
1. In tro duc tion

Can na bis (hemp) of the drug type, ex hib it ing can -
na binomimetic ac tion, makes up the drug group which
is cur rently most fre quently abused all over the world.
There are es ti mates that in the USA over 20 mil lion
peo ple use Can na bis. The drug scene and drug ad dic -
tion in Po land re flect those in the West: Can na bis
prod ucts to gether with am phet amine and its de riv a -
tives are the most fre quently abused com pounds (rec -

re ational drugs) [6, 7]. 421 com pounds be long ing to
var i ous chem i cal groups have been iden ti fied in drug-
type Can na bis, but D9-tetrahydrocannabinol (D9-THC) 
is the main psy cho ac tive in gre di ent [3, 9]. How ever,
from the point of view of tox i co log i cal in ves ti ga tions,
be sides de ter mi na tion of the main con stit u ent of hemp –
D9-THC, quan ti fi ca tion of its ac tive and in ac tive  me ta -
b o lite, i.e. 11-hydroxy-D9-tetra hy dro can na bi nol (11-OH- 
D9-THC) and 11-nor-9-car boxy-D9-tetrahydrocan nabi - 
nolic acid (THC-COOH) in blood is also im por tant.
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Ab stract
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the Min is ter of Health (Jour nal of Laws 2003, no.116, item 1106, and Jour nal of Laws 2004, no. 52, item 524). In this study the

au thors pre sented ap pli ca tion of their pro ce dure for de ter mi na tion of D9-tetrahydrocannabinol (D9-THC), as well as its two me tab o -

lites, 11-hydroxy-D9-tetrahydrocannabinol (11-OH-D9-THC) and 11-nor-9-carboxy-D9-tetrahydrocannabinolic (THC-COOH)
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ear ity of the method (LOL) was within the 1–50 ng/ml range for 9-THC and 11-OH-THC, and 5–100 ng/ml for THC-COOH.
Inter-as say and intra-as say pre ci sion and rel a tive er ror val ues were in the range of 6.8–12.3 and 7.0–15.5%, re spec tively. The
analytes’ ex trac tion re cov er ies were in the range of 68.7–84.1%. The de vel oped method is il lus trated by two ex am ples of anal y -
ses of blood spec i mens (col lected ante-mor tem and post-mor tem) from tox i co log i cal prac tice.
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Ac cord ing to the Pe nal Code of 1997, 1999 and
2000, it is for bid den to drive a ve hi cle un der the in flu -
ence of drugs of abuse. The Petty Of fences’ Code of
1997 and The Road Traf fic LawAct ban driv ing a ve -
hi cle in a state af ter us ing a sub stance which acts sim i -
larly to al co hol. The ac tive com po nent of Can na bis,
D9-THC, as a sub stance which in flu ences the psycho -
motor skills of a driver and causes their im pair ment,
meets the def i ni tion of a drug of abuse (nar cotic agent)
(Art. 178a of the Pe nal Code; Su preme Court Res o lu -
tion is sued 27 Feb ru ary 2007), as well as the def i ni tion 
of an agent act ing sim i larly to al co hol (De cree of the
Min is ter of Health, Jour nal of Laws 2003, no. 116,
item 1106, and Jour nal of Laws 2004, no. 52, item
524). De tec tion of this agent in a per son’s blood in di -
cates that the in di vid ual was un der the in flu ence of this 
drug at the mo ment of blood sam ple col lec tion, and
thus he or she could have been un der the in flu ence of
this sub stance at the mo ment of the ac ci dent or crime. 

The De cree of the Min is ter of Health sets re quire -
ments in re spect of the lim its of quan ti fi ca tion of sub -
stances act ing sim i larly to al co hol in bi o log i cal
spec i mens. This im poses on fo ren sic lab o ra to ries the
re quire ment to ap ply an a lyt i cal meth ods that en able
de ter mi na tion of at least 5 groups of psy cho ac tive sub -
stances at con cen tra tion lev els de scribed in the De -
cree. For D9-THC in blood this limit is 2 ng/ml. 

Al though med ico-le gal sta tis tics do not reg is ter
deaths due to cannabinoid over dos ing, there is a strong 
need to de ter mine these com pounds in post-mor tem
ma te rial in fa tal cases where the cause of death may be
con nected with psy cho ac tive drug abuse, in clud ing
cannabinoids. There are re ports in which au thors point
out the pos si bil i ties of med i cal com pli ca tions which
may oc cur in cases with high blood lev els of these
com pounds, e.g. se ri ous cir cu la tion in suf fi ciency lead -
ing to death, most usu ally of a young in di vid ual [1, 2].

In stru men tal meth ods which are used in con tem po -
rary anal y ses of cannabinoids in clude a broad range of
chro mato graphic meth ods cou pled to mass spec trom e -
try. The most fre quently used method is gas chro ma -
tog ra phy cou pled to mass spec trom e try equipped with
a sin gle quadrupole analyser with elec tron im pact ion -
is ation mode (GC-EI-MS) [4], and also chem i cal ion -
is ation sys tems that can be ei ther pos i tive or neg a tive
(GC-PCI/NCI-MS) [5, 7]. There is also an ap pli ca tion
uti lis ing two-di men sional gas chro ma tog ra phy cou -
pled to a sin gle quadrupole analyser with elec tron im -
pact ion is ation mode (GC-GC-EI-MS) [8]. 

From among the meth ods ap plied in the anal y sis of
cannabinoids, gas chro ma tog ra phy cou pled to tan dem
mass spec trom e try is in creas ingly fre quently ap plied,
with a com bi na tion of dif fer ent types of mass

analysers, most fre quently the tri ple quadrupole sys -
tem (QQQ), or three-di men sional quadrupole ion trap
(QIT) [2, 11]. Tan dem mass spec trom e try is an ap pro -
pri ate so lu tion for cannabinoid anal y sis in blood and
can be suc cess fully ap plied to re duce bi o log i cal ma trix 
ef fects. De ter mi na tion of cannabinoids is usu ally pre -
ceded by the derivatisation pro cess, which is meant to
make an analyte into a vol a tile de riv a tive, which has
better chro mato graphic properties compared to the
par ent compound.

The choice of a derivatising agent de pends on the
ion is ation mode. In the case of elec tron im pact and
pos i tive chem i cal ion is ation modes the most suit able
derivatisating agents are: BSTFA with ad di tion of
1%TMCS and MSTFA, con vert ing cannabinoids into
trimethylsilyl de riv a tives, or TBAH/DMSO and
TMAH/DMSO with iodomethane, con vert ing canna -
binoids into methyl de riv a tives. In the case of neg a tive 
chem i cal ion is ation, trifluoracetic acid anhydrate (TFA)
and pentafluorpropionic acid anhydrate (PFPA) mixed 
with 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-propan-2-ol are more of -
ten uti lised. 

Be side GC-MS, suc cess ful ap pli ca tion of liq uid
chro ma tog ra phy cou pled to mass spec trom e try (LC-MS)
to de ter mi na tion of these com pounds is in creas ingly
fre quently de scribed in the sci en tific lit er a ture [10].

