pericarp 
and the seeds falling off easily. The plants are 
relatively low-growing. The seeds are small, darkly 
pigmented and have rich mosaic-like patterning. Fiber 
content is low, while the D-9-THC content reaches 
0.5% or even 1%. Wild cannabis grow in Asia (India, 
Iran, Afghanistan, China). In Europe they can be found 
in Poland, Czech Republic, Slovakia and the Balkan 
countries.

Drug cannabis

Dioecious cannabis with drug properties. The stems 
are highly branched and densely foliated. The leaflets 
are small, intensely green. Drug cannabis contain 
little fibre. Drug substances are obtained from female 
plants. The calyces of the female flower clusters are 
covered with glandular trichomes that emit intense 
odor and secrete viscous resin. Drug cannabis belong 
to the southern type. They can be found in India and 
all its neighboring countries. In Poland drug cannabis 
do not mature, although they can be cross-bred with 
all local types. 

Common cannabis

Common cannabis stand out by the richness 
of forms. They include southern, northern and 
intermediate types. 

Intermediate cannabis – include Polish and Central 
Russian cannabis. Typically the stems grow up to 
the height of 125–200 cm, frequently even 250 cm or 
above. The leaves are larger than in the northern type, 
composed of 7 leaflets. The seeds are light-colored, 
without mosaic-like patterning.

Southern cannabis – include French, Spanish, 
Yugoslavian, Italian and Turkish cannabis. The stems 
grow up to the height of 250–400 cm. The leaves 
are large and wide, composed of 9–11 leaflets. The 
seeds are large, grey or dark grey, without mosaic-
like patterning. Typically, southern cannabis do not 
mature in Poland. 

All forms and types of cannabis can be easily cross-
bred.

With regard to the delta-9-tetrahydrocannabinol 
(D-9-THC) and cannabidiol (CBD) contents, the 
cannabis can be divided into three main chemotypes. 
This classification is facilitated by the fact that a single 
cannabis plant belongs to a particular chemotype 
throughout its entire life cycle.

Chemotype I

•• Drug type – strong drug effect

•• D-9-THC > 2%, CBD = 0%
Prevalent in hot climate. Embraces Indian Mexican 

and South African cannabis.

Chemotype II

•• Intermediate type – drug effect

•• D-9-THC > 0.5% (on average, from 0.3% to 0.9%), 
CBD > 0.5%
Includes all cannabis cultivated in warm 

Mediterranean-type climate.

Chemotype III

•• Fibre type (hemp)

•• D-9-THC < 0.3%, CBD > 0.5%
Includes cannabis cultivated in the temperate zone. 
Under favorable cultivation conditions, high CBD 

content can cause D-9-THC to exceed the threshold 
defined for fibre type. This happens in crops grown for 
several years under artificial conditions (greenhouse, 
special agrotechnical conditions). The D-9-THC content 
in such crops can exceed 0.2%, which classifies them 
as drug type despite other plant properties being 
characteristic for fibre type. Hence, attempts are 
being made to breed safe cannabis with low D-9-THC 
content. Based on the results of a research work, 
a distinct chemotype has been defined as follows:

Chemotype IV

•• D-9-THC appx. 0.001%, CBD appx. 0.2%
The literature gives also another coefficient that can 

be used for distinguishing the fibre type from the drug 
type, the so called cannabinoids proportion criterion:

PC =
CBN % + ” - 9 - THC %

CBD %

For PC < 1, cannabis are classified as fibre type. 
For PC >1, cannabis are classified as drug type. 

This criterion has been established based on 
cannabinoid transformation cycle occurring in 
plants. As is known, young plants exhibit high CBD 
concentration, while the D-9-THC content remains 
low. During the maturation period, cannabinoid 
biosynthesis is activated, which results in the increase 
in the D-9-THC content in plants. Prolonged storage 
and drying of cannabis causes the conversion of D-9-
THC to CBN, thereby decreasing its content [7].
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Uses of cannabis

Industrial use of cannabis consists of producing 
fibres suited for spinning, making cordage from hemp 
straw obtained from the stems and obtaining oil from 
seeds. Hemp fibres are typically processed in the 
form of technical fibres in order to obtain ignoble and 
coarse yarn destined for production of bags, ropes 
and cordage. The fibres are also utilized by the paper 
industry. Traditional regions of hemp cultivation in 
Poland include Lublin, Jarosław and Kielce-Cracow 
region [1].

It is interesting to note that in Switzerland and Italy 
herbal cannabis is used as a food additive in such 
food products as oil, flour, tea, lemonade, beer and 
liqueur, while essential oils extracted from cannabis 
by steam distillation are used in the production of 
cosmetics [9–10].

Drug cannabis are used for – euphemistically 
speaking – recreational purposes, i.e., causing 
euphoria, albeit accompanied by toxic effects and the 
threat of becoming drug-dependent. The effects of 
drug cannabis have been controversial as early as in 
antiquity. For some, this plant pointed the way towards 
Hades, while for others towards paradise [5].

Currently, large, illicit cannabis plantations are 
localized predominantly in North and South America, 
the Caribbean, Africa and South-East Asia, in such 
countries as Afghanistan, Columbia, Iraq, Jamaica, 
Lebanon, Mexico, Morocco, Pakistan and Turkey. 
Cannabis plantations can be also found in Europe 
although, due to the adverse climatic conditions, the 
plants are low in cannabinoids content. An exception 
are the special hydroponic cultivations, e.g., in the 
Netherlands, in which the plants are adequately 
selected and ensured special growing conditions. 
Cannabis obtained from such cultivations match or 
exceed the quality of their counterparts from other 
regions of the world [2–3].

Effect on the human body

Cannabis preparations not only have intoxicating 
but also toxic effect. The most frequent symptoms 
of biological toxicity include anxiety attacks, sleep 
disturbance, loss of control over bodily functions. 
A week-long consumption of cannabis can already 
lead to the symptoms of psychical addiction. Such 
symptoms are typically developed by people with 
weak nerves and will. Heavy marihuana and hashish 
smokers admit that at the first contact with those 
drugs, they perceived them as being harmless.

The degree of D-9-THC absorption depends on the 
route of administration. In order to achieve euphoria, 
marihuana cigarettes are smoked, hence the active 
substance is introduced via respiratory tracts. Less 
frequently, cannabis preparations are administered 
orally. Another way of administering D-9-THC is 

the injection, although due to poor water solubility, 
preparation of injection solution is cumbersome. 

During smoking, D-9-THC partially decomposes and 
only appx. 20–70% of the active substance present in 
marihuana reaches the lungs. The D-9-THC content in 
the smoke depends on the manner of smoking, i.e., 
increases with less frequent puffing, e.g., one puff per 
minute, followed by holding the smoke in the lungs 
for 5s, while it decreases (by appx. 20%) when the 
smoker draws puffs at shorter time intervals (larger 
amount of the active substance undergoes thermal 
destruction).

The presence of D-9-THC in an organism induces 
a state of euphoria and hallucinations, increases 
sensitivity to musical stimuli and noise, changes 
spatial and temporal perception of reality, causes 
motor coordination disorders, impairs short-term 
memory, slows down learning processes, causes 
panic or short-term state of anxiety, confusion, or 
psychosis. For occasional smokers, 2–3 mg D-9-THC 
are sufficient to achieve a pleasant feeling of euphoria. 
One hand-made cigarette (roll-up) can intoxicate 2–4 
rookie smokers. Heavily dependent people smoke 5–8 
roll-ups per day [11].

Harmful effects of long-term cannabis consumption 
are significant. The major hazards include increased 
risk of chronic bronchitis and upper respiratory tracts 
carcinomas, risk of becoming addicted, increased risk 
of giving birth to underweight child (when cannabis has 
been used during the pregnancy period), incidences 
of paranoid personality disorders or road accidents.

Social awareness of the hazards related to the 
use of cannabis is much lower than in the case of 
alcohol and tobacco due to insufficient studies as 
well as preventive, and information measures. The 
main argument against legalization of cannabis 
products lies in their highly detrimental, toxic effects 
on respiratory, cardiovascular, reproductive and 
immunological systems, fetus and brain, caused by 
uncontrolled, repeated consumption. These adverse 
effects have a very broad scope – from the molecular 
level that constitutes the basis of human life, to thinking 
and personality, being its most perfect signs.

Attempts are being made to utilize cannabinoids 
(D-9-THC, CBD) for treatment of such medical 
conditions as multiple sclerosis, Parkinson’s disease, 
postoperative conditions, spinal cord injuries, 
AIDS-associated cachexia, carcinoma, glaucoma, 
decreased lower esophageal sphincter pressure, 
peritonitis, intestinal neuropathy [5].

Cannabis in view of the Act on Counteracting 
Drug Addiction 

According to the provisions of the Act on 
Counteracting Drug Addiction of 29 July 2005 
currently in force (Journal of Laws, no. 179, item 1485), 
cultivation of cannabis is prohibited with the exception 
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of hemp, whose cultivation is contingent on obtaining 
proper permissions.

The emergence of genetically modified cannabis 
with low D-9-THC (< 0.20%) and high delta 
9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A, delta-
9-THC-2-carboxylic acid) content on the market, 
necessitated legislative action in order to amend the 
Act on Counteracting Drug Addiction of 29 July 2005. 
The amendment came into force on 1 February 2007 
and it pertained to the definition of hemp, which was 
amended to read as follows: “plants of the species 
Cannabis sativa L., in which the sum of contents of delta 
9-tetrahydrocannabinol and tetrahydrocannabinolic 
acid (delta-9-THC-2-carboxylic acid) in flowering 
or fruiting tops, from which the resin has not been 
removed, is below 0.20% by weight calculated on the 
dry matter”. In the previous version of the Act, the only 
criterion for determining whether or not the herbal 
cannabis sample was classified as drug was that of 
the D-9-THC content [8].

