
1. In tro duc tion

Can na bis is the most fre quently abused drug in Eu -
ro pean Un ion coun tries. In 2002, about 6% of young
peo ple in Po land (aged 15–34) ad mit ted to us ing can -
na bis (at least once a year), whilst the Eu ro pean Un ion
av er age value was ap prox i mately two times higher
[12]. In hab it ants of large ur ban con glom er a tions most
fre quently ad mit to mar i huana and hash ish abuse. Ac -
cord ing to re search that was car ried out in 2002 among 
War saw in hab it ants aged 16–24, 48% of the study
pop u la tion ad mit ted to one-off mar i huana or hash ish
use [24]. Re sults of anal y sis of bi o log i cal ma te rial col -
lected from liv ing per sons that was car ried out at the
De part ment of Fo ren sic Med i cine, Med i cal Uni ver sity 

of Gdañsk in 1997–2002 show that can na bis was de -
tected in 40% of peo ple in a stud ied group in which
drugs of abuse were de tected. Anal o gous anal y sis of
post-mor tem bi o log i cal ma te ri als which were pos i tive
for drugs of abuse re vealed that only 4% of cases were
pos i tive for can na bis. 

The de cree of the Min is ter of Health on the list of
sub stances act ing sim i larly to al co hol and con di tions
of their de ter mi na tion in the body is sued in 2003 [29]
to gether with its amend ment is sued in 2004 [30], re lat -
ing to the tem po rary con cen tra tions of psy cho ac tive
sub stances in the body, im poses on a lab o ra tory, amongst
other things, the ob li ga tion to de tect at least 2 ng of
D9-tetrahydrocannabinol in 1 ml of blood and 20 ng of
11-nor-D9-tetrahydro cannabinol-9-carbo xylic acid in
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1 ml of urine dur ing chem i cal-tox i co log i cal anal y sis.
How ever, some times there is a need for con fir ma tion
of the chronic abuse of can na bis, which must be
achieved by the anal y sis of epi der mal out growths of
the skin, such as hair or nails.

2. De ter mi na tion of cannabinols in hair

Al though there are many com pounds in can na bis
prod ucts which are clas si fied as cannabinols, such as
cannabidiol (CBD) and cannabinol (CBN), it is D9-te -
tra hydrocannabinol (THC) which is mainly re spon si -
ble for psy cho ac tive ef fects. THC is in ten sively meta -
bolised in the hu man body to its main me tab o lite,
11-nor-D9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid (THC-
COOH). The mech a nism of in cor po ra tion of drugs into 
hair is not well known. Drugs and me tab o lites are en -
trapped by the hair bulb from the blood reach ing the
hair root and in cor po rated into the shaft. Av er age hair
growth rate is from 0.3 mm to 0.4 mm/day (0.9–
1.2 cm/month). Hair growth de pends on race, sex, age,
nu tri tion, phys i o log i cal and patho log i cal fac tors [2]. 

Bi o log i cal sam ple prep a ra tion is a com plex task
and its stages and op er a tions can be a source of loss of
analytes as well as ad di tional con tam i na tion and er rors 
[23]. In or der to cor re late the con cen tra tion of drugs in
hair with the time of their con sump tion, the hair sam -
ple should be col lected from the back of the head (ver -
tex pos te rior re gion), since this is the re gion of least
vari a tion of growth rate and loss. A hair sam ple of the
thick ness of a pen cil (di am e ter about 0.5 cm) should be 
tied as near as pos si ble to the skin with a thread. Hair
sam ples should be cut as close as pos si ble to the scalp.
If this is not pos si ble, the re main ing un cut length
should be mea sured and re corded. The root (prox i mal)
side should be marked. This is done to en able seg men -
tal anal y sis. A hair sam ple may also be plucked out
with hair roots (in post-mor tem cases). The hair spec i -
men should be packed in an en ve lope, plas tic bag, or
glass con tainer. It can be stored at room tem per a ture or 
in a fridge (4oC). If wet, the hair sam ple should be
dried at room tem per a ture.

In the case of hair anal y sis, the pos si bil ity of false
pos i tive re sults caused by the ab sorp tion of sub stances
(in clud ing drugs) on the hair sur face is an im por tant is -
sue. This causes dif fi cul ties in dis tin guish ing drugs
which were ab sorbed onto the hair sur face from the en -
vi ron ment (pas sive ex po sure) from those which were
in cor po rated directly from the blood. 

There fore be fore the ac tual anal y sis, hair sam ples
must be sub jected to the pro ce dure of de con tam i na -
tion. The hair wash ing pro ce dures usu ally ap plied con -

sist in rins ing at room tem per a ture for sev eral min utes
in di chloro methane [1, 13, 10, 27], deionised wa ter
and ac e tone [19, 20] or a mix ture of meth a nol and eth -
a nol [11]. A ro bust ex trac tion method of analytes is
very im por tant in the anal y sis of drugs in hair. Com -
plete hydrolytic di ges tion of hair fa cil i tates this pro -
cess. There fore an ap pro pri ate hy dro ly sis method must 
be cho sen. Se vere hy dro ly sis con di tions may cause
deg ra da tion of analytes. The fol low ing hair hy dro ly sis
meth ods were used: 500 mg hair was in cu bated in 1 ml
of 1 mol/dm3 NaOH for 10 min at 95°C [5, 6]; then, to
20 mg hair, 2 ml of 8 mol/dm3 of urea was added and
hy dro ly sis was car ried out at room tem per a ture over -
night. Next, to15 mg hair, 0.5 ml of 10 mol/dm3 NaOH
was added and kept in a ther mo stat for 30 min at 70°C
[37], and 20 mg hair was hy dro lysed by add ing 200 µl
of 1 mol/dm3 hy dro chlo ric acid (HCl) at 60°C for
60 min [14]. 

Al kali hy dro ly sis is the most fre quent type of hy -
dro ly sis used. It is con sid ered more ef fi cient and re -
peat able than acid and en zy matic hy dro ly sis [8, 39].
Bi o log i cal ma te rial ex trac tion of fers many ad van -
tages, for in stance sim pli fy ing of the ma trix of the
orig i nal sam ple and the pos si bil ity of in creas ing the
con cen tra tion of the analyte [22]. Bi o log i cal sam ples
are an ex am ple of sam ples in which trans fer ring of
analytes into the sec ond ary ma trix is es pe cially cru -
cial, be cause it en ables anal y sis of sam ples by chro -
mato graphic tech niques [5, 6, 11, 33, 37].

Among the tech niques used in ex trac tion of can -
nabinols from hair sam ples that have been pre vi ously
hy dro lysed are sol vent liq uid-liq uid ex trac tion (LLE),
solid phase ex trac tion (SPE), and ul tra sonic-as sisted
ex trac tion (UAE). An LLE sol vent should be in sol u ble 
in wa ter, very pure (to mini mise sam ple con tam i na -
tion) and vol a tile (to ease the sub se quent evap o ra tion
pro cess). Among sol vents which are most fre quently
used for ex trac tion of cannabinols from bi o log i cal
sam ples, are: meth a nol, ethyl ac e tate, ac e tone, aceto -
nitrile, di chloro methane or a mix ture of these sol vents. 
To ex tract analytes from a sam ple by the ul tra sonic-as -
sisted ex trac tion tech nique (UAE), a sam ple is placed
in a glass or metal con tainer and put in an ul tra sound
bath or an ul tra sound probe is placed in the con tainer.
Ul tra sound fre quency used in sol vent ex trac tion
ranges from 20 kHz to 500 kHz. Ad van tages of the
UEA tech nique in clude: good re peat abil ity, the pos si -
bil ity of ap ply ing this tech nique to sam ples of var i ous
sizes, high ex trac tion ef fi ciency, the pos si bil ity of car -
ry ing out sev eral ex trac tions si mul ta neously [18, 26].
Solid phase ex trac tion SPE is de fined as trans fer ring
of analytes from liq uid sam ples to solid phase, which
is made up of spe cially se lected sorbents [21]. 
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Derivatisation is ap plied only if it is re ally nec es -
sary, as it com pli cates the com po si tion of the ex trac -
tion ma trix, ex tends the time of anal y sis and in creases
its cost. Its main ad van tage is that it im proves the limit
of de tec tion by as many as sev eral times [32, 35]. The
most pop u lar and uni ver sal derivatisating agents that
block po lar pro ton do nat ing groups are sililating
agents [31]. The agents which are most fre quently
used for derivatisation of cannabinols are MTBSTFA
[3, 7, 36, 37, 40], PFPA/PFPOH [6, 17], BSTFA [6,
16] and TMAH [15, 38]. In our study for derivatisation 
of cannabinols, the sililating agent tert-butyl dimethyl -
osililtrifluoroacetamide with 1% tert-butyl di methyl -
silil (MTBSTFA + 1% TBDMS) was used. MTBSTFA
is very re ac tive, and its main role is to ex change the
hy dro gen atom that is bound to the heteroatom for the
func tional group [–Si(CH3)2C(CH3)3]. The TBDMS
de riv a tives that arise are char ac ter ised by higher vol a -
til ity and less po lar ity com pared to par ent cannabinols. 
More over, they should be more sta ble and sen si tive
dur ing gas chro ma tog ra phy anal y sis [34]. 

3. Ma te ri als and meth ods

3.1. Chem i cal re agents and study ma te rial

In the study, the fol low ing chem i cal re agents were
used: (HPLC grade or pure for anal y sis grade): ac e -
tone, acetonitrile, meth a nol, di chloro methane (Merck,
Ger many), hex ane (Promil Chem i cals, Eng land),
MTBSTFA in 1% TBDMS (Sigma-Aldrich, USA),
ethyl ac e tate, for mic acid, ace tic acid, sulphuric acid,
po tas sium hy drox ide (POCh, Po land) and stan dards:
THC, CBD, CBN and THC-COOH at a con cen tra tion
of 1 mg/ml in meth a nol (Cerilliant, LGC Promochem,
USA).

Hair sam ples were col lected from anon y mous vol -
un teer stu dents at Gdañsk Uni ver sity of Tech nol ogy in 
Feb ru ary 2005. The stu dents ad mit ted the use of can -
na bis dur ing the pre vi ous sev eral months. The sam ples 
were stored in sealed plas tic bags at room tem per a ture.