In the study, the au thors pre sented ap pli ca tion of
their own pro ce dure, dem on strat ing the ap pli ca bil ity
of gas chro ma tog ra phy cou pled to tan dem mass spec -
trom e try in elec tron im pact mode (GC-EI-MS-MS) to
de ter mi na tion of D9-tetrahydrocannabinol and its me -
tab o lites – 11-hydroksy-D9-tetrahydrocannabinol and
11-nor-9-carboxy-D9-tetrahydrocannabinolic acid in
blood in the form of trimethylsilyl de riv a tives. The de -
vel oped method was ap plied to the anal y ses of two
blood sam ples – ante-mor tem and post-mor tem in tox i -
co log i cal ex pert opin ion prac tice.

2. Ma te ri als and met hods

2.1. Bi o log i cal spe cim en

– Blank blood pur chased from the Re gional Blood-
Do nor and Blood Treat ment Cen tre, Krakow, was
used for de vel op ment, op ti mi sa tion and val i da tion
of the an a lyt i cal pro ce dure of de ter mi na tion of
D9-THC and its me tab o lites 11-OH-D9-THC and
THC-COOH; 

– ante-mor tem blood col lected from a driver, who
caused a car ac ci dent un der the in flu ence of can -
nabinoids; 
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– post-mor tem blood col lected from a de ceased per -
son who died due to an over dose of am phet amine,
3,4-methylenedioxymetamphetamine (MDMA) and
3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA), also tak -
ing Can na bis. 

2.2. Stan dards

(–)-D9-tetrahydrocannabinol (D9-THC), (–)-D9-te -
trahydrocannabinol-D3 (D

9-THC-D3), 11-hydroxy-D9-
te trahydrocannabinol (11-OH-D9-THC), 11-hy dro-
xy-D9-tetrahydrocannabinol-D3 (11-OH-D9-THC-D3),
(±)11-nor-9-carboxy-D9-tetrahydrocannabinolic acid
(THC-COOH), (±)11-nor-9-carboxy-D9-tetrahydrocan-
nabinolic-D9 acid (THC-COOH-D9) at 0.1 mg/ml in
methanolic so lu tion were pur chased from LGC Pro -
mochem (War saw, Po land).

2.3. Main che mic als

Ac e tone and meth a nol at an a lyt i cal grade (POCh,
Po land), deionised wa ter LiChrosolv (Merck, Darm -
stadt, Ger many), BSTFA with 1% TMCS (Supelco,
Bellefonte, USA).

2.4. Other au xil iary ma ter ials

Solid phase ex trac tion col umn (SPE) LiChrolut
RP-18 E 500 mg bed (Merck, Darmstadt, Ger many),
5 ml silanised glass vi als (Supelco, Bellefonte, USA),
24 SPE po si tion vac uum de vice (Varian, USA),
N-EVAP sam ple evap o ra tor (Organomation As so ci -
ates Inc., Berlin, USA) were used.

2.5. Sam ple pre par ati on

1 ml blood sam ples were for ti fied with deuterated
in ter nal stan dards D9-THC-D3, 11-OH-D9-THC-D3

and THC-COOH-D9 at 20 ng/ml (20 ml in 20 ml meth a -
nol), and sub se quently di luted with deionised wa ter
(1:5, v:v). Sam ples pre pared in this way were vor -
texed, ultrasonicated and cen tri fuged. 5.5 ml of the
supernatant (up per layer) was ap plied onto an octa -
decyl col umn bed con di tioned with 1 ml meth a nol and
1 ml deionised wa ter. Supernatant was al lowed to pass
through the col umn bed un der grav ity. The bed was
then rinsed with 1 ml 0.25 M ace tic acid wa ter so lu -
tion, fol lowed by 2 ml deionised wa ter in two por tions. 
Af ter wards, the bed was dried (30 min utes) un der vac -
uum. Elu tion of cannabinoids was per formed us ing
2 ml of ac e tone. Af ter evap o ra tion un der ni tro gen at
40oC, the ex tracts were derivatised. A derivatising
mix ture of BSTFA + 1%TMCS with pyridine (1:1, v/v)

was made. 20 ml of the mix ture was added to each vial,
vortexed and trans ferred to silanised glass vi als and
then capped. The derivatisation pro cess was car ried
out at 60oC for 15 min utes. 1 ml of the derivatised ex -
tract was in jected man u ally into the in jec tion port of
the GC-MS sys tem.

2.6. Chro mato graphic se par ati on

Chro mato graphic sep a ra tion was car ried out on
a Trace gas chromatograph (ThermoElectron, USA)
equipped with a uni ver sal non-po lar VF-5MS cap il -
lary col umn: 30 m long, in ner di am e ter 0.25 mm and
film thick ness 25 mm (Varian, USA). The car rier gas
was he lium, pu rity 6, with a flow rate 1.2 ml/min. The
gas chromatograph was equipped with a split/splitless
in jec tor, main tained at 280oC. Chro mato graphic sep a -
ra tion was per formed in a gra di ent tem per a ture pro -
gramme: 120oC main tained at 0.5 min, in creased
lin early at 30oC/min to 230oC, and then again lin early
in creased at 15oC/min to 310oC; and main tained at this 
tem per a ture for 7 min utes. The trans fer line tem per a -
ture was set to 280oC.

2.7. De tec tion

The Po laris Q mass spec trom e ter (Thermo Elec -
tron, USA) was equipped with a quadrupole ion trap
analyser. The de tec tor was op er ated in the elec tron im -
pact mode. Ion source tem per a ture was 200oC, fil a -
ment emis sion cur rent was 10 mA, and elec tron beam
en ergy was 70 eV. The mass de tec tor op er ated in
MS-MS mode. The fol low ing m/z trans mis sions were
mon i tored: 386/371 for D9-THC, 389/374 for
D9-THC-D3, 371/305+289 for 11-OH-D9-THC,
374/308+292 for 11-OH-D9-THC-D3, 488/473+398 for
THC-COOH and 497/479+407 for THC-COOH-D9.
Col li sion en ergy for par ent ions was 1.5 V for D9-THC, 
D9-THC-D3, THC-COOH, THC-COOH-D9 and 1.75 V
for 11-OH-THC and 11-OH-THC-D3. Ion trap iso la -
tion time of the par ent ions was 12 ms. Elec tron mul ti -
plier volt age was 1450 V.

2.8. Val i da tion

In or der to eval u ate peaks pu rity and their se lec tiv -
ity, a neg a tive con trol (un for ti fied with analytes and
in ter nal stan dards) was pre pared. The in flu ence (in ter -
fer ence) of the bi o log i cal ma trix on the elu tion of
cannabinoids and their deuterated de riv a tives was
eval u ated. In ad di tion, for ver i fi ca tion of the de clared
con cen tra tions (< 1%) of undeuterated analytes ions,
an unextracted methanolic mix ture of in ter nal stan -
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dards IS was ana lysed in full scan mode. To eval u ate
the pres ence of sig nals de riv ing from undeuterated
cannabinoids in MS/MS chromatograms, a neg a tive
con trol blood sam ple for ti fied with IS was ana lysed too.