According to the provisions of the amended Act, 
competent administrative or criminal proceedings 
and the ruling on the criminal activity is contingent 
upon subjecting the collected evidence to proper 
physicochemical tests. The ruling takes into 
consideration the classification and distinguishing 
between the domestic Cannabis sativa L., the so 
called fibre type (summarized D-9-THC and D-9-
THCA-A content equal to or below 0.2% by weight 
calculated on the dry matter) and other than fibre type 
cannabis varieties (summarized D-9-THC and D-9-
THCA-A content exceeding 0.2%). According to Polish 
legislation, the following substances are considered 
as drugs: i) herbal cannabis with summarized D-9-
THC and D-9-THCA-A content above 0.2%; ii) resin 
and other cannabis products, regardless of the D-9-
THC and D-9-THCA-A content [12]. Herbal cannabis, 
resin, tinctures, tonics and all other extracts have been 
included in the groups I-N and IV-N of intoxicating 
substances, while the most active ingredient of 
cannabis preparations – delta 9-tetrahydrocannabinol 
(D-9-THC) has been classified to the group II-P of 
psychotropic substances [5]. 

Instrumental methods for assaying D-9-THC and 
D-9-THCA-A content in cannabis samples

The majority of D-9-THC assaying methods 
described in the literature utilize gas chromatography 
for cannabis products analysis for the purposes 
of judicial proceedings. Typically, these methods 
determine the total D-9-THC content, which comprises 
natural D-9-THC and additionally, D-9-THC formed 
as a result of decarboxylation of D-9-THCA-A under 
conditions of high temperature inside the GC injector. 
Delta-9-THC can be analytically distinguished from its 
precursor by using derivatization of analytes, followed 
by gas chromatography [8].

Current instrumental methods of analysis of 
cannabinoids include a wide range of chromatographic 
techniques coupled with mass spectrometry. The most 
frequently used technique is gas chromatography – 
mass spectrometry utilizing a single quadrupole with 
electron ionization source (GC-EI-MS) or chemical 
ionization sources (positive or negative) (GD-PCI/
NCI-MS). A new application also emerged that consists 
in two-dimensional gas chromatography coupled with 
mass spectrometry utilizing a single quadrupole with 
electron ionization source (GC-GC-EI-MS).

It is increasingly common to analyze cannabinoids 
by the gas chromatography technique coupled with 
tandem mass spectrometry performed by various 
mass analyzers, predominantly triple quadrupole 
(QQQ) and three-dimensional quadruple ion trap 
mass spectrometers.

Beside GC-MS, there are increasingly frequent 
reports on the equally successful applications of liquid 
chromatography coupled with mass spectrometry 
(LC-MS) towards analysis of cannabinoids [11].

Factors affecting the analyses

Sampling

The majority of drug analysis methods utilized 
by forensic laboratories are based on low volume 
samples. Therefore, it is essential for the sample to 
be representative of the entire material from which it 
has been collected. Given the high cost of materials 
and reagents, and the time efficiency requirement, it is 
recommended that forensic laboratories apply verified 
and recognized sampling methods, thereby limiting 
the number of required quantitative analyses.

Both in the case of cannabis field and indoor 
cultivations, from each plot that has been visually 
classified as containing one type of plants, the 
sample of 30 fruiting or flowering tops (appx. 20 cm 
in length) is randomly collected, excluding the edges 
of the crop. The collected sample must be stored in 
paper packaging. Prior to laboratory analyses, the 
plant material must be dried. The proper conditions 
for long-term storage are darkened and cool 
storerooms. 

In the case of sampling of large quantities of 
herbal cannabis, regard should be given to the 
present guidelines on representative drug sampling 
developed by the United Nations Office on Drugs and 
Crime – UNODC [13]. According to the guidelines, 
the sampling can be arbitrary or based on statistical 
formulas. Arbitrary sampling methods are proved in 
practice, in spite of the fact that they are not based on 
any statistical calculations. The main disadvantage of 
arbitrary sampling lies in relatively substantial numbers 
of samples required for larger amounts of evidence. 
The United Nations Drug Control Programme – 
UNDCP recommends a square root arbitrary sampling 
method, wherein the sample size (n) taken from the 
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population (N) is calculated, based on the following 
formula:

for N < x	  n = N
x ≤ N ≤ y	  n = z
N > y	  n = N
for x = 10, y = 100, z = 10	
The statistical sampling methods include: 

•• hypergeometric probability distribution method;

•• binominal distribution method;

•• Bayes’ theorem-based method [14].
The hypergeometric probability distribution method 

assumes that for a total population size (N), at a materiality 
threshold of a, the probability of at least k100% of 
objects yielding the same result as randomly collected 
n objects equals (1 – a)100%. In laboratory practice, 
the a and k coefficients most frequently assume values 
of 0.05 and 0.9, respectively [14]. This means that the 
probability of at least 90% of packages containing the 
same substance as randomly selected sample of n size 
collected for the tests equals 95%. If no negative results 
have been obtained, the analysis stops after n trials. 
In case of occurrence of one or two negative results, 
additional sampling from a population is required [15].

The binominal distribution method is simpler than 
the hypergeometric probability distribution method, 
although it can only be applied to certain special 
cases. This method assumes that prior to the analysis 
of a particular object, the previously analyzed object 
returns to the population. Although not a standard 
method of drug sampling, the binominal distribution 
can be used to describe the hypergeometric 
probability distribution when dealing with large amount 
of evidence (at least 50 items) and relatively small 
sample volumes. However, it should be noted that 
the binominal distribution method provides merely an 
estimation and the n value (number of objects tested) 
will be slightly underestimated. Only in the cases of 
large amounts of evidence (sometimes in the order of 
thousands of items) the numbers of objects collected 
for testing calculated by using hypergeometric and 
binominal distribution method will be equal. 

The method based on Bayes’ theorem assumes 
that the number of tested objects is known and 
predetermined. Based on this value, the degrees of 
probability are calculated for unknown amount of 
evidence, which is the variable in this case. The Bayes’ 
method allows to take into account the sampler’s 
knowledge of the evidence. Although the exact item 
number is not known, there are some indications as to 
the type of the evidence. For example, when all plants 
within the newly established cannabis plantation look 
alike, they are probably all cannabis. Conversely, 
a situation is possible, when there is no information 
available whatsoever on the quantity and the type 
of drugs which constitute the evidence. On account 
of such a priori information, various mathematical 
models are used to estimate the number of objects (n) 
taken for analyses.

The use of Bayes’ theorem is recommended in the 
case of evidence containing more than 50 items, small 
in size. The number of objects calculated in this way 
is overestimated, just like with binominal distribution, 
however, in this case it is less of a problem. As it is 
in the case of other statistical methods, the maximum 
permissible number of negative results has to be 
assumed and if the assumptions laid down have not 
been met, the number of analyzed objects needs to be 
modified. In the most common situation, no negative 
results are permitted. The Bayes’ approach relies on 
b type probability distribution. This type of distribution 
requires parameters a and b to be defined a priori.

If no information on the content of the analyzed 
material (e.g., tablets) is available, it is possible to define 
both parameters as 1. If there is information available 
a priori to suggest that either all or none of the tablets 
contain the drug substance, both parameters can be 
defined as 0.5. The adoption of values b = 1 and a = 
3 (or above) means that an a priori presumption was 
made, based on a visual inspection, that all the objects 
most likely contain the drug substance. An example of 
the latter may be a plantation of young cannabis plants. 

Microsoft Excel macro available on the ENFSI 
website (www.enfsi.eu) can be used to calculate the 
number of objects (n) collected for tests for predefined 
parameters, by applying the hypergeometric 
probability distribution method, binominal distribution 
method or Bayes’ theorem-based method [14]. 

In the case of qualitative analysis of the material 
that has the characteristics of cannabis, the Bayes’ 
theorem-based method of sampling is preferred over 
the hypergeometric probability distribution method 
[13]. Nevertheless, there are some problems with 
practical implementation of this method, arising 
from the absence of established strict guidelines on 
the selection of a and b parameters. The key issue 
in this case is the ability of the sampling person to 
separate own professional experience from subjective 
perceptions. For this reason, the methods of 
hypergeometric probability distribution and binominal 
distribution seem easier to explain and comprehend. 
The fact that both methods require more objects to be 
collected/analyzed when dealing with larger amounts 
of evidence is compensated by their resilience to 
potential challenges in the court of law [14]. 

When preparing an averaged sample, i.e., a mixture 
of particular samples, it is important that the content 
of the prepared mixture reflect that of the analyzed 
material as a whole. By definition, the averaged 
sample returns a mean value without any data on 
particular objects. The main problem with this method 
of sampling lies in insufficient homogeneity of the 
material [14].

When cannabis samples are collected, it is important 
to follow the guidelines listed below.