3.2. Ap pa ra tus

The fol low ing ap pa ra tus and an a lyt i cal equip ment
were used dur ing op ti mi sa tion of the an a lyt i cal pro ce -
dure and per form ing of the ac tual study:
– ThermoFinnigan Fo cus GC gas chromatograph

equipped with a flame ion is ation de tec tor (FID),
Rtx-5 Sil MS Restek col umn, length 30 m, in ner di -
am e ter 0.25 and film thick ness 0.25 µm. The anal y -
sis was car ried out at a de tec tor tem per a ture of

315°C, in jec tor tem per a ture of 280°C and oven
tem per a ture pro gram: 150°C for 0.7 min, ramp to
270°C at 15°C/min, main tain at 270°C for 1 min,
in crease to 290°C at 2°C/min, main tain at 290°C
for 5 min. 2 µl sam ples were in jected into in jec tor
op er at ing in splitless mode. Gas flow rate was
1 ml/min;

– ThermoFinnigan Trace GC gas chromatograph
equipped with mass spec trom e ter (MS), Rtx-5 Sil
MS Restek col umn (length 30 m, in ner di am e ter
0.25 and film thick ness 0.25 µm). 2 µl sam ples
were in jected into the in jec tor op er at ing in split
mode. Anal y sis was car ried out at an in jec tor tem -
per a ture of 280°C and at the same pro gram ma ble
oven tem per a ture as in GC-FID. The MS de tec tor
was op er ated in elec tron ion is ation mode (EI).
Spec trum re cord ing was car ried out in scan mode
(SCAN) in the range from 50 m/z to 650 m/z as
well as in se lected ion mon i tor ing mode (SIM);

– Shimadzu LC10Avp liq uid chromatograph with
UV/VIS de tec tor, man ual in jec tor with 5 µl loop,
col umn filled with octadecyl mod i fied sil ica Luna
5 µm C18(2), Phenomenex (length 15 cm, in ner di -
am e ter 4.6 mm, par ti cles di am e ter 5 µm). 

– C-18 SPE J.T. Baker ex trac tion col umns, an ul tra -
sonic bath (Polsonic, Po land), a TLC Plate Heater III
(Camag, Swit zer land) and wa ter deionisation sys tem
(Millipore, USA) were also used in the study.

4. Re sults and dis cus sion

Val i da tion of the method was car ried out by eval u -
a tion of se lected pa ram e ters such as: se lec tiv ity, lin -
ear ity, lim its of de tec tion and quan ti fi ca tion, lim its of
work ing range and un cer tainty of mea sure ments af ter
pre vi ously per formed op ti mi sa tion of GC-FID and
HPLC-UV de ter mi na tion con di tions. Lim its of de tec -
tion LOD in most cases were cal cu lated based on the
sig nal/noise ra tio (Ta ble I, III and IV). To do this, the
noise level was de ter mined for a chromatogram ob -
tained for a blank sam ple (mean of 10 peaks in te grated
near the re ten tion time of an analyte) and the achieved
value was mul ti plied by 3 and then the ob tained sig nal
value was con verted to a con cen tra tion.

In Ta ble I the lim its of quan ti fi ca tion val ues LOQ
cal cu lated from the pre vi ously de ter mined lim its of
de tec tion, based upon cal i bra tion curves, are pre -
sented.

LOD
s

a
=

´33.
 {1}
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The LOD value was eval u ated based on the slope of 
the cal i bra tion curve (a) and the av er age value of stan -
dard de vi a tion (s) cal cu lated from the mean of in ter -
cept stan dard de vi a tion (sb) and re sid ual stan dard
de vi a tion value (sxy) [25]. Lim its of quan ti fi ca tion
LOQ were cal cu lated as a trip li cate of eval u ated lim its
of de tec tions val ues LOD. 

4.1. Se lec tion of GC-FID and GC-MS an a lyt i cal
con di tions 

In or der to eval u ate the lim its of de tec tion and
quan ti fi ca tion of underivatised THC, CBN, CBD and
THC-COOH by both GC-FID and GC-MS, 2 µl of
each stan dard (THC, CBN, CBD, THC-COOH) at
a con cen tra tion of 1 mg/ml was in jected onto chro -
mato graphic col umn. Calculated val ues of lim its of
de tec tion and quan ti fi ca tion are pre sented in Ta ble I.

TA BLE I. LIM ITS OF DE TEC TION AND QUAN TI FI CA -

TION OF UNDERIVATISED CANNABINOLS

BY GC-FID AND GC-MS

THC CBN CBD THC-COOH

GC-FID LOD 99 75 43 Not
de tected

LOQ 300 224 130

GC-MS LOD 38 56 60 Not
de tected

LOQ 120 170 180

Due to non-de tec tion of a cer ti fied THC-COOH
stan dard by GC-FID (at the rel a tively high con cen tra -
tion of 1 mg/ml), in ac cor dance with lit er a ture data [3,
7, 36, 37, 40], we de cided to in tro duce a derivatisation
stage into the an a lyt i cal pro ce dure in sub se quent ex -
per i ments.

In or der to op ti mise the de ter mi na tion pro ce dure
and lower the lim its of quan ti fi ca tion, three pro ce dures 
of derivatisation were tested (Ta ble II). 

2 µl of the ana lysed sam ples pre vi ously derivatised
by method A were in jected onto a GC-FID col umn and 
4 µl of aliquots were in jected onto a GC-MS col umn.
The re sults of chro mato graphic anal y sis of sam ples
derivatised by method A were not pos i tive.

The main rea son might have been the loss of very
vol a tile derivatisation prod ucts dur ing evap o ra tion of
the sol vent un der ni tro gen. This hy poth e sis was con -
firmed by the re sults achieved by method B. The only
dif fer ence be tween method A and B was omis sion of
post re ac tion dry ing of derivatisation prod ucts un der

ni tro gen. In ac cor dance with Bourquin and Brennei -
sen’s sug ges tions [3], meth ods A and B were mod i fied
(method C). Lim its of de tec tion and quan ti fi ca tion of
cannabinols achieved by meth ods B and C and with
the ap pli ca tion of GC-FID and GC-MS are sum ma -
rised in Ta ble III. GC-MS was op er ated in scan mode
dur ing de ter mi na tion of cannabinols.

TA BLE II. COM PAR I SON OF DERIVATISATION METH -

ODS OF CANNABINOLS WITH MTBSTFA RE -

AGENT

Method Method de scrip tion

A [37] 2 µl of THC, CBN, CBD stan dards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1 mg/ml were
evap o rated to dry ness un der ni tro gen. 
Derivatisation: 75 µl MTBSTFA, 90oC, 1h.
Re ac tion prod ucts were evap o rated to
dry ness un der ni tro gen. 
Res i due was re con sti tuted in 75 µl ethyl
acetate. 

B 2 µl of THC, CBN, CBD stan dards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1mg/ml were
evap o rated to dry ness un der ni tro gen.
Derivatisation: 75 µl MTBSTFA, 90oC, 1h.
The res i due was re con sti tuted in 75 µl
ethyl ac e tate.

C [3] 2 µl of THC, CBN, CBD stan dards at
1 mg/ml, THC-COOH at 0.1 mg/ml were
evap o rated to dry ness un der ni tro gen. 
Res i due was re con sti tuted in 75 µl
acetonitrile.
Derivatisation: 75 µl MTBSTFA, 90oC, 1h. 

TA BLE III. LIM ITS OF DE TEC TION AND QUAN TI FI CA -

TION OF CANNABINOLS AF TER DERIVA TI -

SA TION BY GC-FID AND GC-MS [µg/ml]

GC-FID GC-MS

Method 
B

Method 
C

Method 
B

Method 
C

THC 1.7 1.3 1.2 0.74

CBN 0.70 1.4 0.86 0.62

CBD 0.59 0.18 0.98 0.78

THC-COOH 0.065 0.30 0.52 0.64

Derivatisation method C re sulted in better lim its of
de tec tion for THC af ter ana lys ing of stan dards by
GC-FID and GC-MS. In the case of THC-COOH,
lower LOQ val ues were achieved by uti lis ing method
B. When de ter min ing CBN by GC-FID, lower lim its

Prob lems of Fo ren sic Sci ences 2005, LXII, 188–203

De term ina tion of THC, THC-COOH, CBN and CBD in hair... 191



of quan ti fi ca tion were achieved for method C, whereas 
method B turned out to be more sen si tive us ing
GC-MS. Ap prox i mately 13 µg CBD in 1 ml so lu tion
was de tected dur ing GC-FID anal y sis, whilst CBD
was de tected us ing GC-MS in SCAN mode only when
its con cen tra tion was two times higher (about 26 µg/ml).
Fi nally, method B was se lected, for which – us ing
GC-FID – the limit of quan ti fi ca tion for THC-COOH
was lower. For eval u a tion of im prove ment in method
sen si tiv ity af ter derivatisation of cannabinols com -
pared to underivatised cannabinols, us ing GC-FID and 
GC-MS, Ta ble IV was drawn up.

TA BLE IV. CANNABINOLS SIG NAL IN TEN SI FI CA TION

GAIN US ING GC-FID AND GC-MS WITH DERI-

 VATISATION BY METHOD B COM PARED TO 

UNDERIVATISED COM POUNDS

THC CBN CBD THC-COOH

GC-FID 180 320 220 –

GC-MS 90 200 180 –

In the case of cannabinols de ter mi na tion by
GC-FID af ter derivatisation, the lim its of quan ti fi ca -
tion were much lower than for underivatised com -
pounds. Sig nal in ten si fi ca tion gain was in the range
from 180 (for THC) to 320 (for CBN). Lim its of quan -
ti fi ca tion for the other analytes were lower. Sig nal in -
ten si fi ca tion gain us ing GC-MS for THC was 90, and
200 for CBN. Derivatisation had a pos i tive ef fect on
THC-COOH de ter mi na tion. THC acid was de tected
by GC-FID and GC-MS. 

In a sub se quent study, derivatisation by method B
was ap plied. To im prove the limit of de tec tion of
cannabinols, se lected ion mon i tor ing (SIM) is rec om -
mended. In SCAN mode, the most in ten sive ions of
ana lysed cannabinols were de ter mined af ter deri vati -
sation with MTBSTFA: m/z = 428, 345 and 413 for
THC de riv a tive, m/z = 418, 475 and 344 for CBD de -
riv a tive, m/z = 409, 424 and 367 for CBN de riv a tive
and m/z = 515, 572, 557 for THC-COOH de riv a tive.

To pre pare cal i bra tion curves for the pro ce dure
which used derivatisation (method B) and GC-FID gas 
chro ma tog ra phy, 5 stan dard mix tures were ana lysed in 
the range of con cen tra tion from 30 µg/ml to 1000 µg/ml.
2 µl of each sam ple was in jected onto a col umn. Chro -
mato graphic anal y sis of each sam ple was done in trip -
li cate. Tak ing into con sid er ation correlation coef-
ficients equal to R2 = 0.992 – 0.999, (chro mato graphic
peaks ar eas and cor re spond ing con cen tra tions) we could
state that in the stud ied con cen tra tion range there is
a lin ear cor re la tion be tween these vari ables.