A cal i bra tion curve was pre pared by anal y sis of
a se ries of blood sam ples spiked with 1.0, 5.0, 10.0,
20.0, 50 ng/ml of D9-THC and 11-OH-D9-THC and
5.0, 10.0, 20.0, 50.0, 100.0 ng/ml of THC-COOH, al -
ways car ried out to gether with the case blood sam ples.
In ad di tion, a se ries of val i da tion sam ples was pre -
pared at lev els of 0.2, 0.5, 75.0, 100.0 ng/ml for
D9-THC, 11-OH-D9-THC and lev els of 1.0; 2.5; 150.0;
200.0 ng/ml, and then ana lysed as de scribed in chap -
ter 2.5. Val i da tion sam ples were used for de ter min ing
of lower and up per lim its of lin ear ity of the de vel oped
method.

The limit of de tec tion (LOD) was eval u ated based
on the cri te rion that it is the low est con cen tra tion giv -
ing sig nal/noise ra tio value ³ 3 (cal cu lated from peak
area), with peak res o lu tion, shape and rel a tive re ten -
tion time (± 2% of real RT) main tained. The limit of
quan ti fi ca tion was based on the def i ni tion that it is the
low est con cen tra tion level meet ing LOD cri te ria and
the de ter mined analyte’s con cen tra tion is less than
20% of the true con cen tra tion.

Eval u a tion of inter and intra-as say pre ci sion was
per formed at three de fined con cen tra tions of each tar -
get com pound, which cor re sponded to low, me dium
and high con cen tra tions on the cal i bra tion curve.
Intra-as say pre ci sion and the rel a tive er ror were de ter -
mined by ana lys ing one se ries of 10 rep li cates at each
con cen tra tion level. Inter-as say pre ci sion and the rel a -
tive er ror were eval u ated by ana lys ing of five se ries of
5 rep li cates at each con cen tra tion level of the analytes.
For D9-THC and 11-OH-D9-THC, it was 2, 20 and
40 ng/ml, for THC-COOH it was 10, 20 and 40 ng/ml.

The method re cov ery per cent age was cal cu lated as
the ra tio of the dif fer ence be tween the mean and true
con cen tra tion of the analyte to the mean de ter mined
con cen tra tion, mul ti plied by 100. Pre ci sion was ex -
pressed as a per cent age rel a tive stan dard de vi a tion
(%RSD) and was cal cu lated as the ra tio of rel a tive
stan dard de vi a tion to the mean de ter mined con cen tra -
tion of the analyte, mul ti plied by 100.

Ex trac tion re cov ery of analytes was eval u ated at
low, me dium and high con cen tra tion lev els (n = 5).
The blood sam ples were for ti fied with D9-THC and
11-OH-D9-THC at con cen tra tions of 2, 20 and 40 ng/ml
and THC-COOH at 10, 20 and 40 ng/ml as well as the
ap pro pri ate in ter nal stan dards. Anal y sis was per for -
med ac cord ing to the pro ce dure de scribed in chap -
ter 2.5. Ad di tion ally, methanolic so lu tions of can na-
 binoids and in ter nal stan dards at the same con cen tra -

tions were ex tracted. Per cent age ex trac tion re cov ery
was cal cu lated as the ra tio of analyte’s sig nal (peak
area) ob tained in blood ex trac tion to the sig nal ob -
tained in ex trac tion of the methanolic stan dard so lu -
tion, mul ti plied by 100.

3. Re sults

3.1. Method va lid ati on

Fig ure 1 shows frag ment mass spec tra (MS/MS) of
the tar get cannabinoids ob tained dur ing the op ti mi sa -
tion pro cess of the mass de tec tor.

Full val i da tion of de ter mi na tion of D9-THC and its
two me tab o lites (11-OH-D9-THC and THC-COOH) in 
blood by means of GC-EI-MS-MS was per formed in
ac cor dance with ISO 17025:2005 re quire ments. Blank 
blood con trol sam ples which were ana lysed in each se -
ries of val i da tion pro ce dure (n = 6) were free of com -
pounds which might be eluted in the re ten tion times
cor re spond ing to the re ten tion times of D9-THC,
11-OH-THC and THC-COOH as well as their deute ra -
ted IS de riv a tives. Fig ures 2a, b and c il lus trates MS/MS
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+ c SRM ms2 386,30@1,50 [ 
200,00-450,00] 

S50#150  RT: 7,56  AV: 1 SB: 13  
9,13-9,28  , 8,88-9,09 NL: 6,93E3 T: 
+ c SRM ms2 389,30@1,50 [ 
200,00-450,00] 

S50#265  RT: 8,66  AV: 1 SB: 13  
9,13-9,28  , 8,88-9,09 NL: 1,12E4 T: 
+ c SRM ms2 371,30@1,75 [ 
200,00-450,00] 

S50#264  RT: 8,65  AV: 1 SB: 13  
9,13-9,28  , 8,88-9,09 NL: 4,73E3 T: 
+ c SRM ms2 374,30@1,75 [ 
200,00-450,00] 
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9,13-9,28  , 8,88-9,09 NL: 1,69E3 T: 
+ c SRM ms2 488,20@1,50 [ 
250,00-550,00] 

S50#328  RT: 9,30  AV: 1 SB: 23  
9,13-9,28  , 8,88-9,09 NL: 6,55E2 T: 
+ c SRM ms2 497,20@1,50 [ 
250,00-550,00] 

Fig. 1. MS-MS spec tra of D9-THC, D9-THC-D3, 11-OH-D9-

THC, 11-OH-D9-THC-D3, THC-COOH and THC-COOH-D9,
re spec tively.



chromatograms of con trol blood sam ples: a) unspiked, 
b) spiked to 20 ng/ml D9-THC -D3, 11-OH-D9-THC-D3

and THC-COOH-D9, c) spiked to 5 ng/ml D9-THC,
11-OH-D9-THC, THC-COOH and 20 ng/ml D9-THC-D3,
11-OH-D9-THC-D3, THC-COOH-D9. Anal y sis of the
neg a tive con trols per formed in each val i da tion se ries
proved that IS does not con tain any tar get can na -
binoids at a con cen tra tion which may gen er ate false
pos i tive re sults of anal y sis, es pe cially in the lower
ranges of the cal i bra tion curves.

The fol low ing lin ear ity ranges for the analytes
were de ter mined: LOQ to 50 ng/ml for D9-THC and
11-OH-D9-THC and to 100 ng/ml for THC-COOH.
Char ac ter is tics of the cal i bra tion curves are shown in
Ta ble I. The eval u ated lim its of lin ear ity en com passed
blood con cen tra tions found in cases of Can na bis abuse.
There was no ob ser va tion of car ry over ef fects in neg a -
tive con trols af ter ana lys ing of val i da tion sam ples
spiked with 100 ng/ml of D9-TH and 11-OH-D9-THC
as well as 200 ng/ml of THC-COOH.