•• if a single package containing loose, free flowing 
herbal cannabis material has been delivered for 
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analysis, the sampling involves the procedure of 
collecting a single laboratory sample from the bulk 
sample;

•• if a compressed slab has been delivered, the 
samples are collected from two different sites of 
the slab and the slab is being broken to verify the 
homogeneity of the inner content;

•• if more packages have been delivered, a visual 
inspection is performed to determine whether all the 
packages contain the same material; if any particular 
package is distinguished by its appearance from 
the others, it is subjected to separate analysis;

•• if whole plants have been delivered, only the tops 
are subjected to D-9-THC quantitative analysis;

•• A bulk sample of the plant tops collected from 
a single plot is treated as a single package of loose, 
free flowing herbal cannabis material – the sampling 
involves the procedure of collecting a single 
laboratory sample from the bulk sample; one of the 
methods of reducing the size of the bulk sample 
must be applied; while collecting the final laboratory 
sample, before its homogenization, the actions 
required are similar as in the case of agglomerated 
material – larger and smaller aggregates of the 
flowering tops or their fragments are selected for 
analyses in the same proportions in which they are 
present in the bulk sample; attention must be paid 
to the process of segregation (self-sorting);

•• the amount of the laboratory sample collected must 
be sufficient to ensure repeatability of the laboratory 
tests and, if needed, to allow for performing the 
referee tests [16].
Among the described sampling methods, no single, 

optimal method can be pointed out, the reason being 
the multitude of factors influencing the outcome of 
the analysis. Such factors include: drug type, amount 
of confiscated material, aim of the tests, level of 
experience of the chemist and the court members, 
and economic factors. In any given case, the sampling 
method of choice should meet the requirements of 
courts and prosecutor’s offices, which in turn should 
take into consideration the cost of analysis and 
operating conditions of the particular laboratory [14].

Stability of cannabinoids in cannabis

Upon harvesting and drying of cannabis, the process 
of degradation of main cannabinoids is stopped. 
Nevertheless, D-9-THC still remains susceptible to the 
action of the oxygen in the air, elevated temperature 
and ultraviolet light (UV) – the factors causing 
oxidation of D-9-THC to CBN. Besides, D-9-THC can 
isomerize to D-8-THC, as has been well documented 
in the works of Mechoulam (1970, 1973) and Razdan 
(1973). In view of the above, it is recommended that 
the harvested cannabis plants be stored in dry and 
darkened storerooms [13, 17–18].

The study carried out at the Institute of Forensic 
Research (IES) in Cracow revealed that after one-year 

storage period in paper packages at room temperature, 
the chemical composition of dried cannabis changed 
significantly. During storage, the plant material 
undergoes the process whereby the contents of D-9-
THC and cannabichromene (CBCh) are reduced, 
while the content of cannabidiol (CBD) increases. The 
ratio of CBD to CBN is also changed. The literature 
confirms the phenomenon of reduction of the D-9-
THC content in cannabis and hashish samples during 
storage. Various authors have observed an increase 
in CBN content and relative stability of CBD content 
as well as an increase in CBN content and relatively 
stable CBD/D-9-THC ratio throughout the one-year 
period, followed by slow reduction of CBD content, 
whereby the complete degradation of D-9-THC has 
taken place within one year after commencement of 
the storage. The dynamics of changes in the content 
of cannabinoids can be exploited for the purposes of 
estimating the freshness of the plant material [16].

Plant age

Article 4 (5) of the Act on Counteracting Drug 
Addiction of 29 July 2005 (Journal of Laws, no. 179, 
item 1485) defines fibre type cannabis as: “plants of 
the species Cannabis sativa L. (commonly known 
as the hemp) in which the sum of contents of delta 
9-tetrahydrocannabinol and tetrahydrocannabinolic 
acid (delta-9-THC-2-carboxylic acid) in flowering 
or fruiting tops, from which the resin has not been 
removed, is below 0.20% by weight calculated on 
the dry matter”. Article 4 (37) of the same Act defines 
herbal cannabis as “flowering or fruiting tops from 
which the resin has not been removed or, in plants 
that have not attained the flowering stage – leaves and 
stems”. On the list of drugs annexed to the current Act 
(Annex I), HERBAL CANNABIS other than hemp as 
well as tinctures, tonics and any other extracts from 
cannabis other than hemp, have been classified to the 
groups I-N and IV-N of intoxicating substances. 

An analysis of the provisions of the Act reveals 
their inconsistency with respect to the definition of 
hemp and herbal cannabis. As the definition of herbal 
cannabis refers to the plants prior to the flowering 
stage, it seems logical that the same context (stage) 
should be applied to the definition of hemp. 

The above inconsistencies can lead to problems 
when young or very young cannabis plants are subject 
to analysis. While analyzing the plants at the vegetative 
stage, by abiding strictly by the provisions of the Act, 
one can determine whether the provided material is 
herbal cannabis. although, without the possibility of 
classifying it in the particular group (fibre or non-fibre 
type), as the definition of hemp does not take account 
of such material.

Such conclusions have been already drawn in 
the past in the works of Ankus and Sokołowska-
Jabłońska, according to whom, the variety of pre-
mature cannabis plants with low D-9-THC content 
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cannot be identified with certainty. Therefore, the 
results of tests on premature plants must be rejected 
due to noncompliance of the evidence with statutory 
definition [19].

In the case of young cannabis plants, the problems 
associated with issuing legal opinions are not only 
caused by the provisions of legislation of Poland. 
A similar situation is encountered in other countries. In 
accordance with an official protocol of the European 
Union on determination of the total content of D-9-
THC and D-9-THCA-A (converted to D-9-THC) in 
different cannabis varieties using gas chromatography 
technique, the plants at the flowering stage should be 
sampled for analyses [20, 21]. 

In the case, when young plants are delivered 
for analyses, it would be advisable to continue 
their cultivation until maturation, as otherwise the 
determined D-9-THC and D-9-THCA-A content may not 
be indicative enough to allow for their classification 
as fibre or non-fibre type. However, such procedure 
would be very time-consuming and costly. On the 
other side, earlier research showed that the cannabis 
chemotype remains constant and independent of the 
growth phase and the plant sex, despite changes in the 
contents of particular cannabinoids. As early as within 
the first month of age, D-9-THC begins to dominate 
in the drug type, while CBD becomes prevalent in 
the fibre type. Owing to this, it is possible to identify 
cannabis chemotype already during this period of 
growth. 

An interesting method of cannabis discrimination 
has been proposed by Broséus et al. This method 
is based on determination of the content of the 
compounds in young leaves by gas chromatography-
mass detection technique, followed by processing 
of analytical data by using Support Vector Machines 
(SVM). The authors subjected to analyses 11 fibre type 
varieties approved for cultivation by the Swiss Federal 
Office for Agriculture and 13 drug type varieties of 
cannabis. The seedlings have been grown for 28 
days and then the leaves were harvested, dried at 
room temperature and homogenized. For each of the 
varieties tested, three samples (100  mg each) were 
extracted with 5 ml of hexane with admixed squalane 
as the internal standard (35 mg of squalane per 100 ml 
of hexane). Subsequently, the extracts were sonicated 
in an ultrasonic bath for 15 min and next, shaken on 
a rotator for 1h, followed by filtration. The analyses 
were performed by a Agilent 7890A chromatograph 
with a Agilent 5975C mass spectrometer equipped 
with a HP-5  ms column (length: 30 m, diameter: 
0.25  mm in diameter, film thickness: 0.25 mm). The 
initial temperature of 100°C has been increased to 
260°C at a speed of 10°C/min and then maintained 
for 10  min. The following parameters were applied: 
injection volume: 2 ml; split: 1 : 20, injector temperature: 
280°C; transfer line temperature: 250°C; ion source 
temperature: 230°C; quadrupole temperature: 150°C. 

Chromatograms were registered in full scan mode 
(m/z 30–450).

The authors selected 15 chemical compounds 
commonly found in cannabis seedlings for initial analysis, 
out of which eight compounds were shortlisted, e.g., 
guaiacol, g-eudesmol, bulnesol, a-bisabolol, THV, CBD, 
THC and CBN that showed the highest discrimination 
power and thus capability of distinguishing hemp from 
drug type cannabis. With regard to the total number of 
plants tested, the rate of false positive indications was 
below 2%. Furthermore, it has been observed that by 
using the method of discrimination between drug and 
fibre type based on quantitative relationship expressed 
by the formula [THC] + [CBN])/[CBD] recommended 
by the United Nations Office on Drugs and Crime, 0.6% 
of fibre type plants and 7.5% of drug type plants were 
classified incorrectly [20]. The relative ratios between 
D-9-THC, CBN and CBD were also assessed in the 
study involving mature cannabis plants undertaken in 
Greece. The false identification ratio observed therein 
approached 20%, depending on the computation 
method applied [22].

Extraction

The methods of determination of D-9-THC, D-9-
THCA-A as well as other cannabinoids require the 
use of highly efficient, selective and reproducible 
extraction technique. A proper sample preparation 
is extremely important as it may positively influence 
the sensitivity and help to reduce interferences 
caused by the sample matrix. Several extraction 
systems have been reported in the literature, involving 
single solvents, e.g., methanol, ethanol, benzene, 
light petroleum [6], cyclohexane [23], n-hexane [6, 
22, 24], acetone, toluene [4], chloroform [25–26], 
methylene chloride [26], ethyl acetate [27], or the 
mixtures thereof, e.g., methanol : chloroform (9 : 1) 
[6, 13, 17, 26, 28], n-hexane : ethyl acetate (9 : 1) 
[6], methanol:dichloromethane (9 : 1) [9], mixture: 
hexane : isopropanol (9 : 1) [10] and other. 

It is worth to note that by using non-polar solvents 
such as n-hexane or light petroleum, only neutral forms 
of cannabinoids can be extracted in a quantitative 
manner, while other solvents and their mixtures enable 
quantitative extraction of the acid forms [13].

Herbal cannabis samples destined for extraction 
which contain only flowers and leaves, should be 
powdered. It is advisable to carry out this process 
in a specially designed mill operating at high speed, 
e.g., 100 rps, followed by passing the sample through 
a sieve with apertures of 1  mm. Sieving increases 
sample homogeneity – it may be omitted if the 
laboratory can prove that the homogeneity of samples 
prepared by using a different method falls within the 
allowable margin of tolerance [13].