4.2. Se lec tion of HPLC-UV con di tions

De ter mi na tion of cannabinol type com pounds by
HPLC was car ried out in the re verse phase sys tem,
which is the most ap pro pri ate for sep a ra tion of non-
po lar and slightly po lar com pounds. On the ba sis of lit -
er a ture data [21, 28], two wave lengths of 228 and
278 nm were cho sen for de ter mi na tion of cannabinols.
Gra di ent elu tion of three sol vents (A – 0.05 mmol/dm3

ac e tate buffer, B – acetonitrile, C – meth a nol) [9] was
pri mar ily ap plied. For the first 2 min, the phase com -
po si tion was the fol low ing: 13% A, 22% B, 65% C.
For the next 25 min, acetonitrile con tent (B) in creased
to 35% with an ac com pa ny ing de crease in sol vent A
(Fig ure 1 a). 

Chro mato graphic anal y sis in this phase sys tem
showed no re peat abil ity of re ten tion times (re ten tion
times var ied by even 2–5 min). More over, chro mato -
graphic anal y sis did not pro vide suf fi cient sep a ra tion
of THC-COOH and CBD. In sub se quent ex per i ments,
ace tic buffer was re placed with for mic acid so lu tion at
the same con cen tra tion. Sep a ra tion was car ried out in
isocratic con di tions. These changes im proved the re -
peat abil ity of re ten tion times. To achieve better sep a -
ra tion of THC-COOH and CBD, meth a nol was
ex cluded from the mo bile phase com po si tion. Elu tion
was done in iscoratic con di tions for 30 min. The mo -
bile phase con sisted of acetonitrile and aque ous so lu -
tion of for mic acid at 0.05 mmol/dm3 (87:13, v/v).
Chro mato graphic anal y sis en sured cor rect sep a ra tion
of THC-COOH and CBD (Fig ure 1 b). As a re sult of
op ti mi sa tion of mo bile phase com po si tion, the best
sep a ra tion was achieved by isocratic elu tion of mo bile
phase con sist ing of acetonitrile and 0.05 mmol/dm3

for mic acid, 75:25, v/v (Fig ure 1 c).
For prep a ra tion of cal i bra tion curves, 5 stan dard

mix tures were ana lysed in the range from 0.1 µg/ml to
1000 µg/ml by HPLC-UV. 5 µl of the sam ple was in -
jected onto a col umn. Chro mato graphic anal y sis of all
sam ples was re peated 3 times. Tak ing into con sid er -
ation cor re la tion coefficients (r2 = 0.999 in all cases),
we could state that in the stud ied con cen tra tion range
from 0.1 µg/ml to 1000 µg/ml, there is a lin ear cor re la -
tion be tween chro mato graphic peaks ar eas and the cor -
re spond ing con cen tra tions of analytes. The ascer -
tained ex tended mea sure ment un cer tainty (cal cu lated
as dou bled stan dard de vi a tion for 6 mea sure ments) for
analyte con cen tra tions of 1 µg/ml, us ing HPLC-UV
(for 228 nm) was: 6.2% for THC-COOH; 6.9% for
CBD; 6.5% for CBN and 3.8% for THC.
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4.3. Com par i son of de tec tion and quan ti fi ca tion
lim its achieved by GC-FID and HPLC-UV

Lim its of de tec tion for par tic u lar analytes achieved 
us ing GC-FID af ter derivatisation cal cu lated on the
ba sis of res i due stan dard de vi a tion were lower than
lim its of de tec tion cal cu lated on the ba sis of stan dard
de vi a tion of in ter cept (Ta ble V). How ever, the range
of cal cu lated val ues of lim its of de tec tion was the
same, so the av er age value of both mea sure ments was

ac cepted. The lim its of quan ti fi ca tion ranged within
0.27–0.64 µg/ml. The low est LOD (LOQ) was ob -
tained for CBN, the high est for CBD. The lim its of
 detection for THC (0.35 µg/ml) and THC-COOH
(0.33 µg/ml) were sim i lar. For ver i fi ca tion of the as -
cer tained lim its of quan ti fi ca tion, 5 µl of cer ti fied
THC-COOH stan dards at con cen tra tions of 0.035 µg/ml, 
0.050 µg/ml and 0.110 µg/ml were in jected. THC-
COOH was de tected and de ter mined only at its high est 
con cen tra tion, which was in ac cor dance with eval u -
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Fig. 1. HPLC/UV chromatograms achieved by anal y sis of a cannabinols stan dard mix ture sam ple (peaks from the left-hand side:
THC-COOH, CBD, CBN, THC) at 0.1 µg/µl; wave length 228 nm; mo bile phase: a – acetonitrile:meth a nol: 0.05 mmol/dm3 ac e tate
buffer (gra di ent elu tion); b – acetonitrile: 005 mmol/dm3 for mic acid (87:13); c – acetonitrile:0.05 mmol/dm3 for mic acid (75:25).

a

b

c



ated LOQ, which was based upon cal i bra tion curves.
Com par ing LOQ for cannabinols eval u ated by GC-
FID (with deri vatisation of analytes) and HPLC-UV,
we con clude that lower lim its of quan ti fi ca tion for
CBN, CBD, and THC-COOH were achieved by us ing
a liq uid chro matograph with a UV de tec tor (Ta ble V).

TA BLE V. COM PAR I SON OF EVAL U ATED LIM ITS OF

QUAN TI FI CA TION OF CANNABINOLS

ACHIEVED BY GC-FID WITH DERIVA TISA TION

AND HPLC/UV BASED UPON CAL I BRA TION

CURVES OF STAN DARDS AND HAIR SAM PLES

(TAK ING INTO CON SID ER ATION UAE TO -

GETHER WITH RE COV ERY VAL UES)

THC CBN CBD THC-COOH

LOQ for stan dard so lu tions [µg/ml]

GC-FID 0.4 0.3 0.6 0.3

HPLC-UV 2.2 0.2 0.4 0.2

LOQ for hair sam ples [µg/g]

GC-FID 0.8 0.5 1.2 1.0

HPLC-UV 3.4 0.2 0.5 0.4

Stan dard so lu tions of all analytes within the range
of con cen tra tions from 30 µg/ml to 1000 µg/ml, which
were used for pre par ing a cal i bra tion curve used in
chro mato graphic de ter mi na tion were stored at –20oC.
Af ter 48 h, anal y ses of these sam ples were re peated. In
all sam ples, con cen tra tions of de riv a tives af ter 48 h
were lower (down to as lit tle as 50%) than con cen tra -
tions de ter mined in sam ples di rectly af ter prep a ra tion
for chro mato graphic anal y sis. This was to due to the
par tial evap o ra tion of part of TBDMS vol a tile de riv a -
tives in spite of tightly closed vi als and low tem per a -
ture of stor age. As a re sult of this ob ser va tion, it was
real ised that it was nec es sary to check the mass of the
vi als with sam ples in jected onto the chromatograph
(and, if nec es sary, take into ac count mass loss dur ing
cal cu la tions) or in the case of large losses of analytes,
use newly pre pared so lu tions.

In the case of au then tic hair sam ples, the prob lem
of analyte loss should be over come by us ing iso to pic
la belled cannabinol stan dards (GC-MS) or mini mised
by us ing unlabeled in ter nal stan dard (GC-FID).

4.4. Se lec tion of prep a ra tion and hair anal y sis
pa ram e ters

Tak ing into acccount sat is fac tory LOQ val ues,
good chro mato graphic sep a ra tion of cannabinols, sim -

plic ity of mea sure ments, for sub se quent stages of the
study we de cided to ap ply the op ti mised pro ce dure of
cannabinols de ter mi na tion by the HPLC-UV sys tem.
Be fore the ac tual anal y sis, hair sam ples were washed
by dip ping in meth a nol for 5 min and di chloro methane 
for 5 min. Hair sam ples were dried at room tem per a -
ture, cut into 1–2 mm pieces and weighed out. The sol -
vent ex trac tion method (LLE), ul tra sonic-as sisted ex -
trac tion (UAE) and solid phase ex trac tion (SPE) were
cho sen for eval u a tion of iso la tion ef fi ciency of
analytes. 

Ini tially pre pared hair sam ples were hy dro lysed be -
fore sol vent ex trac tion. Hy dro ly sis was per formed in
2 ml of 1 mol/dm3 po tas sium hy drox ide at 95°C for
15 min. Sol vent ex trac tion was car ried out in two
ways: af ter acid i fi ca tion of hy dro lysed sam ple with
con cen trated for mic acid (0.5 ml) or from al kali me -
dium with out ad di tion of any re agents. The main ex -
trac tion steps were: add ing of 4 ml of a mix ture of
hex ane:ethyl ac e tate, (9:1, v/v), man ual shak ing for
10 min, cen tri fug ing (3000 cy cles/min, 4°C, 10 min),
trans fer ring of or ganic layer, sol vent evap o ra tion un -
der weak ni tro gen stream and re con sti tu tion of res i due
in 100 µl meth a nol. The ex tracted sam ples were ana -
lysed by HPLC-UV. 

In ul tra sonic-as sisted ex trac tion (UAE), 4 ml of
meth a nol was added to unhydrolysed hair sam ples,
which were then in cu bated in an ul tra sonic bath at
40oC. Af ter 5 h, the or ganic layer was sep a rated end
evap o rated un der ni tro gen. The res i due was re con sti -
tuted in 100 µl meth a nol. The ex trac tion sam ples were
ana lysed by HPLC-UV.

In solid phase ex trac tion (SPE), the sorbent was
con di tioned with meth a nol and wa ter. The vol ume of
each sol vent was equal to the ca pac ity of the col umn.
Be fore ex trac tion, hair sam ples were hy dro lysed. The
hy dro ly sis pro cess was per formed with 2 ml of 1 mol/dm3

po tas sium hy drox ide at 95°C for 15 min. The sam ple
was acid i fied by add ing 0.5 ml of con cen trated for mic
acid, di luted with 5 ml of deionised wa ter and in tro -
duced onto the ex trac tion col umns. Then, the col umn
bed was dried un der vac uum for 3 min. The analytes
were eluted with 4 ml of ac e tone and di chloro methane
mix ture (3:1, v/v). Af ter evap o ra tion un der nitrogen,
the res i due was re con sti tuted in 100 µl of meth a nol.
The ex tracts were ana lysed by HPLC-UV. 