Rel a tive er ror and inter-as say pre ci sion of canna -
binoids de ter mi na tion were in the range of 7.7–15.5%
and 6.8–12.3%, re spec tively. Rel a tive er ror and intra-
as say pre ci sion were in the range of 7.0–15.0% and
7.8–11.3%, re spec tively (Ta ble II). Rel a tive er ror and
pre ci sion val ues were ac cept able in the field of tox i co -
log i cal analysis of biological material.
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Fig. 2a. MS-MS chromatograms of blank con trol blood ex -
tract.
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Fig. 2b. MS-MS chromatogram of con trol blood ex tract

spiked with 20 ng/ml D9-THC-D3, 11-OH-D9-THC-D3 and
THC-COOH-D9 re spec tively.
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Fig. 2c. MS-MS chromatograms of con trol blood ex tract

spiked with 5 ng/ml D9-THC, 11-OH-D9-THC, THC-COOH

and 20 ng/ml D9-THC-D3, 11-OH-D9-THC-D3  and THC-
COOH-D9. 



The de vel oped method gave sat is fac tory pa ram e -
ters of ex trac tion re cov ery de ter mined for the three
analytes which had val ues in the 68.7–84.1% range.
The re sults are shown in Ta ble III.

3.2. De ter mi na tion re sults

The de vel oped method was ap plied to the anal y sis
of two ante-mor tem and post-mor tem blood sam ples
col lected from driv ers. The de ter mi na tion re sults are
shown in Ta ble IV.

4. Dis cus sion

In tro duc tion of le gal reg u la tions con cern ing driv -
ing un der the in flu ence of psy cho ac tive sub stances has 
been ac com pa nied by chal lenges in the anal y sis of the

drugs listed in these reg u la tions. This con cerns to a great
ex tent the ac tive com po nents of Can na bis sativa. The
sig nif i cant in flu ence of Can na bis on us ers’ minds is
con nected to the re duc tion in psychophysical abil ity of 
driv ers, in duc ing be hav iour lead ing to road ac ci dents,
rapes, crimes or caus ing patho log i cal changes.

There fore, re li able eval u a tion of the con cen tra tion
of the ac tive hemp com po nent, D9-THC and its me tab -
o lites in blood is of great im por tance in tox i co log i cal
ex pert opin ing. This is linked to the prop er ties of the
main com po nent of hemp – D9-tetrahydrocannabinol.
Its pres ence in the body causes eu phoric states, hal lu -
ci na tions, in creases sen si tiv ity to mu sic and noise
stim uli, changes spa tial and time per cep tion of re al ity,
causes motional co-or di na tion dis or der, tem po rary mem -
o ry dis or der, slows down learn ing pro cesses, brings
about panic, short-term fears, con fu sion and psy cho -
sis. For oc ca sional hemp smok ers, 2–3 mg of D9-THC
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TA BLE I. D9-THC, 11-OH-D9-THC AND THC-COOHa CALIBRATION CURVES PARAMETERS

Analyte LOL
[ng/ml]

Equa tion
of lin ear regressionb 

(r)c LODd and LOQe

[ng/ml]

D9-THC 1.0–50.0 y = 0.05x + 0.01 0.999 1.0

11-OH-D9-THC 1.0–50.0 y = 0.05x + 0.01 0.998 1.0

THC-COOH 5.0–100.0 y = 0.05x + 0.09 0.998 5.0

a) N = 5, b) Mean value, c) Co ef fi cient of cor re la tion , d) Limit of de tec tion, e) Limit of quan ti fi ca tion.

TA BLE II. RELATIVE ERROR AND PRECISION OF SIMULTANEOUS DETERMINATION OF D9-THC, 11-OH-D9-THC AND 

THC-COOH IN BLOOD BY GC-EI-MS-MS

Analyte
(ng/ml)

Inter-as say study (n = 10) Intra-as say study (n = 34)

Mean
con cen tra tion
[ng/ml]

Rel a tive er ror
[%]

Pre ci sion
[%]

Mean
con cen tra tion
[ng/ml]

Rel a tive er ror
[%]

Pre ci sion
[%]

D9-THC

2.0 2.2 10.0 10.6 2.2 10.0 11.3

20 22.1 10.5 9.8 22.8 14.0 10.3

40 43.1 7.7 6.8 42.8 7.0 9.8

11-OH-D9-THC

2.0 2.2 10.0 12.3 2.3 15.0 10.7

20 23.1 15.5 9.7 22.9 14.5 9.0

40 43.1 7.7 8.6 44.3 10.7 7.8

THC-COOH

10 11.1 11.0 11.8 11.4 14.0 11.0

20 22.8 14.0 8.7 21.5 7.5 9.1

40 44.1 10.2 7.9 43.3 8.2 8.5



is suf fi cient to cause a nice feel ing of eu pho ria, and
one hand-rolled joint can be enough to make as many
as 2 to 4 be gin ner-smok ers “high”. A heavily ad dicted
per son smokes as many as 5– 8 joints a day [3, 9].

TA BLE III. EXTRACTION RECOVERY OF THE TARGET 

COMPOUNDS 

Analyte [ng/ml] Recoverya ± SD [%]

D9-THC

2.0 84.1 ± 12.1

20 74.8 ± 9.9

40 82.1 ± 7.9

11-OH-D9-THC

2.0 77.1 ± 13.2

20 76.5 ± 8.3

40 80.1 ± 9.8

THC-COOH

10 69.5 ± 13.7

20 77.1 ± 10.3

40 68.7 ± 7.9

a) Ex trac tion re cov ery eval u ated by com par i son of re sults ob -
tained by anal y ses of ex tracted and unextracted methanolic
sam ples.

The main met a bolic path way in the bio trans for -
mation of D9-THC is ox i da tion of the car bon atom in
po si tion 11 to form 11-hydroxy-D9-te tra hydro can na -
binol (11-OH-D9-THC), which has ac tiv ity sim i lar to
D9-THC. 11-OH-D9-THC is trans formed to the in ac -
tive me tab o lite 11-nor-D9-tetrahydrocannabinolic acid 
(THC-COOH), which binds to glucuronic acid to form 
glucuronide. These com pounds i.e. THC-COOH and
its glucuronide, are mainly ex creted with urine. The
ox i da tion prod uct of car bon at po si tion 8 of D9-THC,

8b-hydroxy-D9-THC, has only 4% ac tiv ity com pared
to the par ent com pound, while 8a-hydroxy-D9-THC,
which dif fers only in the con fig u ra tion of the hydroxyl
group, is prac ti cally in ac tive (Fig ure 3).

Smok ing mar i huana causes a rapid in crease in
D9-THC con cen tra tion in plasma, which then de -
creases and af ter 2–3 hours this com pound is un de tect -
able. At the same time con cen tra tion of THC-COOH
in creases and this com pound can be de tected within
6 hours af ter con sump tion. 
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TA BLE IV. THE RESULTS OF CANNABINOIDS DETERMINATION IN BLOOD COLLECTED ANTE-MORTEM AND

POST-MORTEM, PERFORMED BY GC-EI-MS-MS

Case de scrip tion D9-THC 11-OH-D9-THC THC-COOH

Con cen tra tion [ng/ml]

A 30 years old male caused a road ac ci dent. Blood
al co hol anal y sis – neg a tive. No in for ma tion on the
pro file of drug ad dic tion history.