Alternative methods of sample preparation include 
shaking, shaking combined with the use of an 
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ultrasonic bath and extraction in a Soxhlet extraction 
apparatus [23]. 

Quantitative analyses are frequently conducted 
in the presence of an internal standard. To this end, 
the following compounds are used: 5a-cholestan [6], 
docosane [6, 27], tetracosane [6, 22], octacosane 
[25], nonadecane [29], mCPP [8], D-8-THC [10], 
prazepam [17].

Extraction efficiency has a substantial impact on the 
accuracy of determinations. This factor is particularly 
important in the case of herbal cannabis samples with 
D-9-THC and THCA-A total content approaching the 
statutory limit. The study on the effect of extraction 
efficiency on the results of the determination of D-9-THC 
content was carried out by Ankus and Sokołowska-
Jabłońska [4]. The determinations were performed 
by liquid chromatography, using an apparatus from 
Waters equipped with a UV detector type 486, a pump 
type 515 HPLC, an autosampler type 717 plus and 
a workstation with Millenium software. The samples 
were subject to isocratic elution on a MN Nucleosil 
100–5 column (5  mm, 4,6 x 250 mm), with a mobile 
phase consisting of acetonitrile : water : concentrated 
H3PO4 (70 : 30 : 0,01), and with the following separation 
parameters: column temperature: 300C; eluent flow 
rate: 1,5 ml/min; detection wavelength:: 230nm; 
injection volume: 10 ml. The samples were prepared as 
follows: a test portion of 100 mg of plant material was 
extracted with 6  ml of methanol : chloroform mixture 
(9 : 1) and then shaken for 30 min on a shaker or for 
15 min in an ultrasonic bath. It has been concluded 
that both methods were fully interchangeable. In 
order to evaluate the extraction efficiency under 
predefined conditions, once a sample had been taken 
for determination from extraction I, the remaining 
volume of extract was dumped and subsequently, 
the same volume of extraction mixture was added, 
and the extraction process was repeated. In this 
way, three subsequent extracts of the same sample 
were prepared. Following the analysis, it has been 
concluded that for the extraction system used, a single 
round of extraction was insufficient to determine the 
total D-9-THC content in herbal cannabis sample. After 
the first extraction, the material still contained 8–12% 
of its original D-9-THC content. Such amount can be 
significant when herbal cannabis with low, approaching 
the statutory limit D-9-THC content are subject to the 
tests. Disregarding the D-9-THC fraction that remains 
in the plant material after the first extraction can lead 
to an underestimation of the actual D-9-THC content 
below the statutory limit [4]. It is very likely that the 
case with D-9-THCA-A extraction is similar.

Ankus and Sokołowska-Jabłońska investigated the 
effect of extract storage on the stability of D-9-THC 
concentrations. To this end, the sample was taken 
from the fresh extract and immediately assayed for D-9-
THC content, while the remaining extract was stored 
for 12 days in a sealed container and in a dark place 

at room temperature. After this period, the extract 
was retested for D-9-THC content. Subsequently, the 
above procedure was repeated daily until the 16th 
day following the date of extract preparation. Based 
on the obtained results, it has been concluded that 
the D-9-THC content in the extract increases, whereas 
the cannabinolic acids content decreases, over time. It 
can be inferred that a certain amount of acids convert 
into D-9-THC. The process of conversion is not linear 
but of a permanent nature [4]. 

Sample humidity

According to the provisions of the Act on 
Counteracting Drug Addiction of 29 July 2005 (Journal 
of Laws, no. 179, item 1485), quantitative determination 
of the total content of D-9-tetrahydrocannabinol 
(D-9-THC) and D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-
THCA-A) in herbal cannabis should refer to the dry 
matter. In view of the possibility of receiving fresh and 
damp plant material for testing, consideration should 
be given to the first stage of sample preparation, i.e., 
the method and duration of drying. It is important to 
answer the question: “whether and in which cases the 
quantitative analysis of routinely prepared, air-dried 
cannabis test portions should take into account the 
correction for the water content” [30].

The term: “dry matter of the plant material” has 
not been clarified in the Act. Given the economic 
importance of hemp as fiber-producing, oil-producing 
and farming plant, the definition of the above term 
can be derived from the relevant standards. The 
following Polish standards concerning chemical-
agricultural analyses of the plant material samples 
collected form field and experimental cultivations lay 
down the methods for sampling and determination 
of the dry matter content: PN-88/R04012 „Chemical-
agricultural analysis of plants – sampling”; PN-88/
R04013 „Chemical-agricultural analysis of plants – 
determination of air-dried and dry matter content”. 
The standard PN-88/R04013 defines the “dry matter” 
as “air-dried plant material, fragmented as to pass 
through a sieve with apertures of 1  mm square, 
properly mixed and dried in an electric dryer at 105 ± 
2°C, for at least 3hrs, until a constant mass is reached”. 
The botany textbooks generally state that: “ plant dry 
matter is obtained by depleting the tissues of any water 
that can be evaporated at 105°C”. In other words, 
the dry matter represents the difference between 
the weighed sample portion and the mass of water 
contained within this sample portion. The air-dried 
sample is defined by the PN-88/R04012 standard as: 
“plant material sample, air-dried naturally or artificially 
at a temperature not exceeding 80°C”. Such a sample 
still contains a certain amount of water [30]. 

Plant material of various moisture contents, in some 
cases even including fresh plants, can be submitted 
for testing. In practice, the analysis is performed on 
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air-dried plants that have been dried to a dry matter 
at room conditions. Such plant material is fragmented 
and subjected to particular procedural stages of high 
performance liquid chromatography (HPLC) or gas 
chromatography (GC) [30].

Plant material submitted under practical conditions 
and then air-dried for 2–3 days at adequate air-
circulation and at room temperature, still contains 
a certain amount of water, which can have an impact 
on the final result. It should be noted that the total 
content of delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) 
and D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) 
in drug type cannabis substantially exceeds the 
statutory threshold and oscillates between a few and 
several percent. However, the cannabinoids content 
in plants from domestic cultivations, which are 
typically of poorer quality and with lower content than 
those growing in more favorable climatic zones, can 
approach the statutory threshold defined by the Act 
on Counteracting Drug Addiction. Therefore, in case 
of quantitative analyses, it is important to pay attention 
to correct determination of the dry matter content in 
seized cannabis.

Failure to take into account a certain amount 
of water contained in air-dried samples may, in 
extreme cases, lead to an understatement of 
delta-9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) and D-9- 
tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) contents, 
which then fall below the statutory threshold of 0.20% 
by weight. For a given 5% moisture content of the 
plant material, by not applying a correction, one 
can underestimate the result (oscillating around the 
statutory threshold) by appx. 0.01%. Consequently, for 
samples containing 0.21% cannabinoids by weight of 
dry matter and with the moisture content above 5%, not 
applying the correction will result in a calculated content 
below the 0.20% threshold. Hence, such non-fibre type 
cannabis may be incorrectly classified as hemp.

Water content in fresh cannabis plants dried for 
a few days at room temperature or at 70°C until the 
leaves attain brittleness, averages 8–13% by weight 
[13]. After a day-long drying at 35°C, the dry matter 
content in the sample reaches appx. 95% [30].

Based on a simple relationship between the total 
content of D-9-THC and 9-THCA-A (z) determined 
for a sample of a moisture content (w), and the total 
content of D-9-THC and 9-THCA-A referred to the dry 
matter (x)

z
w

x=
−( )100

100

it is possible to construct a diagram illustrating the 
effect of a moisture content on the total contents of 
D-9-THC and 9-THCA-A in samples with the actual D-9-
THC / 9-THCA-A contents of 0.20; 0.21; 0.22; 0.23; 
0.24; and 0.25%, respectively [30].

Figure 3 presents effect of the moisture content 
on the total contents of D-9-THC and 9-THCA-A in 

samples with the actual D-9-THC / 9-THCA-A contents 
of 0.20; 0.21; 0.22; 0.23; 0.24; and 0.25%, respectively 
[30] (see Polish version).

Based on the diagram, for a given test sample 
dried for a day at 35°C, with a dry matter content of 
95%, if the obtained result ranges below 0.19%, the 
actual total content of D-9-THC and D-9-THCA-A does 
not exceed the statutory threshold and therefore, the 
seized plant material is that of hemp, pursuant to the 
Act on Counteracting Drug Addiction. For the results 
at or above 0.20%, the actual total content of D-9-THC 
and D-9-THCA-A is undoubtedly above the statutory 
threshold, which eliminates hemp [30].

For the plant material submitted tfor testing that had 
been dried for at least a few days at room temperature 
without any auxiliary equipment and assuming a safety 
margin that sets out the maximum water content in the 
analyzed samples at 15%, the corresponding threshold 
below which the sample is classified as hemp equals 
0.17%. In this case, the safe value above which the 
submitted material is classified as “other than hemp” 
equals 0.24%.

Derivatization

When cannabis extract is introduced into GC 
injector, decarboxylation occurs in the injection port 
and in consequence, only the decarboxylated., i.e., 
neutral forms of cannabinoids can be analyzed by 
gas chromatography technique. In order to analyze 
acid forms of cannabinoids such as D-9-THCA-A it is 
necessary to perform derivatization. However, due to 
the fact that most frequently, the neutral forms are the 
targets for analysis, a significant number of literature 
reports concern chromatography methods without 
derivatization. It should also be noted that achieving 
the derivatization degree required for quantitative 
analysis is extremely difficult [6].