Ul tra sonic-as sisted ex trac tion (UAE) turned out to
be the most ef fi cient. The av er age SPE re cov ery was
about 25%, for acidic LLE about 19%, for al kali SPE
about 17%, whereas for UAE the av er age re cov ery
was 58% (48% for THC, 32% for THC-COOH, 85%
for CBD and 67% for CBN). In or der to im prove ex -
trac tion ef fi ciency and po ten tially ap ply the method to
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uri nal y sis, meth a nol was re placed with di chloro -
methane [11]. The re sults achieved with UAE and di -
chloro methane are pre sented in Ta ble VI.

Com par ing the ex trac tion ef fi ciency of can nabi -
nols from hair, better re cov er ies were ob tained for
unhydrolysed sam ples (ex cept for THC-COOH). For
wa ter sam ples, better ex trac tion was achieved in a neu -
tral me dium; in acidic me dium ex trac tion of analytes
was less ef fi cient.

Re cov er ies for aque ous sam ples in neu tral pH were 
in the range 85–92%. Re cov er ies of cannabinols for
hair sam ples were in the 50–78% range. 

4.5. Au then tic hair sam ples anal y sis

Au then tic hair sam ples were col lected in Jan u ary
2005 from vol un teer anon y mous stu dents of Gdañsk
Uni ver sity of Tech nol ogy who ad mit ted hav ing used
mar i huana or hash ish in the pre vi ous three months.
The sam ples were stored in sealed plas tic bags at room
tem per a ture. Au then tic hair sam ples were ana lysed ac -
cord ing to the pro ce dure de scribed be low.

About 100 mg of hair was washed by dip ping it in
meth a nol for 5 min and di chloro methane for 5 min.
Hair sam ples were dried at room tem per a ture, cut into
1–2 mm pieces and weighed out. Sam ples pre pared in
this way were ex tracted by ul tra sonic-as sisted ex trac -
tion. 4 ml of di chloro methane was added to the sam -
ples, which were then in cu bated in an ul tra sonic bath
for 5 h at 40oC. Af ter that, the sam ples were cen tri -
fuged (3000 cy cle/min, 4°C, 10 min) and the or ganic
layer was sep a rated from the hair. The sol vent was
evap o rated in a weak ni tro gen stream and the res i due
was re con sti tuted in 100 µl meth a nol. The ex tracted
sam ples were ana lysed by HPLC-UV (acetonitrile-for -
mic acid, 75:25, v/v, 228 nm). Re cov ery val ues were
taken into con sid er ation in quan ti fy ing anal y sis. 

In the 12 ana lysed sam ples, THC was de tected at a
con cen tra tion of 3.4 µg/g hair in only one case. CBD
was de tected in 7 sam ples in the range from 0.5 µg to

3.3 µg in 1 g hair (av er age 1.4 µg), CBN in 11 sam ples
in the range from 0.2 µg to 1.8 µg in 1 g hair (av er age
0.5 µg/g), whereas THC-COOH was de ter mined in all
sam ples in the range from 1.2 µg to 6.6 µg in 1 g hair
(av er age 2.1 µg/g THC-COOH). 

5. Con clu sions

In the pri mary stage of the study, GC-FID and
HPLC-UV de ter mi na tion con di tions were op ti mised.
The most ef fi cient ex trac tion method was ul tra -
sonic-as sisted ex trac tion with the ap pli ca tion of di -
chloro methane as a sol vent. In view of the need to
de ter mine THC-COOH, GC-FID could only be used
af ter derivatisation. Sig nif i cant low er ing of lim its of
de tec tion was pos si ble to achieve by derivatising
cannabinols with MTBSTFA. The best chro mato -
graphic sep a ra tion was achieved by us ing HPLC-UV
in the fol low ing isocratic elu tion sys tem: acetonitrile
and 0.05 mmol/dm3 for mic acid (75:25, v/v). The re -
ten tion times for par tic u lar com pounds were also sta -
ble us ing this sys tem. In the de vel oped pro ce dure
which uti lised UAE-HPLC-UV, eval u ated lim its of
de tec tion in hair were as fol lows: 3.4 µg/g for THC;
0.2 µg/g for CBN; 0.5 µg/g for CBD and 0.4 µg/g for
THC-COOH. This pro ce dure was also used for de ter -
mi na tion of cannabinols in au then tic sam ples (n = 12) –
the av er age con cen tra tion for 1 g hair was: 3.4 µg for
THC (n = 1); 1.4 µg for CBD (n = 7); 0.5 µg for CBN
(n = 11) and 2.1 µg for THC-COOH (n = 12).
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1. Wpro wad zenie

Prze twory ko nopi in dyjs kich s¹ na jczê œciej sto sow a -
ny mi nar kot yka mi w kra jach Unii Eu rop ejsk iej. Do
przyj mo wan ia ko nopi (co naj mniej jed nok rotnie w ci¹gu
roku) przy zna³o siê w 2002 roku w Pol sce ok. 6% m³o -
dych osób (15–34 lat), pod czas gdy œre dnia w kra jach
Unii Eu rop ejsk iej by³a w tym cza sie oko³o dwa razy
wiêk sza [12]. Do sto sow ania ma rih uany i ha szys zu naj -
czêœciej przy znaj¹ siê osoby po chodz¹ce z du ¿ych sku -
pisk miej skich. Wed³ug badañ z 2002 r. prze prowa dzo-
nych wœród mies zkañ ców War szawy w wie ku od 16 do
24 lat, do jed nok rotne go u¿y cia ma rih uany albo ha szys zu 
przy zna³o siê 48% ba dan ych [24]. Z ba dañ ma ter ia³u bio -
log iczne go po bran ego od osób ¿y wych prze prow adz o -
nych w Ka ted rze i Zak³adzie Me dyc yny S¹do wej Aka -
de mii Me dyczn ej w Gd añsku w la tach 1997–2002 wy -
nika, ¿e w gru pie ba dan ych, u kt óry ch po twierd zono
obec noœæ na rkotyk ów, a¿ u 40% osób wy kryto kan nab i -
no le. Anal ogi czna anal iza ma ter ia³ów bio log iczny ch –
z do datni¹ po twierd zon¹ ob ecnoœci¹ na rkotyk ów –  po -
bra nych pod czas sek cji zw³ok wy kaza³a ob ecn oœæ kan na - 
bi noli tyl ko w przy padku 4% badanych. 

Roz porz¹dze nie Mi nis tra Zdro wia w spra wie wy kazu 
œr odk ów dzia³aj¹cych po dobn ie do al koh olu oraz wa run -
ków i spo sobu prze prow adz ania badañ na ich obec noœæ
w or gan izm ie z 2003 r. [29] wraz z no wel iza cj¹ z 2004 r.
[30], od nosz¹ce siê do chwi low ego stê¿ enia sub stanc ji
psy choa kty wnych, m.in. nak³ada na la bor ato rium wy -
kon uj¹ce ba dan ia obo wi¹zek wy kryw ania w trak cie  ana -
li zy che miczno-tok syk olo gic znej w 1 ml pró bce krwi
przy najmn iej 2 ng D9-te trah ydr okan nabi nolu, na tom iast
w 1 ml pr óbce mo czu 20 ng kwa su 11-nor-D9-te trah ydr o -
kan nabi nolo-9-kar boks ylo wego. Nie kiedy wys têpu je jed -
nak po trzeba po twierd zenia chro niczn ego  przyjmo wania
kan nab ino li, któ ra zwy kle jest zwi¹zana z anal iz¹ wy two -
rów ro gow ych sk óry, ta kich jak w³osy czy pa z nokc ie.

2. Oznac zanie kan nab ino li we w³osach

Po mimo tego, ¿e w pro dukt ach ko nopi in dyjs kich
znaj duje siê wie le sub stanc ji za lic zany ch do gru py kan -
nab ino li, m.in. kan nab idi ol (CBD) i kan nab inol (CBN),
to za dzia³anie psy choa kty wne od pow iedz ialny jest prze -
de wszyst kim D9-te trah ydr okan nabi nol (THC). THC ule -
ga w or gan izm ie ludz kim in tens ywne mu me tab oli zmo wi
z wy twor zeni em jako g³ów nego me tab oli tu kwa su 11-nor-

D9-te trah ydr okan nabi nolo-9-kar boks ylo wego (THC- COOH).
Me chan izm wbu dow ywa nia nar kot yków do zrê bu w³osa
jest s³abo po znany. Wia domo, ¿e ce bulka w³osowa wy -
chwyt uje nar kot yki i ich me tab oli ty z krwi do cier aj¹cej
do ko rzen ia w³osa i za trzym uje je na sta³e w jego ³ody dze. 
Œred nia szy bkoœæ wzro stu w³osów wy nosi od 0,3 mm do
0,4 mm/dobê (0,9–1,2 cm/mie si¹c). Wzrost ten zale¿y od
rasy cz³owieka, p³ci, wie ku, od¿ ywiania, czy nników fi -
zjol ogi cznych i pa tol ogi cznych [2]. 

Przy got owa nie prób ek bio log iczny ch do anal izy jest
za dan iem z³o¿ onym, a oper acje i pro cesy wchodz¹ce
w sk³ad tego etapu, mog¹ byæ zaró wno przy czyn¹ stra ty
anal itów, jak i Ÿród³em do datk owy ch za niec zys zczeñ
i b³êdów [23]. W celu od nies ienia st ê¿en ia na rkot yków
we w³osach do cza su ich za¿ ywania, pró bka po winna byæ
po brana z po tyl icznej cz êœci g³owy, gdzie wystêpuje naj -
mniejs ze zró ¿nicow anie szy bkoœci wzro stu i wy pad ania
w³osów. Pr óbka gr ubo œci o³ówka (ok. 0,5 cm œr edn icy)
po winna byæ zwi¹zana kawa³kiem nici jak na jbli ¿ej sk óry 
g³owy. W³osy na le¿y uci¹æ tu¿ przy sk órze. Je ¿eli nie jest
to mo ¿liwe, d³ug oœæ po zos taj¹cej ni euc iêtej cz êœci w³o -
sów po winna byæ zmie rzona i za prot oko³owana. Nale ¿y
zazn aczyæ czêœæ bli¿ sz¹ ko rzen iowi. Cz ynno œci te maj¹
na celu um o¿li wiæ prze prow adz enie anal izy  sekwen -
cjonowanej. Prób kê mo¿na tak¿e wyry waæ z ce bulk ami
ze sk óry (w przy padku anal izy ma ter ia³u sek cyjn ego po -
bran ego ze zw³ok). W³osy po winny byæ za pak owa ne do
ko perty, wo reczka fo liow ego lub szkla nego na czyn ia.
Mog¹ byæ prze chow ywa ne w tem per atu rze po koj owej
lub w lo dów ce (4oC). Je ¿eli s¹ mo kre, to na le¿y je wy -
suszyæ w tem per atu rze po koj owej. 