3.6 1.0 22.2

A 17 years old male died due to an over dose of
am phet amine, MDMA and MDA. Blood al co hol
anal y sis – neg a tive. Drug ad dic tion pro file – mixed:
am phet amines – Cannabis.
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Fig. 3. Main met a bolic path ways of D9-THC in the body [9].



The met a bolic pro file of D9-THC in blood dif fers
de pend ing on the route of ad min is tra tion. Thus for in -
stance af ter smok ing mar i huana joints and in tra ve nous 
ad min is tra tion of D9-THC, the con cen tra tion of the ac -
tive me tab o lite 11-hydroxy-D9-THC is only 10–15%
of D9-THC, whereas af ter (oral) in ges tion – about
50%. The dis tinctly higher ra tio of D9-THC me tab o -
lites con cen tra tions to par ent com pound in plasma af -
ter in ges tion com pared to that af ter in tra ve nous in -
jection is due to D9-THC un der go ing the “first pass ef -
fect”, which takes place in the liver prior to reach ing
cen tral cir cu la tion. That is why ac tive me tab o lites of
D9-tetrahydrocannabinol: 11-hydroxy-D9-THC and
8b-hydroxy-D9-THC are only to a small ex tent re spon -
si ble for the ef fects which are ob served af ter in tra ve -
nous and lung route ad min is tra tion of D9-THC, but
may have a sig nif i cant in flu ence on these ef fects af ter
oral in ges tion [3, 5, 9].

5. Sum mary

The pre sented an a lyt i cal pro ce dure for si mul ta -
neous de ter mi na tion of D9-THC and its two me tab o -
lites, i.e. 11-OH-THC and THCCOOH, in ante-mor tem
and post-mor tem blood by means of GC-EI-MS-MS
af ter prior solid phase ex trac tion (SPE), val i dated in
ac cor dance with ISO 17025:2005 guide lines, pro vides 
spe cific and ac cu rate quan ti fi ca tion re sults for can -
nabinoids in blood in the con cen tra tion ranges found
in cases of Can na bis con sump tion. This method en -
ables re duc tion of bi o log i cal ma trix in ter fer ence, es pe -
cially that orig i nat ing from post mor tem blood sam -
ples, which con tain pu tre fac tion prod ucts of de cay and 
autolytical pro cesses. 

Such an an a lyt i cal so lu tion makes the method more 
sen si tive and in creases the re li abil ity of the re sults of
tox i co log i cal anal y sis. Im prov ing of sen si tiv ity and
se lec tiv ity as a re sult of MS-MS ap pli ca tion play
a great role in the anal y sis of blood sam ples col lected
from driv ers for the pres ence of sub stances act ing sim -
i larly to al co hol, which are usu ally pres ent in blood in
low con cen tra tions.

Gas chro mato graphic meth ods cou pled to mass
spec trom e try are ap plied in the anal y sis of can na -
binoids in var i ous body flu ids – blood, plasma, se rum,
sa liva or urine. An al ter na tive to GC-MS is liq uid chro -
ma tog ra phy cou pled to mass spec trom e try (LC-MS),
which has re cently be come in creas ingly pop u lar in the
anal y sis of this group of com pounds [10]. Tan dem
mass spec trom e try (MS-MS) has also been used by
other sci en tists [2, 11] and has been rec om mended for
de ter mi na tion of cannabinoids in blood.

The de vel oped an a lyt i cal method was ver i fied by
ap ply ing it to two cases that were the sub ject of tox i co -
log i cal ex pert re ports, the re sults of which are shown
in Ta ble IV. In the first case, a blood spec i men col -
lected from a driver about 1 hour af ter a road ac ci dent
was found to be pos i tive for D9-THC and its two me -
tab o lites at lev els typ i cal for mar i huana smok ers. This
re sult of the anal y sis in di cates that the driver was un -
der the in flu ence of D9-THC at the mo ment of the ac ci -
dent. In the other case, D9-THC and its two me tab o lites 
were de tected in a blood sam ple col lected from a dead
in di vid ual, at a high con cen tra tion level. The cause of
death was com plex over dos ing of MDMA and MDA.
The high con cen tra tion of D9-THC and its me tab o lites, 
es pe cially THC-COOH, may sug gest fre quent Can na -
bis abuse. 

De tec tion of cannabinoids in blood sam ples ob -
tained from per sons with var i ous types of ad dic tions
(opi ate, am phet amine and co caine) is rel a tively fre -
quent. This is con nected with the pre ferred ad dic tion
pro file in Eu rope and Amer ica. As tran spires from
med ico-le gal tox i co log i cal opin ing prac tice and sci en -
tific re ports in the field [6, 7], cannabinoids are of ten
an ac com pa ny ing fac tor in opi ates and am phet amines
over doses.
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1. Wpro wad zenie

Ko nop ie (Can nab is) typu nar kot yko wego o dzia³aniu
kan nab ino mim ety czn ym to gru pa obecn ie  najpopular -
niej szych narko tyków na œwiec ie. Sza cuje siê, ¿e w Sta -
nach Zjed noc zony ch Can nab is u¿y wa po nad 20 mi lio -
nów lu dzi. Ob raz nar kom anii w Pol sce na tle nar kom anii
za chodn iej jest bar dzo po dobny, pro dukty za wier aj¹ce
kan nab ino le s¹ – obok am fet ami ny i jej po chodn ych –
 naj czêœciej sto sow any mi œro dka mi odu rzaj¹cymi, tzw.
nar kot yka mi re krea cyjny mi [6, 7]. Jak kolw iek w  narko -
ty kowym ty pie Can nab is zi det yfi kow ano 421 sub stanc ji
z 18 ró¿ nych grup che miczn ych, to pod staw owe  znacze -
nie ma D9-te trah ydr okan nabi nol (D9-THC) – g³ówny ak -
tyw ny sk³ad nik ko nopi [3, 9]. Z punk tu wi dzen ia opi nio -
wan ia tok syk olo gic znego wa¿ ne jest jed nak ¿e  ozna czanie
we krwi, obok g³ówn ego sk³ad nika ko nopi, D9-THC, ta k¿e 
jego ak tywn ego i nie akt ywne go me tab oli tu, tj. 11- hy- 
drok sy-D9-te trah ydr okan nabi nolu (11-OH-D9-THC) oraz
kwa su 11-nor-9-kar boksy-D9-te trah ydr okan nabi nol owe -
go (THC-COOH). 