The most common derivatization procedures 
are based on trimethylsiliation which occurs upon 
applying various reagents introducing trimethylsilyl 
group such as trimethylsilanes, trimethylsilyl 
amines, TMS esters and TMS amides, the latter 
including: N,O-bis(trimethylsilyl) acetamide (BSA); 
N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoro acetamide (BSTFA); 
N-methyl-N-(trimethylosilyl) trifluoro acetamide 
(MSTFA) and N-methyl-N (tert-butyldimethylsilyl) 
trifluoro acetamide (MTBSTFA). Other used 
compounds include: trimethylchlorosilane (TMCS), 
trimethylsilylimidazole (TMSI), trimethyliodosilane 
(TMIS) or potassium acetate. The most frequently used 
derivatizing reagents are the mixtures of BSTFA with 
1% TMCS or BSA in acetonitrile environment. Other 
methods include alkylation with such reagents as 
tetrabutylammonium hydroxide [4, 6]. Derivatization 
of highly polar compounds decreases their polarity, 
increases volatility and thermal stability. The selection 
of a proper siliating reagent should be based on 
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its efficiency in inducing derivatization reaction, 
by-products formed and the costs of chemicals [24].

Stability of standard solutions

While performing quantitative analysis of herbal 
cannabis samples, one should take into account the 
stability of standard solutions used for preparation of 
the calibration curves. The stability of D-9-THC and 
D-9-THCA-A standard solutions has been studied by 
Zoller et al. [9]. The study found that the basic D-9-
THC standard solution in methanol is stable for one 
year when stored at 20°C. A diluted methanolic D-9-
THC solution used for calibration retains stability 
for at least one month when stored at +5°C or for 
at least 5 days when stored at room temperature in 
the dark (e.g., inside the autosampler unit). Delta-
9-tetrahydrocannabinol (D-9-THC) is unstable in 
highly acidic environment. In methanolic solution of 
D-9-THC at a concentration of 4.6 mg/ml, mixed 1:1 
with 1.4M aqueous solution of hydrochloric acid, 
maintained at room temperature (23°C), 25% of D-9-
THC decomposed within 5 hrs. Delta-9-THC is much 
more stable in alkaline solutions. After 22hrs, no D-9-
THC decomposition has been observed in methanolic 
solution of 3,1 mg/ml D-9-THC and 0.62M potassium 
hydroxide, maintained at 45°C. In methanolic solution 
of D-9-THC at a concentration of 2.6 mg/ml, mixed 1:1 
with 1.24M aqueous solution of sodium hydroxide, 
maintained at 45°C, 9% of D-9-THC decomposed 
within 21 hrs.

A standard solution of delta-9-tetrahydrocannabinol 
(D-9-THC) has lower stability as compared to the 
standard solution of delta 9-tetrahydrocannabinolic 
acid (D-9-THCA-A). Methanolic D-9-THCA-A solution 
retains stability for at least 3 months when stored at 
–20°C. The shelf-life of a diluted D-9-THCA-A solution 
stored at +5°C is two weeks, while the same solution 
stored at room temperature remains stable for appx. 4 
days. Decomposition of 5% of D-9-THCA-A proceeds 
within 12 days. In methanolic solution of D-9-
THCA-A at a concentration of 1,0 mg/ml, mixed 1:1 
with 1.4M aqueous solution of hydrochloric acid, 
maintained at room temperature (23°C), 36% of 
D-9-THCA-A decomposed within 4 hrs. In alkaline 
environment, THCA-A (0,6 mg/ml) was more stable than 
in acidic but less stable than in neutral environment. 
After 24hrs, decomposition of 34% of D-9-THCA-A was 
observed in 0.62M methanolic solution of potassium 
hydroxide, maintained at 45°C. In methanolic solution 
of D-9-THCA-A mixed 1:1 with 1.24M aqueous 
potassium hydroxide solution and maintained at 45°C, 
decomposition of 34% of D-9-THCA-A was observed 
after 17hrs [9].

With regard to the chemical forms of the reference 
materials, an optimal standard solution should be 
an easily accessible, inexpensive and highly stable 
crystalline substance. Unfortunately, in most of the 

cases, D-9-THC and D-9-THCA-A standards are 
accessible as methanolic or ethanolic solutions [25]. 
However, D-9-THCA-A standard is more stable in 
ethanolic solution than in crystalline form [31].

In German laboratories carrying out determinations 
of D-9-THC content in herbal cannabis samples, for 
many years cannabinol (CBN) has been used for 
calibration in place of D-9-THC. CBN is accessible in 
the form of a crystalline substance of high stability 
and purity that is easily verifiable by using e.g., 
melting temperature tests. In a series of proficiency 
tests organized in 1997 and participated by over 30 
European forensic laboratories, the poorest results 
have been obtained for determination of the D-9-
THC content. The standard deviation of D-9-THC 
determination results was 29%, while in the case 
of cocaine and amphetamine determinations, it 
amounted to 5 and 8%, respectively. The high error 
rate observed during the tests can be associated, 
to a certain degree, with issues related to potential 
decomposition of D-9-THC. CBN and/or CBD can be 
applied as standard solutions for determination of the 
D-9-THC content in analyses involving the use of gas 
chromatograph fitted with a flame ionization detector 
(GC-FID). It is worth emphasizing that the above 
combination is recommended by the United Nations 
Office on Drugs and Crime – UNODC [13, 25].

Decarboxylation of delta 
9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A)

Determination of acid forms of cannabinoids, 
including D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-
THCA-A), requires a special attention due to the 
process of decarboxylation to the corresponding 
neutral forms, that occurs at elevated temperatures. 
Moreover, it needs to be considered that the heating 
of samples at high temperatures, e.g., 200°C for 30 
min, results in a loss of neutral forms of cannabinoids 
through evaporation, even in samples that had 
been tightly sealed under a nitrogen atmosphere. In 
a 1990 study, Veress et al. investigated the process of 
decarboxylation of cannabinoid acids occurring in an 
open laboratory glassware in the presence of various 
chemical solvents, including n-hexane, ethylene 
glycol, diethylene glycol, n-octanol, dioctyl phthalate 
and dimethylsulphoxide. The study addressed the 
influence of temperature and heating time applied to 
the sample as well as the type of surface of laboratory 
glassware on the efficiency of the decarboxylation 
process. Included in the study were such types of 
surfaces as the glass and various types of sorbents. The 
conducted research led to the following conclusion: 
optimal conditions for decarboxylation of cannabinoid 
acids, whether at the presence or absence of organic 
solvents, always include a proper temperature for 
evaporation of neutral forms of cannabinoids. As 
a consequence, it is impossible to convert cannabinoid 
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acids into corresponding quantities of neutral 
cannabinoids by simply heating the sample in an open 
chromatographic reactor. Furthermore, it has been 
found that the best conditions for decarboxylation are 
provided by heating the sample at 200°C for 2 min in 
a closed reactor, [6]. 

Quality control tests for determination of the total 
content of D-9-THC and D-9-THCA-A organized by 
the European Network of Forensic Science Institutes 
(ENFSI) and the Swiss Society of Forensic Medicine 
(SGRM/SSML) revealed that a significant workload 
is required in order to ensure achieving satisfactory 
results by different forensic laboratories performing 
cannabis-related assays. A number of problems related 
to such tests consisted in the lack of proper D-9-
THCA-A standard, now available on the market for only 
a few years. This compelled the forensic laboratories 
using the high performance liquid chromatography 
(HPLC) method to perform a conversion of D-9-
THCA-A to D-9-THC by pre-heating the samples under 
controlled conditions, prior to conducting analyses [27].

A more detailed study of the process of conversion 
of D-9-THCA-A to D-9-THC became possible only 
after a method of obtaining milligram amounts 
of D-9-THCA-A from herbal cannabis has been 
elaborated by Dussy et al. The purity of the obtained 
D-9-THCA-A determined by H1-NMR method was 
around 96%. The main contaminant was cannabinolic 
acid (CBNA) – an oxidized form of D-9-THCA-A. The 
above study, in addition to addressing the process 
of decarboxylation of D-9-THCA-A to D-9-THC under 
different analytical conditions, also focused on 
decarboxylation that occurs during the simulated 
process of cannabis smoking. Having sufficient 
amounts of D-9-THCA-A, allowed the determination of 
parameters influencing decarboxylation process inside 
GC inlet liner and their comparison with the parameters 
of decarboxylation occurring in a glass container. In both 
cases, the degree of decarboxylation was determined 
by applying High Purity Liquid Chromatography – Diode 
Array Detector (HPLC-DAD) and Gas Chromatography 
– Flame Ionization Detector (GC-FID) techniques. 
After optimization of analytical procedures, the D-9-
THC and D-9-THCA-A contents were determined in 
a dry and fresh material, consisting of cannabis plants 
and inflorescences as well as hashish. The combined 
leaves and flowers were homogenized and subjected 
to analyses, while the thick stems were disposed of. 
In addition, the tests covered cigarettes with admixed 
D-9-THC and D-9-THCA. The aim of these tests was to 
determine the D-9-THC content that remained after the 
smoking process [27].

Gas chromatography analyses were carried out with 
the use of a Carlo Erba GC8000Top chromatograph 
fitted with a flame ionization detector (FID) with a CTC 
Combi PAL autosampler. The study involved the use of 
a DB-5MS capillary column from J&W Scientific (length: 
5  m, diameter: 0.25 mm, film thickness: 0.25  mm). 

The flow rates of helium, hydrogen and air were 
0.6  ml/min, 40 ml/min and 300 ml/min, respectively. 
Additionally, nitrogen was applied as a “make up” gas 
at a flow rate of 30 ml/min. Split ratio was 50 : 1. The 
following temperature program was adopted: initial 
temperature: 120°C (2 min), temperature ramp 20°C/
min, final temperature: 300°C (3 min) [27]. 