W przy padku anal izy w³osów istotn ym za gadn ieni em 
jest mo ¿liw oœæ zafa³szo wan ia wy niku przez obecnoœæ
sub stanc ji (w tym nar kotyk ów) za ads orbo wan ych na po -
wierzchni w³osów. Kon sek wencj¹ tego zja wis ka jest tru -
dno œæ w odr ó¿n ieniu nar kot yków, któ re za ads orbo wa³y
siê na po wierzchni w³osów z otoc zenia (eks poz ycja bier -
na), od tych, które wnik nê³y do w³osa bezp oœrednio
z krwi. Dla tego przed przyst¹pie niem do w³aœc iwej anal i -
zy nark oty ków prób ki w³osów musz¹ byæ pod dane pro -
ced urze usuw ania zani ecz yszczeñ z ich po wierzchni. Za -
sto sow ane me tody my cia w³osów na jczêœciej po lega³y na 
za stos owa niu w tem per atu rze po koj owej przez kil ka do
kil kun astu mi nut p³ukan ia w di chlor ome tan ie [1, 13, 10, 27], 
w wo dzie de jon izo wan ej i acet onie [19, 20] czy te¿ mie -
szan inie me tan olu i etan olu [11]. Przy oznac zaniu narko -
tyków we w³osach bar dzo wa¿ na jest wy dajna i po wta -
rzal na eks trakc ja tych ana litów. Sprzy ja temu ca³ko wita
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hy drol iza w³osów. Na le¿y jed nak dob raæ od pow iedni¹
me todê hy drol izy. Dra styczne wa runki, ja kie sto suje siê
przy pe³nej hy drol izie, mog¹ sp owod owaæ rozk³ad ba -
dan ych sub stanc ji. Sto sow ane tu by³y m.in. nas têp uj¹ce
me tody hy drol izy w³osów: 500 mg w³osów pod daw ano
in kub acji z 1 ml 1 mol/dm3 NaOH przez 10 min w tem -
per atu rze 95°C [5, 6], a nas têp nie do 20 mg w³osów do -
daw ano 2 ml 8 mol/dm3 roz tworu mocz nika. Hy drol iza
za chod zi³a w tem per atu rze po koj owej przez noc, po czym 
do 15 mg w³osów do daw ano 0,5 ml 10 mol/dm3 NaOH
i ter mos tato wano przez 30 min w 70°C [37], a 20 mg
w³osów hy drol izo wano 200 µl 1 mol/dm3 kwa su chlo ro w o -
do row ego (HCl) w tem per atu rze 60°C przez 60 min [14].

Na jczê œciej sto sow an¹ me tod¹ hy drol izy jest hy drol i za 
al kal iczna. Uw a¿a na jest ona za bar dziej wy dajn¹ i po w -
tar zaln¹ ni¿ hy drol iza kw aœna i en zym aty czna [8, 39].
Wpro wad zenie oper acji eks trakc ji w anal izie ma ter ia³u
bio log iczne go daje wie le kor zyœci (m.in. uproszc zenie
sk³adu ma trycy pier wotn ej prób ki, mo¿l iwoœæ zwiê ksze -
nia stê¿ enia anal itu w ma trycy od bier aj¹cej) [22]. Pr óbki
bio log iczne s¹ przyk³adem próbek, w których  przepro -
wa dzenie anal itów do ma trycy wt órnej jest sz czeg ólnie
istotne, po zwala bo wiem na wy kon anie anal izy tych pró -
b ek z wy kor zyst aniem tech nik chro mat ogr afic znych [5,
6, 11, 33, 37].

Tech niki sto sow ane do eks trakc ji kan nab ino li z roz -
two rów pró bek w³osów po wcz eœn iej prze prow adz onej
hy drol izie ma trycy bio log icznej to m.in. eks trakc ja roz -
puszc zalni kiem (ang. liqu id-liqu id extrac tion – LLE),
eks trakc ja do fazy sta³ej (ang. so lid pha se extrac tion –
SPE), eks trakc ja wspo mag ana ultr adŸ wiê kami (ang. ul -
tras onic-as sis ted extrac tion – UAE). Roz puszc zalnik sto -
sow any do eks trakc ji LLE po win ien bar dzo s³abo roz -
pu szcz aæ siê w wo dzie, ch arakteryzowaæ siê du¿¹ czy-
 stoœci¹ (zmi nim ali zow anie za niec zyszcz enia pr óbki)
oraz du¿¹ lo tnoœ ci¹ (u³atwien ie póŸnie jszego od par owa -
nia). Na jcz êœc iej sto sow any mi roz puszc zalni kami do
eks trakc ji kan nab ino li z pró bek bio log iczny ch s¹:  meta -
nol, octan etylu, acet on, acet oni tryl, di chlor ome tan lub
mie szan iny tych roz pusz cza lników. W celu prze prow a -
dz enia eks trakc ji ana litów z pró bki z u¿y ciem tech niki
eks trakc ji wspo mag anej ultr adŸ wiê kami (UAE) prób kê
umieszc za siê w szkla nym lub me tal owym na czyn iu
i wsta wia do ³aŸni ultr adŸwiêkowej lub te¿ wewn¹trz na -
czyn ia umieszc za siê sondê ultradŸ wiêkow¹. Za kres ul -
tradŸwiêków wy kor zyst ywan ych do eks trakc ji roz pusz-
czal nik iem wy nosi od 20 kHz do 500 kHz. Do za let tech -
niki UEA za lic za siê: dobr¹ po wta rzalnoœæ, mo ¿li woœæ
za stos owa nia me tody do pr óbek o ró ¿ny ch roz miar ach,
wy sok¹ ef ektywnoœæ eks trakc ji oraz mo¿ liwoœæ pro wad -
zenia kil ku eks trakc ji jed nocze œnie [18, 26]. Eks trakc ja
do fazy sta³ej SPE po lega na prze nies ieniu anal itów
z prób ki ciek³ej do fazy sta³ej, któr¹ sta nowi¹  odpo -
wiednio do brane sor benty [21]. 

Dery wat yza cjê wpro wad za siê tyl ko wte dy, gdy rze -
czywiœcie jest ko nieczna, po niewa¿ kom plik uje sk³ad
ma trycy eks traktu, przed³u¿a czas ba dan ia i zw iêk sza
koszt anal izy. Jej g³ówn¹ za let¹ jest po prawa gra nicy
ozn acz alnoœci na wet o kil ka rzê dów [32, 35]. Naj bard ziej 
po pul arny mi i uniw ersa lnymi od czynn ika mi de ryw aty -
zuj¹cymi do blo kow ania grup po larn ych bêd¹cych do -
nor ami pr oto nów s¹ od czynn iki si lil uj¹ce [31]. Do
od czy nników na jcz êœciej wy kor zyst ywan ych do de ryw a -
ty zac ji kan nab ino li mo¿ na zal icz yæ: MTBSTFA [3, 7, 36, 
37, 40], PFPA/PFPOH [6, 17], BSTFA [6, 16] i TMAH
[15, 38]. W ni niejs zych ba dan iach do de ryw aty zac ji kan -
nab ino li u¿y to od czynn ika si lil uj¹cego  tert- butylodime -
tylosililotrifluoro-acetamidu z 1% zawa rto œci¹ tert-buty-
lo dim ety los ili lu (MTBSTFA + 1% TBDMS). MTBSTFA
jest bar dzo re akt ywny, a jego dzia³anie po lega na wy -
mian ie atomu wo doru zwi¹za nego z he ter oat omem na
 grupê funk cyjn¹ [–Si(CH3)2C(CH3)3]. Po wstaj¹ce po -
chodne TBDMS cha rakt ery zuj¹ siê du¿o wiê ksz¹ lot -
noœci¹ i mniejsz¹ polarnoœci¹ od kan nab ino li. Po winny
wy kazy waæ ró wnie¿ wi êksz¹ st abil noœæ i czu³oœæ w ba -
dan iu w przy padku za stos owa nia chro mat ogr afii  gazo -
wej [34]. 

3. Ma ter ia³y i me tody

3.1. Od czynn iki i ma ter ia³ ba dawc zy

W ba dan iach za stos owa no na stêp uj¹ce od czynn iki
(o cz yst oœci HPLC lub cz.d.a.): acet on, acet oni tryl, me -
tan ol, di chlor ome tan (Merck, Niem cy), hek san (Pro mil
Che mic als, An glia), MTBSTFA w 1% TBDMS (Sig -
ma-Al dr ich, Sta ny Zjed noc zone), octan etylu, kwas
mrówkowy, kwas octo wy, kwas siar kowy, wo dor otl enek
po tasu (POCh, Pol ska) oraz sub stanc je wzor cowe: THC,
CBD, CBN i THC-COOH o stê¿ eniu 1 mg/ml w me tan o -
lu (Ce rill iant, LGC Pro moc hem, Sta ny Zjed noc zone).

Prób ki w³osów po bier ano od st uden tów Po lit echni ki
Gd añs kiej w lu tym 2005 r. z za chow ani em za sady do bro -
wolnoœci i an oni mowoœci. Przed po bran iem pr óbek stu -
denci oœw iadc zyli, ¿e za¿ ywali pro dukty ko nopi in dyj-
skich w cza sie ostatn ich kil ku mie siêcy. Pró bki prze -
chow ywa no w szczel nie zamkni êtych wo reczk ach fo -
liow ych w tem per atu rze po koj owej. 