Na mocy ko deksu kar nego z 1997, 1999 i 2000 r. za -
bron ione jest pro wad zenie po jazdu pod wp³ywem œr odka
odu rzaj¹cego. Ko deks wy kroczeñ z 1997 r. oraz Pra wo
o ru chu dro gow ym za kaz uj¹ pro wad zenia poj azd ów
w sta nie po u¿y ciu œro dka po dobn ie dzia³aj¹cego do al -
koh olu. Ak tywny sk³ad nik ko nopi, D9-THC, jako sub -
stanc ja od dzia³ywuj¹ca na sp rawnoœæ psy chom oto ryc zn¹ 
kie rowcy i po wod uj¹ca jej ob ni¿ enie, spe³nia de fin icjê
 œrodka odu rzaj¹cego (art. 178a k.k.; uchwa³a S¹du Naj -
wy¿szego z dnia 27.02.2007), jak i œrodka dzia³aj¹cego
po dobn ie do al koh olu (roz porz¹dze nia Mi nis tra Zdro wia
z 2003 i 2004 r. – Dz. U. 2003, nr 116, poz. 1104 i Dz. U.
2004, nr 52, poz. 524). Jego wy kryc ie we krwi wska zuje,
¿e dana osoba znaj dowa³a siê pod jego wp³ywem w chwi -
li po bran ia krwi do ba dan ia, a w kon sek wencji mog³a te¿
byæ w po dobn ym sta nie w mo menc ie zda rzen ia.

Roz porz¹dze nie Mi nis tra Zdro wia sta wia wy mogi co
do po ziomu oz nacz alnoœci œr odków po dobn ie dzia³a j¹ -
cych do al koh olu w ma ter iale bio log icznym. Na rzuca to
s¹do wym la bor ato riom ba dawc zym wpro wad zenie me -
tod anal ity cznych po zwal aj¹cych na oznac zenie co naj -
mniej 5 grup sub stanc ji psy choa kty wnych na po ziom ie
st ê¿eñ ok reœl onym w roz porz¹dze niu. Dla D9-THC we
krwi po ziom ten wy nosi 2 ng/ml. 

Jak kolw iek sta tys tyki me dyczno-s¹dowe nie re jes -
truj¹ zg onów wsku tek przedaw kow ania kan nab ino li, to

ist nieje jed nak po trzeba oznac zania tych zwi¹zków
w ma ter iale sek cyjn ym w ra zie zgo nu, któ rego przy czyna 
mo¿e byæ powi¹zana z za¿y wani em nark otyk ów czy sub -
stanc ji psy choa kty wnych, w tym kan nab ino li. Ist niej¹
tak ¿e do nies ienia, w kt órych au tor zy zwra caj¹ uwagê na
mo¿l iwoœæ wyst¹pie nia po wik³añ przy wy sok ich po zio -
m ach tych zwi¹zków we krwi, w tym ci ê¿ki ej ni ewyd ol -
noœci kr¹¿e niow ej, mog¹cych w re zult acie pr owad ziæ do
zgo nu naj czêœciej m³odej osoby [1, 2].

Me tody in strum enta lne sto sow ane we wspó³cze snej
anal ity ce kan nab ino li obejm uj¹ sze rok ie spek trum me tod 
chro mat ogr afic znych sprz ê¿o nych ze spek trom etri¹ mas.
Najc zêœc iej sto sow an¹ me tod¹ jest chro mat ogr afia ga -
zowa sp rzê ¿ona ze spek trom etri¹ mas, wy kor zyst uj¹ca
po jed ynczy anal iza tor kwa drup olo wy z opcj¹ jo niz acji
elekt rono wej (GC-EI-MS) [4] czy te¿ z opcj¹ jo niz acji
che miczn ej po zyt ywnej lub ne gat ywnej (GC-PCI/NCI-
MS) [5, 7]. Po jawi³a siê ró wni e¿ aplik acja do tycz¹ca za -
stos owa nia dwu wym iaro wej chro mat ogr afii ga zow ej
 sprzê ¿onej ze spek trom etri¹ mas z po jed yncz ym ana l iza -
tor em kwadrupolowym w opcji jonizacji elektronowej
(GC-GC-EI-MS) [8]. 

Wœr ód me tod sto sow any ch w anal izie kan nab ino li
co raz cz êœciej wy kor zyst uje siê ch rom atog rafiê ga zow¹
sp rzê¿on¹ z tan dem ow¹ spek trom etri¹ mas re aliz owan¹
po przez sto sow anie ró¿ nego ro dzaju an aliz atorów mas,
na jczê œciej uk³adu po trój nych kwa drup oli (QQQ) czy
tró jwym iar owej kawdru pol owej pu³apki jo now ej (QIT)
[2, 11]. Tan dem owa spek trom etr ia mas jest w³aœci wym
roz wi¹za niem w przy padku anal izy kan nab ino li we krwi
i z po wod zeni em mo¿e byæ za stos owa nia w pro ces ie wy -
gas zania ma trycy bio log icznej. Ana lizê kan nab ino li po -
przed za za zwyc zaj pro ces de ryw aty zac yjny maj¹cy na
celu prze prow adz enie anal itu w lotn¹ po chodn¹ wy kaz u -
j¹c¹ du¿o lep sze w³aœc iwoœci chro mat ogr afic zne od ma -
cier zyst ej sub stanc ji. Wyb ór od czynn ika de ry w aty zuj¹-
cego z regu³y zde term ino wany jest wy bor em jed nego z  ro -
dzajów jo niz acji. Na jcz êœc iej sto sow any mi od czyn n i ka mi
w przy padku jo niz acji elekt rono wej oraz che micz n ej  joni -
za cji po zyt ywnej s¹ BSTFA z do datk iem 1%TMCS
i MSTFA prze prow adz aj¹ce kan nab ino le w tri met ylo sil ilo -
we po chodne lub TBAH/DMSO i TMAH/DMSO wraz
z jo dom eta nem, prze prow adz aj¹ce kan nab ino le w  mety -
lo we po chodne. W przy padku sto sow ania che miczn ej
 jonizacji ne gat ywnej na jcz êœci ej sto sow any mi  od czyn -
nikami s¹ bez wodn iki kwa su tri fluo roctowe go (TFA)
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i kwa su pen taf luro pro pion owego (PFPA) w mie szank ach 
z 1,1,1,3,3,3-hek saf luoro-pro pan-2-olem.

Obok GC-MS, co raz cz êœciej po jaw iaj¹ siê  infor -
macje do tycz¹ce za stos owa nia chro mat ogr afii cie czow ej
spr zê¿o nej ze spek trom etri¹ mas (LC-MS), która z ró w -
nym po wod zeni em mo¿e byæ sto sow ana do anal iz tej gru -
py zwi¹zków [10].

W ni niejs zej pra cy au tor zy przed staw ili proce durê
au torsk¹ do kum entuj¹c¹ mo ¿li woœæ za stos owa nia chro -
mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿onej z tan dem ow¹ spek trom e -
tri¹ mas w opcji jo niz acji elekt rono wej (GC-EI-MS-MS)
do oznac zania we krwi D9-te trah ydr okan nabi nolu i jego
me tabo lit ów – 11-hy droksy-D9-te trah ydr okan nabi nolu oraz
kwa su 11-nor-9-kar boksy-D9-te trah ydr okan nbino low e go
w po staci tri met ylo sil owy ch po chodn ych. Oprac owa n¹
metodê zi lus trowa no na dw óch przyk³ad ach anal izy
 próbek krwi – przy ¿yc iowej i sek cyjn ej, po chodz¹cych
z opi nio dawc zej prak tyki tok syk olo gic znej. 