HPLC analysis was performed by a Thermo Finnigan 
chromatograph equipped with a P4000 pump which 
allows mixing of four mobile phase components, 
a UV6000LP photodiode array detector and a AS3000 
autosampler. An Allure C-18 column from Restek 
(length: 150 mm long, diameter: 3.2 mm, particle size: 
5 mm) was also used. The detection wavelength was l 
= 228 nm. Linear gradient solution was applied with 
the following solvents: (A) 0.05 mM acetic acid buffer 
solution (pH 4.75), (B) acetonitrile, (C) methanol. Initial 
composition of the mobile phase: (A) 13%, (B) 22% 
(C) 65% was maintained for 2 min after which period 
the proportion of solvent (B) was increased to 35%, 
while solvent (A) was correspondingly reduced [27].

In order to assess the efficiency of the 
decarboxylation process, a solution containing 
500 mg D-9-THCA-A was transferred into the container, 
evaporated under a gentle stream of nitrogen gas 
and then the container was sealed, placed in the 
chromatography oven and heated at a constant 
temperature for 15  min. The reaction products were 
dissolved in 500 ml of methanol and analyzed by HPLC. 
A comprehensive diagram included in a work by Dussy 
et al. [27], showing chromatograms of decarboxylation 
products obtained at 120°C, 140°C, 160°C and 180°C, 
revealed the presence of two additional peaks derived 
from cannabinol and dihydrocannabinol, beginning 
at 140°C and upwards. The presence of such peaks 
clearly suggests that the process of decarboxylation 
does not proceed in a quantitative manner.

After conducting initial tests involving the container 
heated inside the chromatography oven, Dussy et 
al. analyzed cannabis samples. Sample preparation 
involved extraction of a test portion of 50 to 100 mg 
of cannabis product (dried fresh plants, flowering 
tops or hashish) with 2 ml of ethyl acetate containing 
1  mg/ml docosane (C22H46) as an internal standard. 
Subsequently, the extracts were sonicated in an 
ultrasonic bath for 15 min. Next, 10 ml of extract was 
diluted with 390  ml of ethyl acetate and analyzed by 
GC. In the case of HPLC analysis, 10 ml of extract was 
spiked with 990 ml of methanol and analyzed using the 
external calibration method.

The next stage of analysis included optimizing the 
D-9-THC and D-9-THCA-A (converted to D-9-THC) total 
content assays, with regard to the type of inlet liner 
used and inlet temperature. Three liner types have 
been tested:

•• straight liner;

•• straight liner with silanized glass wool;

•• cup-splitter liner.
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With regard to repeatability and the degree of 
conversion, the best results were obtained for the 
straight liner with silanized glass wool. The straight 
liner was characterized by the lack of repeatability, 
while the cup-splitter liner supported slightly lower 
degree of conversion. The amount of glass wool 
had a negligible effect on the degree of conversion. 
However, it was important that the glass wool be 
tightly packed, and not loosely inserted. The maximum 
degree of conversion amounting to 67% was achieved 
at the temperature of 220°C, at which further D-9-THC 
oxidization produced no detectable cannabinol. This 
conversion value corresponds to the result obtained 
by Lehman and Brenneisen.

Subsequently, the study by Dussy et al. [27] 
addressed the influence by the temperature of D-9-
THCA-A conversion (performed immediately before 
HPLC analysis) on the results. However, the authors 
did not supply information about the method of 
heating applied, particularly the type of containers 
used (open vs. closed). An analysis of the obtained 
results revealed that the conversion curve reaches its 
maximum corresponding to a 70% conversion degree 
at a temperature of 150°C. At higher temperatures, 
D-9-THC is oxidized to cannabinol. Interestingly, 
the sum of D-9-THC, D-9-THCA-A and cannabinol 
contents does not add up to 100%, which suggests 
the possibility of formation of polymers. In the event 
of a change of the exposure time, it is imperative to 
repeat the tests in order to determine the maximum 
value of conversion for the new exposure time. The 
obtained maximum degree of conversion corresponds 
to the gas chromatography technique, optimal type of 
liner and optimal injector temperature. 

The optimized analytical procedures were applied 
by Dussy et al. towards analysis of plants from indoor 
cultivations, inflorescences and hashish. After extraction 
with ethyl acetate, the samples were analyzed by GC 
and HPLC methods, without prior decarboxylation. In 
line with the expectations, for all samples tested the 
sum of D-9-THC and D-9-THCA-A contents determined 
by HPLC was greater than the total content of D-9-THC 
and D-9-THCA-A (converted to D-9-THC) measured by 
GC. The D-9-THC content expected for GC technique, 
based on the assumption of complete decarboxylation, 
was estimated on the basis of HPLC results with 
predefined 70% conversion degree, which value was 
obtained from analyses carried out under optimized 
conditions, with D-9-THCA-A used as a standard. The 
correlation between estimated and measured D-9-
THC levels was very strong for the plants, weaker for 
the inflorescences and unsatisfactory for hashish. It 
seems that in the case of higher D-9-THCA-A contents, 
decarboxylation is preferred over other reactions 
and therefore, the measured D-9-THC levels surpass 
the estimated ones. Under applied conditions, 
the maximum degree of D-9-THCA-A to D-9-THC 
conversion reached 70%. The laboratories using 

HPLC technique for determination of the total D-9-
THC content considered as a sum of D-9-THCA-A and 
D-9-THC levels determined separately, usually report 
higher values than those applying decarboxylation, 
followed by GC determination. It is recommended that 
the laboratories performing determinations of D-9-THC 
and D-9-THCA-A total contents define the degree of 
conversion achieved under their respective testing 
conditions. When the D-9-THC content is determined 
after decarboxylation, such value represents the 
minimum, rather than accurate amount of this 
compound [27].

Following the study by Dussy et al., further 
assessments have been made by Stanaszek and 
Zuba [8], who developed and validated a method 
of determination of the total content of D-9-THC and 
D-9-THCA-A in herbal cannabis samples by using 
High Purity Liquid Chromatography (HPLC) and 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
techniques, and compared the results yielded by both 
techniques.

A method of sample preparation adopted by 
Stanaszek and Zuba consisted of collecting 0.5g 
of dried herbal cannabis and extracting the sample 
with 5 ml of methanol for 16hrs. For HPLC analysis, 
a RP-18e Chromolith column (length: 100 mm, particle 
size: 5  mm) was thermostat-heated to 40°C. The 
analysis was conducted using the isocratic elution 
method. The mobile phase consisted of a mixture of 
water spiked with 100 ml of phosphoric acid per liter 
(pH=3) and acetonitrile (70 : 30). The obtained extract 
was diluted 20 times and subjected to HPLC analysis 
with the use of a HPLC Elite LaChrom L-2000 System 
(VWR Merck-Hitachi), featuring a diode array detector. 
The mobile phase flow rate was 1  ml/min. The 
injection volume was 20 ml. Quantitative analysis was 
performed at l = 210nm for D-9-THC and l = 220nm 
for D-9-THCA-A. Calibration curves for D-9-THC and 
D-9-THCA-A were drawn up within the range of 0.05% 
(2.5 mg/ml) to 2.0% (100 mg/ml). For GC-MS analysis, 
the extract was spiked with 10  ml of mCPP internal 
standard (1000  mg/ml) and diluted 20 times with 
methanol. The analyses were performed with the use 
of a HP6890 GC System coupled with a mass detector 
(Agilent 5973 Network Quadrupole MSD), with a split/
splitless injector maintained at 250°C. The separation 
was carried out on a HP-5MS column (length: 30 m, 
diameter: 0.25  mm, film thickness: 0.25  mm). The 
volumes of 1 ml were injected in the splitless mode. The 
carrier gas was helium, at a flow rate of 1 ml/min. The 
following temperature program was adopted: initial 
temperature: 75°C (1 min), temperature ramp 25°C/
min, final temperature: 275°C (9 min). The detector 
operated in the range of 40 to 600 m/z. For quantitative 
analysis, the signal intensities at m/z = 299 (D-9-THC) 
and m/z = 154 (internal standard – mCPP) were used. 
The calibration curve was drawn up within the range 
of 0.1% to 0.8%.
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In order to compare the High Purity Liquid 
Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS) techniques and evaluate 
their usefulness in determination of main psychoactive 
cannabis components, Zuba and Stanaszek analyzed 
64 real marihuana samples using previously developed 
and validated analytical procedures. The results of D-9-
THC and D-9-THCA determinations obtained by HPLC 
technique were juxtaposed with those obtained by 
GC-MS in order to investigate the correlation between 
those variables. Delta-9-THC contents determined by 
GC-MS technique ranged between 1.6% and 19.6% 
(average 7.4%) in the dry matter of herbal cannabis. 
Delta-9-THC contents determined by HPLC technique 
ranged between 0.1% and 9.6% (average 1.0%) in the 
dry matter of herbal cannabis. Delta-9-THCA-A contents 
determined by HPLC technique ranged between 0.7% 
and 13.7% (average 7.4%) in the dry matter of herbal 
cannabis. The total D-9-THC content (the sum of D-9-
THC and D-9-THCA-A) determined by HPLC technique 
ranged between 0.8% and 23.0% (average 8.4%) in 
the dry matter of herbal cannabis. 