3.2. Apar atu ra

W trak cie opty mal iza cji pro ced ury anal ity cznej oraz
pod czas pro wad zony ch bad añ wy kor zyst ywane by³y na s -
têpuj¹ce urz¹dze nia i elem enty wypo sa¿e nia anal ity cz -
nego: 
– chromatograf gazowy Fo cus GC firmy ThermoFin-

nigan wyposa¿ony w detektor p³omieniowo-joni za -
cyjny (FID), kolumna Rtx-5 Sil MS firmy Restek
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o d³ugoœci 30 m, œrednicy wewnêtrznej 0,25 mm
i gruboœci fazy 0,25 µm. Analizy prowadzono przy
temperaturze detektora 315°C, dozownika 280°C oraz
przy programowanej temperaturze pieca: 150°C przez
0,7 min, wzrost temperatury do 270°C przy 15°C/min,
utrzymanie temperatury 270°C przez 1 min, wzrost do 
290°C przy 2°C/min, utrzymanie temperatury 290°C
przez 5 min. Do dozownika, który pracowa³ w trybie
bez podzia³u strumienia gazu noœnego, wprowadzano
2 µl próbki. Natê¿enie przep³ywu strumienia gazu
noœnego wynosi³o 1 ml/min;

– chromatograf gazowy Trace GC firmy Thermo Fin -
nigan z detektorem spektrometrii mas (MS), kolumna
firmy Restek Rtx-5 Sil MS (d³ugoœæ 30 m, œrednica
wewnêtrzna 0,25 mm i gruboœæ fazy 0,25 µm). Do
dozownika, który pracowa³ w trybie z podzia³em stru -
mienia gazu noœnego, wprowadzano 4 µl próbki.
Ana lizy prowadzono przy temperaturze dozownika
280°C oraz takiej samej programowanej temperaturze 
pieca, jak w przypadku oznaczeñ GC-FID. Detektor
MS pracowa³ w trybie jonizacji elektronowej (EI).
Rejestracjê widm mas wykonano w trybie ska no -
wania jonów (SCAN) w zakresie mas od 50 m/z do
650 m/z oraz w trybie monitorowania wybranych
jonów (SIM);

– chromatograf cieczowy LC10Avp firmy Shimadzu
z detektorem UV/VIS, manualny dozownik z pêtl¹
dozuj¹c¹ o objêtoœci 5 µl, kolumna wype³niona ¿elem 
krzemionkowym modyfikowanym faz¹ oktade cy lo -
w¹ Luna 5 µm C18(2) firmy Phenomenex (d³ugoœæ
15 cm, œrednica wewnêtrzna 4,6 mm, œrednica ziarna
5 µm). 
Po nadto w ba dan iach wy kor zyst ano: ko lum ienki eks -

trakc yjne do SPE wype³nio ne ¿el em krze mionk owym
mo dyf iko wan ym okta dec ylem (C18) fir my J. T. Ba ker,
³aŸ niê ul tradŸwiêkow¹ (Pol son ic Sp. z o.o., Pol ska), la -
bor ato ryjn¹ p³ytê grzejn¹ TLC Pla te He ater III (Ca mag,
Szwaj car ia) oraz ze staw do de jon izo wan ia wody ( Milli -
pore, Sta ny Zjed noc zone).

4. Dys kus ja wyn ików

Wy brane elem enty wa lid acji w ni niejs zej pra cy prze -
prow adz ono przez okreœlenie selektywnoœci, wy znac ze -
nie li niow oœci, gra nic wyk rywalnoœci i ozn aczalnoœci,
za kresu po miar owe go oraz ok reœl enie ni epew noœ ci po -
miar ów, przy czym pro ces ten by³ po przed zony opty mal i -
za cj¹ waru nków oznac zenia GC-FID oraz HPLC-UV.

Gran icê wykr ywa lno œci LOD ob lic zano w wi êks zoœ ci 
pr zyp adków na pod staw ie war toœci sto sunku sy gna³u do
szu mu (ta bele I, III i IV). W tym celu dla uzys kane go
chro mat ogr amu prób ki œlep ej okre œlo no po ziom sz umów
(œr ednia arytm ety czna po wierzchni 10 pi ków zin teg ro -
wa nych w pob li¿u cza su re tenc ji agal itu), a nast êpn ie

wiel koœæ tê prze mno ¿ono przez 3 i prze lic zono uzys kan¹
wart oœæ sy gna³u na st ê¿enie.

Na tom iast w ta beli V przed staw iono warto œci gra nic
ozn aczalnoœci LOQ ob lic zony ch na pod staw ie wcz eœni ej
wy znac zony ch gra nic wyk rywalnoœci LOD w oparc iu
o krzy we ka lib racy jne:

LOD
s

a
=

´3 3,
{1}

War toœæ LOD by³a wy znac zona na pod staw ie
wspó³ czynnika kie runk owe go krzy wej ka lib racy jnej (a)
oraz œr edn iej wa rto œci od chyl enia stan dard owe go (s)
uzys kanej przez uœrednienie od chyl enia stan dard owe go
wy razu wol nego (sb) i war toœ ci szcz¹tkow ego od chyl enia 
stan dard owe go (sxy) [25]. Gra nice ozn acz alnoœci LOQ
ob lic zono jako po tró jn¹ wa rto œæ oszac owa nego stê¿e nia
gra nicy wyk ryw alnoœci LOD. 

4.1. Dobór waru nków pro wad zenia anal izy GC-FID
i GC-MS

W celu wy znac zenia gra nicy wyk ryw alnoœci i oz na -
czalnoœci dla THC, CBN, CBD oraz THC-COOH bez za -
stos owa nia de ryw aty zac ji za rów no tech nik¹ GC-FID, jak 
i GC-MS, do ko lumn chro mat ogr afic znych wpro wad zo -
no po 2 µl roz tworu ka¿dego wzor ca (THC, CBN, CBD,
THC-COOH) o stê¿ eniu 1 mg/ml. Ob lic zone wa rto œci
gra nic wyk rywalnoœci i ozn aczalnoœci pos zczególnych
ana litów ze staw iono w ta beli I.

Ze wz glê du na nie wyk rycie cer tyf iko wan ego wzor ca
THC-COOH w za stos owa nym uk³adzie  chromatogra ficz -
nym GC-FID (w re lat ywnie du ¿ym st ê¿e niu 1 mg/ml),
w dal szej czê œci bad añ po stan owi ono wp rowa dziæ – zgod -
nie z licz nymi da nymi za wart ymi w li ter atu rze przed -
miotu [3, 7, 36, 37, 40] – etap de ryw aty zac ji do pro ced ury 
anal ity cznej. W celu opty mal iza cji oznac zenia oraz ob n i -
¿enia gra nicy ozn acz alnoœci za stos owa no trzy pro ced ury
prze prow adz ania ba dan ych an ali tów w po chodne (ta -
bela II). 

Do ko lumny chro mat ogr afic znej GC-FID  wprowa -
dzono, po wcze œni ejsz ej de ryw aty zac ji me tod¹ A, po 2 µl 
anal izo wan ej prób ki, na tom iast do ko lumny  chromato -
gra ficznej GC-MS po 4 µl roz tworu próbki. Anal iza
chro mat ogr afic zna prób ek wy kon any ch me tod¹ A nie
da³a po zyt ywny ch wy nik ów. G³ówn¹ przy czyn¹ mog³a
byæ stra ta bar dzo lot nych pro duktów re akc ji de ryw aty -
zac ji pod czas od par owy wan ia roz puszc zalni ka w  ³agod-
 nym stru mien iu azotu. Do wod em po twierd zaj¹cym tê
tezê by³y wy niki uzys kane drug¹ me tod¹ de ryw aty zac ji.
Je dyn¹ ró ¿nic¹ mi êdzy me tod¹ A i B by³o opuszc zenie
etapu po rea kcy jnego su szen ia pr oduk tów re akc ji  dery -
wa tyzacji w stru mien iu azotu. Zgod nie ze wska zówkami
Bo urqui na oraz Bren nei sena [3] zmo dyf iko wano po wy¿ -
sze me tody (me toda C). Wy znac zone wa rtoœ ci gra nicy
wyk ryw alnoœci i ozn acz alnoœci dla kan nab ino li z  zasto -
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sowaniem re akc ji de ryw aty zac ji me tod¹ B i C oraz z wy -
kor zyst aniem tech niki GC-FID i tech niki GC-MS ze sta -
wio no w ta beli III. Pod czas oznac zania kan nab ino li za
po moc¹ tech niki GC-MS za stos owa no tryb SCAN.

Po rów nuj¹c wy niki otrzym ane pod czas anal izy prób -
ki wzor ców po de ryw aty zac ji przy za stos owa niu tech niki 
GC-FID oraz GC-MS, stwier dzono, i¿ dla THC otrzym a -
no ni¿sze gra nice ozn acz alnoœci, gdy za stos owa no me -
todê C. W przy padku THC-COOH ni¿s ze wart oœci LOQ
otrzym ano, sto suj¹c met odê B. Oznac zaj¹c CBN za po -
moc¹ tech niki GC-FID, ni¿s ze wart oœci gra nicy  ozna -
czalnoœci otrzym ano dla me tody C, na tom iast me toda B
okaza³a siê czulsza przy za stos owa niu tech niki GC-MS.
Stê¿ enie oko³o 13 µg CBD w 1 ml roz tworu by³o wy -
kryw ane pod czas anal izy prób ki za po moc¹ GC-FID, na -
tom iast CBD by³ wy kryw alny z za stos owa niem tech niki
GC-MS w try bie SCAN do piero przy po dwoj onej jego
za wart oœci w pr óbce (ok. 26 µg/ml). Ostat ecznie wy -
brano de rywa tyzacjê me tod¹ B, dla kt órej – przy  ozna -
cza niu tech nik¹ GC-FID – wart oœæ gra nicy ozn acz alnoœci 
dla THC-COOH by³a ni¿ sza. W celu oceny wzmoc nien ia
czu³oœci me tody po de ryw aty zac ji kan nab ino li w sto -
sunku do war toœci oznac zany ch bez za stos owa nia tego
etapu przy u¿yc iu GC-FID oraz GC-MS, sporz¹dzo no
tab elê IV.

W przy padku oznac zania kan nab ino li tech nik¹ GC-
FID po za stos owa niu de ryw aty zac ji gra nice  ozna czal -
noœci by³y znacz nie ni¿sze ni¿ warto œci gra nic  ozna czal -
noœci bez wcz eœniejszego prze prow adz enia de ry w aty za-
cji kan nab ino li. Wie lok rot noœæ wzmoc nien ia sy gna³u
wy nosi³a od 180 (dla THC) do 320 (dla CBN). Gra nice
ozn acz alnoœci dla po zos ta³ych kan nab ino li by³y ni¿ sze.
Wie lok rot noœæ wzmoc nien ia dla THC przy za stos owa niu 
tech niki GC-MS wy nosi³a 90, a dla CBN 200. Re akc ja
de ryw aty zac ji wp³ynê³a ko rzystn ie na  ozna cza nie THC-
COOH. Kwas ten zo sta³ wy kryty za po moc¹ tech niki
GC-FID oraz GC-MS. 

W dal szych ba dan iach wy kor zyst ywano re akc jê de -
ryw aty zac ji me tod¹ B. W celu ob ni¿enia gra nicy wykry -
waln oœci kan nab ino li po stul owa ne jest mo nit oro wan ie
wy bran ych jo nów (SIM). W try bie SCAN okr eœlono naj -
bard ziej in tens ywne jony mas ba dan ych kan nab ino li po
de ryw aty zac ji za po moc¹ MTBSTFA: m/z = 428, 345
i 413 dla po chodn ej THC, m/z = 418, 475 i 344 dla po -
chodn ej CBD, m/z = 409, 424 i 367 dla po chodn ej CBN
oraz m/z = 515, 572 i 557 dla po chodn ej THC-COOH.