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Ma ter ia³ bio log iczny

Ma ter ia³ bio log iczny sta nowi³a krew:
– kontrolna do opracowania, optymalizacji i walidacji

procedury analitycznej oznaczania D9-THC i jego me -
ta bolitów – 11-OH-D9-THC i i THC-COOH; 

– przy¿yciowa pobrana od kierowcy, który spowo do -
wa³ wypadek, bêd¹c pod wp³ywem kannabinoli;

– krew sekcyjna pobrana ze zw³ok osoby zmar³ej wsku -
tek przedawkowania amfetaminy oraz 3,4-mety leno -
dioksymetamfetaminy (MDMA) i 3,4-mety le no dio -
ksyamfetaminy (MDA). Osoba ta za¿ywa³a tak¿e
kanna binole.

2.2. Sub stanc je wzor cowe

U¿y to nas têpuj¹cych sub stanc ji wzor cow ych:
(–)-D9-te trah ydr okan nabi nol (D9-THC), (–)-D9- te trah y dr -
o kan nabi nol-D3 (D9-THC-D3), 11-hy droksy-D9-te tra h -
ydr okan nabi nol (11-OH-D9-THC), 11-hy droksy-D9-te -
tra hyd roka nnab inol-D3 (11-OH-D9-THC-D3), (±) kwas
11-nor-9-kar boksy-D9-te trah ydr okan nabi nol owy (THC-
COOH), (±) kwas 11-nor-9-kar boksy-D9-te trah ydr okan -
nabi nol owy-D9 (THC-COOH-D9) o st ê¿en iu 0,1 mg/ml
w me tan olu, za kup iony ch w fir mie LGC Pro moc hem
(War szawa).

2.3. Pod staw owe od czynn iki che miczne

Acet on i me tan ol cz yst oœci cz.d.a. za kup iono w POCh 
(Gli wice), wodê de jon izo wan¹ w fir mie Li Chros olv
(Merck), BSTFA z 1% TMCS po chod zi³ z fir my Su pelco.

2.4. Inne ma ter ia³y po mocn icze

Do prze prow adz enia badañ wy kor zyst ano ta k¿e ko -
lum ienki do eks trakc ji do fazy sta³ej (SPE) Li Chrol ut
RP-18 E o ma sie z³o¿a 500 mg (Merck), fiolki szkla ne si -
lan izo wane o ob jêt oœci 5 ml (Su pelco), ko mora pró ¿ni o -
wa do eks trakc ji do fazy sta³ej (Va rian) oraz ewap ora tor
N-EVAP do od par owy wan ia pr óbek (Or gan oma tion As -
soc iates Inc., Sta ny Zjed noc zone).

2.5. Przy got owa nie prób ek krwi

1 ml krwi wzbo gac ano do datk iem st anda rdów  wew -
nêtrznych w po staci deu ter owy ch po chodn ych
D9-THC-D3, 11-OH-D9-THC-D3 i THC-COOH-D9 w  stê -
¿eniu 20 ng/ml (20 ml w 20 ml me tan olu), a na stê pnie
krew ro zci eñc zano wod¹ de jon izo wan¹ w sto sunku 1:5,
v:v). Tak przy got owa ne prób ki wor teks owa no,  podda -
wa no dzia³aniu ult radŸ wiê ków i od wir owy wano.  Super -
natant w ob jêt oœci 5,5 ml na nos zono na zak tyw owa ne
z³o¿e okta dec ylo we 1 ml me tan olu, a na stê pnie 1 ml
wody de jon izo wan ej. Su pern ata nt prze puszc zano przez
z³o¿e pod dzia³aniem si³y gra wit acji. Z³o¿e prze myw ano
ko lejno 1 ml 0,25 M wod nego roz tworu kwa su octo wego, 
a nast êpn ie 2 ml wody de jon izo wan ej w dw óch por cjach.
Po zak oñczeniu tego pro cesu z³o¿e su szono (30 mi nut)
w pe³nej pr ó¿ni. El ucjê kan nab ino li pro wad zono 2 ml
acet onu. Po od par owa niu w stru mien iu azotu elua tów
w tem per atu rze 40oC, eks trakty pod daw ano de ryw aty -
zac ji. W tym celu sporz¹dza no mie szankê de ryw aty zu -
j¹c¹ BSTFA + 1%TMCS z pi ryd yn¹ (1:1, v/v). Do ka ¿dej 
fiolki szkla nej do daw ano po 20 ml mie szanki,  wortek -
sowano i prze nos zono do si lan izo wan ej bu tel eczki szkla -
nej, któr¹ kap slow ano. Pro ces de ryw aty zac ji pro wad zo -
no przez 15 mi nut w tem per atu rze 60oC. 1 ml de ryw atu
na strzyk iwa no ma nua lnie do in iekt ora sys temu GC-MS.

2.6. Roz dzia³ chro mat ogr afic zny

Za stos owa no chro mat ogr af ga zowy Tra ce ( Thermo -
Electron, Sta ny Zjed noc zone) wypo sa¿ ony w uniw ersa l -
n¹, nie pol arn¹ kol umnê ka pil arn¹ VF-5MS o d³ug oœci
30 m, œr edn icy we wnê trznej 0,25 mm i gr ubo œci fil mu
25 mm (Va rian, Sta ny Zjed noc zone). Ga zem no œnym by³
hel o cz ystoœci 6 przep³ywaj¹cy przez kolumnê z szyb -
koœci¹ 1,2 ml/min. Chro mat ogr af ga zowy wy pos a¿ony
by³ w do zown ik typu split/spltless utrzym ywa ny w tem -
per atu rze 280oC. Roz dzial chro mat ogr afic zny pro wad zo -
no w pro gram ie gra dientu tem per atu ry: 120oC utrzy my-
wano przez 0,5 min, po tem na stepowa³ li niowy wzrost do 
230oC z przy ros tem tem per atu ry 30oC/min. Na stepn ie
tem per atu ra po nown ie wzra sta³a li niowo do 310oC z przy-
ro stem 15oC/min i taka byla utrzym ywa na przez 7 mi nut.
Tem per atu ra li nii trans fer owej wy nosi³a 280oC.
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2.7. De tekc ja

Za stos owa no spek trom etr mas Po lar is Q ( Thermo -
Electron, Sta ny Zjed noc zone) wypo sa¿ ony w anal iza tor
mas typu kawdru pol owej pu³apki jo now ej. De tekt or mas
pra cowa³ w try bie jo niz acji elekt rono wej. Tem per atu ra
Ÿród³a jon ów wy nosi³a 200oC, pr¹d emis ji ka tody 10 mA,
a energ ia wi¹zki bom bard uj¹cych ele ktro nów mia³a war -
toœæ 70 eV. De tekt or ma sowy pra cowa³ w opcji MS-MS.
Mo nit oro wano na stê puj¹ce trans mis je m/z: 386/371 dla
D9-THC, 389/374 dla D9-THC-D3, 371/305+289 dla
11-OH-D9-THC, 374/308 + 292 dla 11-OH-D9-THC-D3,
488/473 + 398 dla THC-COOH i 497/479 + 407 dla
THC-COOH-D9. Energ ia ko liz ji dla jo nów  macierzys -
tych wy nosi³a 1,5 V dla D9-THC, D9-THC-D3, THC-
COOH i THC-COOH-D9 oraz 1,75 dla 11-OH-THC
i 11-OH-THC-D3. Czas izol acji jonów ma cier zyst ych
w pu³apce by³ ró wny 12 ms. Na piêc ie po wiel acza  elek -
tronowego wy nosi³o 1450 V.