A comparison of both techniques in terms of the 
results obtained for the D-9-THC content determination 
in real samples, revealed a good correlation (r = 0.93), 
which suggests their suitability for determination of 
the total content of this compound in herbal cannabis 
and other cannabis products, e.g., hashish. Equation 
of a straight line passing through the point (0,0) – y 
= 0,8581x indicates that the contents determined 
by GC-MS technique amounted on average to appx. 
86% of those obtained by using HPLC. Hence, the 
conclusions concerning decarboxylation process 
formulated previously by Dussy et al. were further 
confirmed by Zuba and Stanaszek. Underestimation 
of the D-9-THC content observed for GC-MS 
technique may be a result of incomplete thermal 
decarboxylation of D-9-THCA-A to D-9-THC. It follows 
that the only means of accurately determining the total 
D-9-THC content is to separately measure the D-9-
THCA-A and D-9-THC contents, and then sum them 
up. A post-decarboxylation D-9-THC level determined 
by gas chromatography technique reflects merely 
the minimum and not the total content thereof. 
Determination of the total D-9-THC content in herbal 
cannabis or cannabis products provides an accurate 
measure of their psychoactive properties.

The findings by Dussy et al. were reflected in the 
instruction of the United Nations Office on Drugs and 
Crime on the methods of analysis of cannabis and 
cannabis products [13]. The instruction recommends 
that determination of the total content of D-9-THC and 
D-9-THCA-A (converted to D-9-THC) should be preceded 
by decarboxylation achieved by means of heating the 
extracts in open containers to 150°C. The process of 
decarboxylation takes place within a few minutes after 
evaporation of the solvent. However, the laboratories 
are advised to perform validation of the process 

under conditions available locally. If decarboxylation 
is performed in the course of the analyses, it may, 
depending on the chromatography system, complete 
in full during the injection or proceed with much lower 
efficiency, despite identical temperature parameters. 
Elevated injection temperature may cause D-9-
THC to decompose inside the injector (inlet) liner. 
Hence, both the chromatographic system in use and 
analytical conditions applied must be validated as to 
ensure complete decarboxylation, without causing 
decomposition of D-9-THC [13].

The results obtained by Dussy et al. suggested that 
under the adopted analytical conditions, the level of 
decarboxylation of delta-9-tetrahydrocannabinolic 
acid (D-9-THCA-A) depends on its content in analyzed 
cannabis samples. Given the identical method of 
sample preparation, a higher D-9-THCA-A content in 
the sample corresponds to a higher content in the 
extract, which in turn means that a larger amount of this 
compound is applied onto the column. Decarboxylation 
proceeds more efficiently in samples containing higher 
measurable levels of D-9-THCA-A, sourced from the 
injected extract aliquots. The maximum degree of 
decarboxylation obtained in the optimization studies 
launched by the authors amounted to 70%. However, 
the authors have not revealed the concentration or 
the content at which the process was optimized, nor 
whether optimization was performed at one or more 
concentrations. Given the variability in decarboxylation 
levels observed by the authors, ranging between 73% 
and 90% (calculated as the total D-9-THC content 
determined by GC, relative to the total content of 
D-9-THC and D-9-THCA-A measured by HPLC), it 
can be assumed that decarboxylation was optimized 
at one concentration level. This was likely due to an 
initial assumption that decarboxylation level does not 
depend on the D-9-THCA-A content. Unfortunately, 
it was not until the later stage of the study that this 
assumption proved to be wrong. 

In the study by Stanaszek and Zuba, an average 
degree of conversion calculated on the basis of the test 
results of 64 real samples amounted to 86%. It might 
seem that such value is in contrast with a mere 70% 
conversion degree obtained by Dussy et al. in the tests 
including a standard solution of D-9-THCA-A. In fact, 
however, the above results appear mutually consistent 
when one considers different analytical conditions 
applied by both research teams, particularly as regards 
the injection. While Dussy et al. applied a split mode 
of injection with the split ratio of 50 : 1, Stanaszek and 
Zuba opted for a splitless mode. Additionally, different 
adopted methods of sample preparation should be 
taken into account. As a result, the sample volumes 
injected by Stanaszek and Zuba most likely contained 
large amounts of D-9-THCA-A, which underwent a high 
degree of conversion. An average degree of conversion 
of 86% observed by Stanaszek and Zuba matched the 
result obtained by Dussy et al. for hashish samples. 
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In the case of samples containing large quantities of 
D-9-THCA-A, the amount of this compound deposited 
onto the column is considerable even at the applied 
split ration of 50 : 1. It should be stressed that upon 
validation of self-developed, GC-MS-based analytical 
method, Zuba and Stanaszek concluded that for the 
adopted method of sample preparation and analytical 
conditions, the D-9-THC calibration curve remains 
linear over the range of 0,1–0,8%. Thus, within this 
range the decarboxylation process is independent of 
the D-9-THCA-A level in the sample.

Based on a detailed analysis of the works by Dussy 
et al. and Stanaszek and Zuba against the background 
of other literature sources [9, 17], and on this author’s 
own modest personal experiences, certain concerns 
could be raised by the absence of any information 
about the separation of D-9-THC from D-8-THC 
achieved by using HPLC technique. The lack of any 
such information is especially surprising, considering 
relatively short columns used by both research teams, 
that hardly support satisfactory separation of these 
compounds. 

The study by Ankus i Sokołowska-Jabłońska 
on a durability of cannabis extract samples also 
has indirectly implied the dependence between 
decarboxylation of delta-9-tetrahydrocannabiniolic 
acid (D-9-THCA-A) and the concentration of this 
compound. The study revealed an increase in the 
D-9-THC level and a decrease in the cannabinolic 
acids content in cannabis extract, over time. It can 
be inferred from this finding that a certain amount of 
acids convert into D-9-THC. The process of conversion 
is not linear but of a permanent nature [4]. Figure 4 
is a reproduction of a diagram from the publication 
by Ankus and Sokołowska-Jabłońska showing the 
conversions of D-9-THCA-A, including chemical 
formulas of the particular compounds [4].

Chromatography separation conditions

Chromatography separation conditions play 
an important role by affecting the accuracy of 
determination of the total content of D-9-THC 
and D-9-THCA-A in herbal cannabis or cannabis 
products. In the case of gas chromatography coupled 
with a flame ionization detector (GC-FID) or gas 
chromatography fitted with a mass detector (GC-MS), 
D-9-THCA-A is not registered on the chromatograms 
due to its decarboxylation to D-9-THC. 

Figure 4. presents scheme of conversions of delta 
9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A ) [4].

Therefore, it is advisable to verify whether under the 
adopted separation conditions the peak derived from 
D-9-THC overlaps with the peaks of other cannabinoids. 
Such verification should be carried out with the use 
of a control mixture of the corresponding standard 
solutions. Due to a high degree of structural similarity 
among particular cannabinoids, their retention times 

are often very similar. It should also be born in mind 
that the mass spectra of D-9-THC and D-8-THC are 
similar and differ only by relative signal intensities of 
particular ions, whereby these intensities additionally 
depend on the type and age of the mass detector in 
use. 

The study on separation of cannabinoids contained 
in the herbal cannabis samples was conducted by 
Stambouli et al. [29]. The GC/MS analyses were carried 
out using a Varian CP-3800 chromatograph coupled 
with a Saturn 2200 ion trap mass spectrometer. The 
chromatograph was equipped with a CTC Analytics 
CombiPAL autosampler and a PTV 1079 injector. 
Separation was carried out using a HP-5 column 
(length: 25  m x diameter: 0.2  mm x film thickness: 
0.11  mm), with helium as the carrier gas. The 
following temperature program was adopted: initial 
temperature: 60°C (2  min), temperature ramp 15°C/
min, final temperature 280°C (5  min). The injector 
operating in the splitless mode was set at 270°C. The 
analyses were performed across a range of m/z = 
35–500. The ion trap temperature was 180°C and the 
transfer line temperature was 280°C. On the registered 
chromatograph, D-8-THC was eluted immediately 
before cannabidiol (CBD). Subsequently, the D-9-THC 
(the peaks of both cis and trans geometric isomers 
were registered) and cannabinol (CBN) peaks were 
eluted, whereby the D-8-THC quantity in the sample 
was relatively low as compared to D-9-THC, CBN and 
CBD quantities.