W celu wy znac zenia krzy wych wzor cow ych  proce -
du ry wy kor zyst uj¹cej de ryw atyz acjê (zgod nie z me tod¹
B) oraz ch romatografiê ga zow¹ GC-FID prze prow adz o -
no anal izy 5 rozt wor ów mie szan in wzor cow ych w za -
kres ie st ê¿eñ od 30 µg/ml do 1000 µg/ml. Do ko lumny
chro mat ogr afic znej wpro wad zano po 2 µl ka¿dej prób ki.
Anal izê chro mat ogr afic zn¹ wszyst kich próbek powt ó -
rzo no trzy krotn ie. Bior¹c pod uwagê wart oœci uzys ka-
 nych wspó³czyn ników re gres ji wy nosz¹cych R2 = 0,992–

0,999 (po wierzchn ie pi ków chro mat ogr afic znych i od -
pow iadaj¹ce im st ê¿e nia anal itu), mo¿na stwi erd ziæ, ¿e
w ba dan ym za kres ie st ê¿eñ ist nieje li niowa za le¿n oœæ po -
miêd zy tymi zmien nymi. 

4.2. Dobór waru nków anal izy me tod¹ HPLC-UV

Oznac zanie zwi¹zków z gru py kan nab ino li z  wyko -
rzystaniem tech niki HPLC pro wad zono w uk³adzie faz
odwróconych, naj kor zystni ejszym do roz dziel ania sub -
stanc ji nie pol arny ch i s³abo po larn ych. Ko rzys taj¹c z da -
nych za wart ych w li ter atu rze przed miotu [21, 28], do
oznac zania kan nab ino li wy brano dwie d³ug oœci fal – 228
i 278 nm. Pocz¹tkowo do ustal enia sk³adu fazy ru chom ej
za stos owa no el ucjê gra dient ow¹ trzech rozpusz czal ni -
ków (A – 0,05 mmol/dm3 bu foru octa now ego, B – acet o -
ni tryl, C – me tan ol) [9]. Przez pierw sze 2 min sk³ad faz
by³ nastê puj¹cy: 13% A, 22% B, 65% C. Przez nastêpne
25 min zawartoœæ acet oni try lu (B) wzra sta³a do 35%
kosz tem ma lej¹cej za wartoœci roz puszc zalni ka A (ry -
cina 1 a). 

Anal iza chro mat ogr afic zna w ta kim uk³adzie faz wy -
kaz ywa³a brak po wta rza lnoœci cz asów re tenc ji (cza sy re -
tenc ji ró ¿ni³y siê na wet o 2–5 min). Poza tym anal iza
chro mat ogr afic zna nie za pewni³a sku teczn ego roz dziel e -
nia THC-COOH i CBD. W dal szych ba dan iach bu for
octa nowy zast¹pio no roz twor em kwa su mró wkowego
o tym sa mym st ê¿eniu. Roz dzia³ pro wad zono w  warun -
kach izok raty cznych. Wpro wad zone zmia ny wp³ynê³y
ko rzystn ie na po wtarza lnoœæ cz asów re tenc ji. W celu po -
pra wien ia roz dzie lczoœci THC-COOH i CBD ze sk³adu
fazy ru chom ej ca³ko wic ie wy elim ino wano me tan ol. El u -
cjê pro wad zono w uk³adzie izok raty cznym przez 30 min.
Faza ru choma sk³ada³a siê z acet oni try lu oraz wod nego
roz tworu kwa su mró wkowego o stê ¿eniu 0,05 mmol/dm3

(87:13, v/v). Anal iza chro mat ogr afic zna za pewni³a pra -
wid³owe roz dziel enie THC-COOH i CBD (ry cina 1 b).
W wy niku opty mal iza cji zawa rto œci sk³adu fazy  rucho -
mej naj leps ze roz dziel enie uzys kano przy izo k ra ty cznym 
sk³adzie fazy ru chom ej acet oni tryl: 0,05 mmol/dm3 kwa -
su mró wkowego, 75:25, v/v (ry cina 1 c).

W celu sporz¹dze nia krzy wych wzor cow ych pod -
dano anal izie tech nik¹ chro mat ogr afii cie czow ej HPLC-
UV 5 mie szan in wzor cow ych w za kres ie st ê¿eñ od
0,1 µg/ml do 1000 µg/ml. Do ko lumny chro mat ogr afic z -
nej wpro wad zano po 5 µl ka¿dej prób ki. Anal izê chro -
mat ogr afic zn¹ wszyst kich próbek powtór zono trzy krot-
nie. Bior¹c pod uwagê wart oœci wspó³czyn ników re gres ji 
(r2 = 0,999 we wszyst kich przy padk ach), mo¿na stwi er -
dz iæ, ¿e w ba dan ym za kres ie st ê¿eñ od 0,1 µg/ml do
1000 µg/ml ist nieje li niowa za le¿n oœæ po miêd zy po wierzch -
nia mi pik ów chro mat ogr afic znych i od pow ia da j¹cymi im 
st ê¿e niami anal itu. Wy znac zona roz szer zona nie pewn oœæ 
po miar owa (oszac owa na jako  podwo jo na warto œæ od -
chyl enia stan dard owe go wy znac zona dla sz eœciu po mia -
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rów) dla st ê¿en ia an alit ów 1 µg/ml wy nosi³a w za sto -
so wan ej me tod zie HPLC-UV (dla 228 nm): 6,2% dla
THC-COOH; 6,9% dla CBD; 6,5% dla CBN oraz 3,8%
dla THC.

4.3. Po równanie gra nic ozn aczalnoœci
i wyk rywalnoœci GC-FID i HPLC-UV

Gra nice wyk ryw alnoœci dla pos zcz ególnych ana lit ów
wy znac zone przy za stos owa niu me tody GC-FID z wc zeœ -
niejsz¹ de ryw aty zacj¹ i ob lic zone na pod staw ie szcz¹t -
kow ego od chyl enia stan dard owe go by³y ni¿s ze ni¿ gra -
nice wykr ywal noœ ci ob lic zone na pod staw ie od chyl enia
stan dard owe go wy razu wol nego (ta bela V). Jed nak rz¹d
wie lkoœci ob lic zony ch wa rto œci gra nic wyk ry wal noœci
by³ taki sam, wiêc jako wy znac zon¹ wa rtoœæ pr zyjê to
 œred ni¹ z obu po miar ów. Wy znac zone gra nice  oznaczal -
noœ ci mieœ ci³y siê w prze dziale 0,27–0,64 µg/ml. Najn i¿sze
LOD (LOQ) otrzym ano dla CBN, najwy¿ sze zaœ dla
CBD. Gra nice wyk ryw alnoœci dla THC (0,35 µg/ml)
i THC- COOH (0,33 µg/ml) by³y zbl i¿o ne. W celu  wery -
fi kacji wy znac zony ch wa rtoœ ci gra nic ozn aczalnoœci do 
ko lum ny chro mat ogr afic znej wpro wad zono po 5 µl  cer -
tyfiko wanych wzor ców THC-COOH o stê¿ eni ach
0,035 µg/ml, 0,050 µg/ml oraz 0,110 µg/ml. THC-COOH 
wy kryto i oznac zono tyl ko dla naj wy¿szego stê ¿enia, co
by³o zgod ne z sza cow anym – na pod staw ie krzy wych ka -
lib racy jnych – st ê¿e niem LOQ. Po rów nuj¹c wy znac zone
LOQ dla kan nab ino li tech nik ami GC-FID (z wcze œni ej -
sz¹ de ryw aty zacj¹ an ali tów) oraz HPLC-UV, stwier dzo -
no, ¿e ni¿sze wartoœ ci gra nic ozn aczalnoœci dla CBN,
CBD, THC-COOH otrzym ano, sto suj¹c chr omatografiê
cie czow¹ z de tekt orem UV (ta bela V).

Pró bki roz two rów wzo rców wszyst kich analit ów
w za kres ie st ê¿eñ od 30 µg/ml do 1000 µg/ml, a  wyko -
rzystane do sporz¹dze nia krzy wej ka lib racy jnej po anal i -
zie chro mat ogr afic znej, prze chow ywa no w tem per atu-
rze –20oC. Po 48 go dzin ach po wtór zono anal izy tych
prób ek. We wszyst kich próbka ch stê¿en ia roztwo rów po -
chodn ych TBDMS po 48 go dzin ach by³y ni ¿sze (na wet
do 50%) od st ê¿eñ otrzym any ch bezpoœ red nio po przy -
got owa niu prób ek do anal izy chro mat ogr afic znej. Zo -
sta³o to spo wod owa ne od par owa niem cz êœci lot nych  po -
chod nych TBDMS po mimo szczel nie zamkni êtych na -
czyn iek oraz ni skiej tem per atu ry prze chow ywa nia. Wy -
nik iem te go sp ost rze¿enia by³a ko nie cznoœæ kon troli ma -
sy  naczy niek z pr óbka mi do zow any mi do chro mat ogr afu
(i ewen tu alne uwzgl êdn ien ie strat masy pod czas obli -
czeñ) lub – w przy padku du¿y ch strat analitów – koni ecz -
noœæ przy got owa nia na nowo ba dan ych ro ztw orów.
W przy padku ba dan ia pr óbek rze czyw ist ych pro blem
strat analitów po de ryw aty zac ji po win ien byæ roz wi¹zany 
przez  stoso wa nie wzo rców kan nab ino li zna kow any ch
izot opo wo (w trak cie anal izy z wy kor zyst aniem tech niki

GC-MS) lub zmi nim ali zow any przez wy kor zyst anie
wzor ca wew n êtrznego (w anal izie tech nik¹ GC-FID).

4.4. Dob ór war unków przy got owy wan ia i anal izy
w³osów

Z uwagi na za dow alaj¹ce wa rto œci LOQ,  skutecz -
niejszy roz dzia³ kan nab ino li oraz pro sto tê ozn acz eñ do
dal szych bad añ, po stan owi ono wy korz yst aæ zop tym ali -
zow an¹ met ody kê oznac zenia kan nab ino li w uk³adzie
HPLC-UV. Przed przyst¹pie niem do w³aœc iwej anal izy
prób ki w³osów myto przez za nur zenie przez 5 min w me -
tan olu oraz przez 5 min w di chlor ome tan ie. W³osy wy -
sus zono w tem per atu rze po koj owej, na stê pnie po ciê to je
na 1–2 mm od cinki i zw a¿ono. Do zba dan ia efe kty wnoœci
izol acji anal itów z prób ek w³osów wy brano te chni kê eks -
trakc ji roz puszc zalni kiem (LLE), eks trakc jê wspo mag an¹
ultr adŸ wiêkami (UAE) oraz ekst rak cjê do fazy sta³ej (SPE). 