In the case of HLPC analysis, insufficient separation 
and partial overlapping of D-9-THC and D-8-THC peaks 
can be problematic. Therefore, in order to determine 
the D-9-THC peak area (used for quantitative 
calculation) it is necessary separate the peaks by 
using the vertical drop lines which are set manually at 
the lowest points of the valleys. These issues have 
been addressed by Zoller et al., who conducted a study 
on determination of the content of D-9-THC and D-9-
THCA-A present in herbal cannabis and in food 
containing herbal cannabis as an additive. The 
analyses were carried out with the use of a LC-10A 
Shimadzu chromatograph equipped with a LC-10AD 
pump system, a SIL10 autosampler, a SPD-10AV 
UV-Vis detector, a RF-10A fluorescence detector, 
a Gastorr degasser (Omnilab, Mettmenstetten, 
Switzerland), a CBM-10A communications bus module 
and a CLASS-LC10 workstation. Separation was 
carried out on a Nucleosil 120–3 C18 column (length: 
125 mm, diameter: 2 mm) (Machery-Nagel, Oensingen, 
Switzerland), thermostat-heated to 26°C, at a flow rate 
of 0.2 ml/min. The injection sample volume was 10 ml. 
The used solvents included acetonitrile (A) and water 
spiked with 8.6 g of 85% phosphoric acid per liter (B). 
The following linear gradient was applied: 0 min, 55% 
A and 45% B; 25 min, 80% A and 20% B; column wash 
– 26 min 90% A and 10% B; 30 min, 90% A and 10% B; 
31  min, 55% A and 45% B, column conditioning 
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31–40 min. Determination of D-9-THC was carried out 
at the wavelength of λ = 210 nm, while D-9-THCA-A at 
the wavelength of λ  =  272  nm. Additional 
determinations were carried out with the use of 
fluorescent detector. A sample of 2g of herbal cannabis 
was homogenized, extracted with 60 ml of methanol-
dichloromethane mixture (9 : 1) and sonicated in an 
ultrasonic bath for 15 min. For the purposes of analysis, 
1 ml of the solution was diluted with methanol to a volume 
of 10 ml. Within the analytical system employed, D-9-
THC eluted before D-8-THC and the separation 
conditions allowed to achieve the resolution of both 
compounds at the level of 1. It has been found that 
shorter gradient run times and isocratic conditions led 
to poorer resolution and peak overlap problems. In the 
case of HPLC analyses, a preliminary optimization of 
D-9-THC and D-8-THC separation and elution under 
gradient conditions is recommended. HPLC-related 
problems with achieving satisfactory separation can 
also be experienced in the case of D-9-
tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) analysis. 
Yet another problem relates to the identification of 
compounds with the retention time similar to that of 
D-9-THCA-A. In the instruction of the United Nations 
Office on Drugs and Crime of 1987, the following 
method of D-9-THC and D-9-THCA-A determination in 
cannabis samples has been recommended: suggested 
column: C-18 (length: 250  mm, internal diameter: 
4.6 mm); mobile phase: 0.02 N H2SO4 solution : methanol 
(20 : 80); flow rate: 2.0 ml/min; injection volume: 10 ml; 
detection wavelength: l  =  220  nm or l  =  254  nm; 
internal standard: di-n-octyl phthalate. According to 
the instruction, under the above separation conditions 
and at the retention time close to that of the D-9-
tetrahydrocannabinolic acid D-9-THCA-A), the 
following order of cannabinoids elution should be 
observed: cannabichromene (CBC), cannabinolic 
acid (CBNA), D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-
THCA-A). However, the identification of the particular 
compounds is problematic. This can be further 
confirmed by the fact that in the study by Ankus and 
Sokołowska-Jabłońska [4] the peak positioned within 
the area of chromatogram characteristic for the eluted 
D-9-THCA-A was defined in broad terms as the 
bandwidth characteristic of cannabinol acids. The 
following operating conditions were adopted 
throughout the above study: column: Nucleosil 1005 
C-18 (length: 250  mm, internal diameter: 4.6  mm, 
particle size: 5  mm); mobile phase: 
acetonitrile : water : concentrated H3PO4 (70 : 30 : 0,01); 
column temperature: 30°C; eluent flow rate: 1,5 ml/
min; injection volume: 10  ml; detection wavelength: 
l = 230 nm. Interesting results have been reported by 
Lehman and Brenneisen (1995) [23], who applied 
liquid chromatography coupled with a diode array 
detector (HPLC-DAD) for the identification and 
quantification of neutral and acid forms of cannabinoids. 
The compounds were eluted by a gradient elution 

method. The peaks derived from particular compounds 
were identified with the use of standard solutions and 
based on cannabinoid-specific ultraviolet (UV) spectra. 
A C-18 column (length: 200  mm, internal diameter: 
2.0  mm) with a corresponding pre-column (length: 
20 mm, particle size: 3 mm) was applied. By looking at 
the published chromatograms of the three basic 
cannabis chemotypes, i.e., drug, intermediate and 
fibre type (hemp) [23], it can be easily inferred that 
each type is characterized by different relative amounts 
of cannabinoids that elute at the retention time similar 
to that of D-9-THCA-A. The analysis was partially 
hindered by a relatively high background noise on the 
chromatograms. Nonetheless, the drug and fibre type 
samples exhibited an additional, low peak, immediately 
preceding D-9-THCA-A that was not identified by the 
authors. The same peak was also present in the 
intermediate type. Presumably, it was derived from 
cannabinolic acid (CBNA), as shown by the fact that 
this compound is present as impurity in extracts of 
D-9-tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-A) 
obtained from herbal cannabis by preparative 
chromatography technique [27]. Moreover, in the 
intermediate chemotype sample, the peak derived 
form D-9-THCA-A partially overlaps with the one of 
cannabidochromene (CBC), which latter compound is 
also eluted before D-9-THCA-A. Delta-9-
tetrahydrocannabinolic acid (D-9-THCA-B) was eluted 
at short retention time. Considering the above 
described problems with ensuring separation 
conditions that support obtaining a distinct D-9-
THCA-A peak that is clearly separable from the peaks 
derived from other cannabinoids, the lack of 
information on the obtained results of D-9-
THCA-A separation in published works [8, 27] seems 
to be quite puzzling, all the more so as the authors had 
the diode array detectors (DAD) at their disposal that 
allowed for simultaneous analysis at multiple 
wavelengths. Accurate determination of the D-9-THC 
and D-9-THCA-A contents requires securing optimal 
separation conditions, which can be both tedious and 
time consuming. Once this task has been achieved, 
however, the original cannabinoids content can be 
directly determined without the need for D-9-
THCA-A decarboxylation. Particularly valuable in this 
context appears to be the study by de Backer et al. 
[17]. The research part addressed the optimization of 
conditions for the separation of a mixture of D-9-THC, 
D-8-THC, D-9-THCA-A, CBD, CBDA, CBG, CBGA and 
CBN standard solutions. The following method of 
sample preparation has been adopted: the plant 
material was dried for 24 hours at 35°C at appropriate 
ventilation and then homogenized by milling. A sample 
of 200  mg of the milled material was extracted with 
20 ml of methanol : chloroform mixture (9:1) and next 
shaken for 30  min. using a rotator. The obtained 
extracts were filtered and diluted. An aliquot of 100 ml 
of the final extract was evaporated under the stream of 
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nitrogen and dissolved in 100  ml of water: methanol 
mixture (5 : 5). Analyses were carried out in the 
presence of prazepam (100  mg/l) added as internal 
standard. The experimental setup included a Hewlett-
Packard chromatograph (Agilent Technologies, 
Boblingen, Germany) equipped with a G1322A four-
channel pump, a G1313A degasser of the 1200 series, 
a G1313A autosampler of the 1100 series and a Waters 
2996 photodiode detector with Empower Pro 2.0 
software. Analyses were carried out across the 
wavelength range (λ) 200 to 400 nm. The separation 
was carried out on a Waters XTerra MS C18 column 
(length: 250 mm, internal diameter: 2.1 mm, particle 
size: 5 mm) with a corresponding pre-column (length: 
10 mm). The mobile phase consisted of methanol : water 
mixture spiked with 50  mM ammonium formate (pH 
5.19). Initially, the mixture contained 68% of methanol, 
which amount was gradually increased to 90.5% within 
25 min and then to 95% within an additional minute. 
The above conditions were maintained for 3  min. 
Subsequently, the mobile phase composition was 
adjusted to its initial parameters within 1 min, followed 
by column conditioning for 6 min. The total run time 
was 36 min, at the flow rate of 0.3 ml/min. The column 
was thermostat-heated to 30°C. The injection volume 
was 30  ml. The authors optimized the conditions for 
determination assays and validated the developed 
procedure by using the Total Error Approach method. 
Optimization addressed three factors: percentage of 
methanol at the beginning of the gradient elution, pH 
of the aqueous component of the mobile phase and 
the estimated duration of the gradient elution that is 
necessary to achieve 95% methanol content in the 
mobile phase. As a result of the study, it has been 
concluded that the selectivity of cannabinoids 
separation can be modified by adjusting the pH of the 
eluent. This possibility was particularly useful in the 
case of acid forms of cannabinoids. By optimization of 
the pH of the eluent and the speed of the gradient 
elution it was possible to separate all cannabinoid 
forms subject to the study. The chromatographic 
peaks overlapped only in instances where CBD and 
CBG were present at 10%. The developed procedure 
also allowed for complete separation of D-9-THC from 
D-8-THC [17]. The results obtained by de Backer et al. 
appeared so promising as to induce the purchase of 
a similar chromatographic column by the Physical 
Chemistry Department of the Forensic Laboratory of 
the Rzeszów Province Police Headquarters, with the 
purpose of conducting tests and implementing the 
column for the needs of routine casework.

Equipment requirements

Using state-of-the-art equipment for analyses has 
a great influence on the analytical results obtained. 
This effect is particularly visible as regards liquid 
chromatography. For this kind of analysis, it is 
particularly beneficial to use diode array detector 
(DAD), which is especially useful in the case of poor 
separation of chromatographic peaks. The use of 
DAD enables identification of substances on the basis 
of their UV-Vis spectra. It is also possible to deduce 
whether incompletely separated peaks correspond to 
two different chemical compounds or have appeared 
as a result of a column overload. A new trend in the 
development of gas chromatography is a method of 
ultra performance liquid chromatography (UPLC), 
which gradually substitutes high performance liquid 
chromatography (HPLC). The selection of a particle 
size in the UPLC method is by necessity the result of 
the compromise. The lower the diameter, the higher 
the back pressure (resulting from the flow of the 
mobile phase) that builds up in a given system. Due 
to relatively low working pressure limits in traditional 
HPLC chromatographs, it is not possible to load 
the columns with particles of 2.1 mm or 1.0 mm in 
diameter which are nowadays commonly used in 
UPLC. The UPLC system permits up to nine times 
faster analysis as compared to the traditional system 
fitted with columns loaded with 5 mm particles and up 
to three times comparing with columns loaded with 
3  mm particles. The back pressure within the UPLC 
system is nine and three times greater, respectively, 
than in the traditional system. The UPLC-compatible 
columns carry smaller sized particles, are shorter 
and smaller in internal diameter. Increased speed, 
sensitivity and resolution of analyses are among the 
advantages of UPLC method. Faster analysis results 
in reduced consumption of chemicals. Improved 
resolution of the columns saves time for optimization 
of assays and validation of newly developed analytical 
methods [32, 33]. 
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