Przed przyst¹pie niem do eks trakc ji ana litów roz pusz -
c zalni kiem, wst êpnie przy got owa ne prób ki w³osów pod -
dano hy drol izie. Pro ces hy drol izy prze prow adz ano za
po moc¹ 2 ml 1 mol/dm3 roz tworu wo dor otl enku po tasu
w tem per atu rze 95°C przez 15 min. Eks trakc ja ana litów
roz puszc zalni kiem prze biega³a w dwóch wa riant ach:
w œrodo wis ku kw aœnym po za kwas zeniu  zhydrolizowa -
nej pró bki w³osów stê ¿onym kwa sem mró wkowym
(0,5 ml) lub w œro dowisku al kal icznym bez do datku ¿ad -
nego od czynn ika. G³ówne etapy eks trakc ji to: do dan ie do 
roz tworu anal izo wan ej prób ki w³osów 4 ml mie szan iny
roz pusz cza lników (hek san:octan etylu, 9:1, v/v), rêcz ne
wytrz¹sa nie anal izo wan ej prób ki przez 10 min,  odwi -
rowanie pr óbki (3000 obr/min, 4°C, 10 min), od dziel enie
war stwy or gan icznej od po zos ta³oœci, od par owa nie roz -
puszc zalni ka w ³agodn ym stru mien iu azotu i  rozpusz -
czenie su chej po zos ta³oœci w 100 µl me tan olu. Pr óbki
otrzym any ch ekstra któw pod daw ano anal izie me tod¹
HPLC-UV. 

W eks trakc ji wspo mag anej ultr adŸ wiê kami (UAE) do 
prób ek wstê pnie przy got owa nych w³osów, bez pod dan ia
ich wcz eœn iej pro ces owi hy drol izy, do dano po 4 ml me -
tan olu. Na stê pnie wsta wiono je do ³aŸni ultr adŸw iêkowej 
o tem per atu rze 40oC. Po up³ywie 5 go dzin od dziel ono
wa rstwê roz puszc zalni ka od w³osów i od par owa no je do
su cha w ³agodn ym stru mien iu azotu. Such¹ po zos ta³oœæ
roz puszc zono w 100 µl me tan olu. Pr óbki otrzym any ch
ekstra któw pod daw ano anal izie me tod¹ HPLC-UV.

W me tod zie eks trakc ji do fazy sta³ej (SPE) sor bent
kon dyc jono wano za po moc¹ me tan olu i wody. Ob jêt oœæ
ka ¿de go z ro zpu szc zalników ró wno wa¿ na by³a ob jêt oœci
ko lum ienki. Przed przyst¹pie niem do eks trakc ji ana litów
roz puszc zalni kiem wst êpnie przy got owa ne prób ki w³o-
sów pod dano hy drol izie. Pro ces hy drol izy  przepro wa -
dzano za po moc¹ 2 ml 1 mol/dm3 roz tworu wo dor otl enku 
po tasu w tem per atu rze 95°C przez 15 min. Próbkê za -
kwas zono przez do dan ie 0,5 ml st ê¿o nego kwa su  mrów -
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kowego, roz cieñczono 5 ml wody de jon izo wan ej i na -
nie siono na ko lum ienki eks trakc yjne. Nas têpnie z³o¿e
w ko lum ienka ch su szono przez 3 min w pró¿ni. Anal ity
eluo wano z sor bentu za po moc¹ 4 ml mie szan iny acet onu
i di chlor ome tanu (3:1, v/v). Po od par owa niu mie szan iny
roz pusz cza lników w ³agodn ym stru mien iu azotu  otrzy -
ma no such¹ po zos ta³oœæ, któr¹ roz puszc zono w 100 µl
me tan olu. Pr óbki otrzym any ch ekstra któw pod daw ano
ana li zie me tod¹ HPLC-UV. 

Naj bard ziej efekt ywn¹ z za stos owa nych me tod eks -
trakc ji kan nab ino li okaza³a siê eks trakc ja wspo mag ana
ultr adŸ wiê kami. Œred nia war toœæ od zys ku dla me tody
SPE wy nosi³a ok. 25%, dla LLE ze œr odo wiska kw aœn ego 
ok. 19%, a z za sad owe go ok. 17%, na tom iast dla UAE
otrzym ano œrednio 58% (dla THC 48% od zys ku, THC-
COOH 32%, CBD 85% i CBN 67%). W celu zw iêk -
szenia wy daj noœci eks trakc ji oraz po tenc jalne go  wyko -
rzystania me tody do anal izy mo czu, me tan ol zast¹pio no
di chlor ome tan em [11]. Wy niki uzys kane pod czas anal izy 
w³osów tech nik¹ UAE z za stos owa niem di chlor ome tanu
jako roz puszc zalni ka za mieszc zono w ta beli VI.

Po rów nuj¹c ef ekt ywno œæ eks trakc ji kan nab ino li z pró -
bek w³osów, za uwa ¿ono, ¿e wy¿ sze war toœ ci od zys ku
stwier dzono dla próbek bez hy drol izy (op rócz THC-
COOH). Dla pr óbek wod nych wy dajn iejsza eks trakc ja
za chod zi³a w œr odow isku ob ojêt nym, w œr odow isku
kwaœnym izol acja anal itów by³a mniej wy dajna. Pro cent
od zys ku w przy padku prób ek wod nych w œro dowisku
obo jêtnym mie œci³ siê w prze dziale 85–92%. Od zys ki
kan nab ino li dla pró bek w³osów mie œci³y siê w prze dziale
50–78%. 

4.5. Ba dan ia pr óbek rze czyw ist ych

Rze czyw iste pró bki w³osów po brane zo sta³y w lu tym
2005 r. od 12 st udentów Po lit echni ki Gd añs kiej, kt órzy
przy znali siê do przyj mow ania ma rih uany lub ha szys zu
w okres ie ostatn ich 3 miesiê cy. Próbki prze chow ywa no
w szczel nie zamkni êtych wo reczk ach fo liow ych w tem -
per atu rze po koj owej. W oparc iu o oprac owan¹ proce -
durê, której opis poda no poni ¿ej, do kon ano anal izy rze -
czy wis tych pró bek w³osów. 

Oko³o 100 mg w³osów myto przez za nur zenie przez
5 min w me tan olu oraz przez 5 min w di chlor ome tan ie.
Pr óbki w³osów su szono w tem per atu rze po koj owej, na -
stê pnie ci êto je na 1–2 mm od cinki i wa ¿ono. Tak przy -
got owa ne prób ki w³osów pod daw ano eks trakc ji wspo -
ma gan ej ul tra dŸwiêkami. Do pr óbek do dano po 4 ml di -
chlor ome tanu i wsta wiono na 5 h do ³aŸni ultr adŸw iê -
kowej o tem per atu rze 40oC. Po tym cza sie pró bki odwi -
ro wano (3000 obr./min, 4°C, 10 min) i od dziel ono war -
stwê roz puszc zalni ka od w³osów. Roz puszc zalnik  odpa -
rowano w ³agodn ym stru mien iu azotu, a such¹
po zos ta³oœæ roz puszc zono w 100 µl me tan olu. Pr óbki
 otrzy ma nych ekstra któw pod daw ano anal izie  chroma -

togra ficz nej z wy kor zyst aniem uk³adu HPLC-UV ( ace -
tonitryl-kwas mrów kowy, 75:25, v/v, 228 nm). W ana-
 lizie iloœ cio wej prób ek rze czyw ist ych uwz glêd nio no
warto œci odz ysków.

W anal izo wan ych dwu nas tu pró bka ch wy kryto THC
o za wart oœci 3,4 µg/g w³osów tyl ko w jed nym przy -
padku. CBD oznac zono w sied miu prób kach w za kres ie
od 0,5 µg do 3,3 µg w 1 g w³osów (œr ednia za wart oœæ
1,4 µg), CBN w je den astu pr óbk ach w za kres ie od 0,2 µg
do 1,8 µg w 1 g w³osów (œr ednio 0,5 µg/g), na tom iast
THC-COOH by³ oznac zony we wszyst kich próbka ch
w za kres ie od 1,2 µg do 6,6 µg w 1 g w³osów (œr ednio
2,1 µg/g THC-COOH). 

5. Wnio ski

We ws têp nym etap ie badañ zop tym ali zow ano wa -
runki oznac zenia w uk³adzie GC-FID i HPLC-UV. Naj -
wyd ajni ejsz¹ z za stos owa nych me tod eks trakc yjny ch
by³a eks trakc ja wspo mag ana ultr adŸ wiê kami UAE, przy
czym wy dajn ym eks trah entem okaza³ siê di chlor ome tan.
Ze wz glêdu na ko niecz noœæ oznac zenia THC-COOH,
tech nika GC-FID mog³a byæ u¿yta tyl ko w przy padku za -
stos owa nia de ryw aty zac ji. Znacz¹ce obni¿enie gra nic
wykr y wal noœci by³o mo¿ liwe przez prze prow adz enie
kan nab ino li w po chodne za po moc¹ od czynn ika de ryw a -
ty zuj¹cego MTBSTFA. Naj lepsz¹ roz dzielczoœæ  kanna -
bi noli uzys kano dziê ki za stos owa niu tech niki HPLC-UV
w uk³adzie izok raty cznym acet oni try lu i 0,05 mmol/dm3

kwa su mró wkowego (75:25, v/v). Uk³ad ten za pewni³
 rów nie¿ sta bilne cza sy re tenc ji dla po szcz ególnych
zwi¹zków. Dla oprac owa nej pro ced ury UAE-HPLC-UV
oszac owa ne warto œci gra nic ozn aczalnoœci we w³osach
wy nios³y: 3,4 µg/g dla THC; 0,2 µg/g dla CBN; 0,5 µg/g
dla CBD oraz 0,4 µg/g dla THC-COOH. Pr ocedurê tê
wy kor zyst ano ró wni e¿ do oznac zania kan nab ino li w rze -
czyw ist ych pró bkach w³osów (n = 12), któ rych œre dnia
zaw atoœæ w 1 g w³osów wy nosi³a: 3,4 µg dla THC (n = 1); 
1,4 µg dla CBD (n = 7); 0,5 µg dla CBN (n = 11) oraz
2,1 µg dla THC-COOH (n = 12).   
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