2.8. Wa lid acja

Do oceny czys toœci pików i ich sele ktywnoœci przy -
got owa no kont rolê ne gat ywn¹ bez do datku an alit ów
i sta n dar dów we wnêt rznych kan nab ino li. Ba dano mo ¿li -
wy wp³yw ma trycy bio log icznej na ob szary eluc ji kan -
nab ino li i ich deu ter owy ch po chodn ych. Do datk owo
pod dano anal izie w opcji ska now ania pe³nego wid ma
ma sow ego nie ekst raho wan¹ me tan olow¹ mi esz ani nê
wzo r ców we wnê trz nych dla zwe ryf iko wan ia de klar owa -
nego w niej st ê¿en ia (< 1%) jo nów po chodz¹cych od nie -
deut ero wych ana litów. Anal izo wano równ ie¿ ne gat ywn¹ 
pr óbkê krwi z dodatkiem wzorca wewnêtrznego celem
sprawdzenia, czy jony s¹ obecne. 

Krzyw¹ ka lib racy jn¹ przy got owa no zaw sze w se rii
z ba dan ymi pr óba mi po przez an alizê se rii pr óbek krwi
wzbo gac ony ch od pow iednio 1,0, 5,0, 10,0, 20,0, 50 ng/ml
D9-THC i 11-OH-D9-THC oraz 5,0, 10,0, 20,0, 50,0,
100,0 ng/ml THC-COOH. Do datk owo przy got owa no
seriê prób ek wa lid acy jnych o st ê¿e niu 0,2, 0,5, 75,0,
100,0 ng/ml dla D9-THC i 11-OH-D9-THC oraz 1,0; 2,5;
150,0; 200,0 ng/ml, kt óre na stê pnie pod dano pro ced urze
jak w roz dziale 2.5. Pró bki wa lid acy jne s³u¿y³y do wy -
znac zenia dol nej i gór nej gra nicy lin iow oœci oprac owa nej 
me tody anal ity cznej. 

Gr anicê de tekc ji (LOD) me tody wy znac zono, opier a -
j¹c siê na kry ter ium, ¿e jest ona naj ni¿ szym stê ¿en iem,
przy któ rym sto sun ek sy gna³u anal itu do szu mu ( wyzna -
czany z pola po wierzchni piku) jest £ 3 przy za chow anym 
kszta³cie i rozdzielczoœci piku oraz wzglêdnym cza sie re -
tenc ji (±2% rze czyw ist ego RT). Gra nicê ozn acza lno œci
me tody oparto na de fin icji, ¿e jest to na jni ¿sze st ê¿e nie,
dla kt óre go spe³nio ne s¹ kry ter ia LOD, a ozn acz alnoœæ
anal itu nie prze krac za wart oœci ± 20% rze czyw ist ego stê -
¿enia.

Pre cyz jê i dok³adn oœæ zewn¹trz- i wewn¹trz grup ow¹
ba dano dla trzech zde fin iowa nych stê ¿eñ ka¿ dego anal itu 
od pow iadaj¹cych dol nemu stê ¿en iu na krzy wej ka lib -
racy jnej – œr odk owemu i gó rne mu. Pr ecy zjê i dok³ad noœæ 
wewn¹trz grup ow¹ ba dano w jed nej se rii w dz iesiêciu
pow tórzeniach dla ka ¿dego zde fin iowa nego stê ¿en ia. Pre -
cyz jê i dok³adn oœæ zewn¹trz grup ow¹ wy znac zano w piê -
ciu od rêbn ych se riach w pi êciu po wtórzeniach dla  zdefi -
nio wanych st ê¿eñ an alitów. Dla D9-THC i 11-OH-D9-THC
by³y to st ê¿enia 2, 20 i 40 ng/ml, dla THC-COOH by³y to
st ê¿enia 10, 20 i 40 ng/ml.

Dok³adn oœæ me tody wy ra¿ ono w pro cent ach i  kalku -
lo wano jako sto sun ek pom iêd zy œre dnim a rze czyw ist ym
stê ¿eni em anal itu do œred nie go wy znac zone go st ê¿en ia
anal itu pomn o¿o nego przez 100. Precyzjê wyra¿ano jako
pro cent wzg lêdnego od chyl enia stan dard owe go (%RSD)
i ob lic zano jako sto sun ek war toœ ci wzg lêd nego od chyl e -
nia stan dard owe go do œred niego wy znac zone go st ê¿en ia
anal itu pomn o¿o nego przez 100.

Wyd ajn oœæ eks trakc ji ana litów by³a oznac zona dla
 nis kiego, œr ednie go i wy sok iego st ê¿e nia (n = 5). Krew
wzbo gac ono do datk iem D9-THC i 11-OH-D9-THC w st ê -
¿eni ach 2, 20 i 40 ng/ml oraz THC-COOH 10, 20
i 40 ng/ml oraz od pow iedni ch st and ardów we wnêtr z -
nych. Prze prow adz ono proc edurê jak w roz dziale 2.5.
Do datk owo prze prow adz ono ekst rakc jê me tan olo wych
ro ztw orów kan nab ino li o ident ycznym stê¿e niu wraz ze
stan dard ami wewn êtrz nymi nie osad zony mi w ma trycy
bio log icznej krwi. Bez wzg lêdn¹ wyd ajn oœæ eks trakc ji
wyra ¿on¹ w pro cent ach kal kul owa no jako sto sun ek sy g -
na³u anal itu (wy znac zone go z pola po wierzchni) uzys -
kane go z prób ki po eks trakc ji krwi do sy gna³u
uzys kane go z prób ki po eks trakc ji me tan olo wego roz -
tworu wzor ca pomn o¿onego przez 100. 

3. Wy niki 

3.1. Wa lid acja me tody

Uzys kane w wy niku opty mal iza cji pra cy de tekt ora
frag ment owa ne wid ma mas (MS-MS) kan nab ino li przed -
staw ia ry cina 1. 

Prze prow adz ono pe³n¹ proc edurê wa lid acy jn¹ me -
tody oznac zania D9-THC i jego dwóch metab olit ów
(11-OH-D9-THC i THC-COOH) we krwi me tod¹
GC-EI-MS-MS zgod nie z wy mog ami na rzuc any mi przez 
normê eu rop ejsk¹ ISO 17025:2005. Pr óbki krwi kon trol -
nej anal izo wane w ka¿d ej se rii wa lid acy jnej (n = 6) by³y
wol ne od ko rel uj¹cych pi ków od pow iadaj¹cych D9-THC, 
11-OH-THC i THC-COOH oraz ich od pow iednim deu -
ter owym po chodn ym wzor ca wewn êtrznego. Na  ryci -
nach 2a, b i c przed staw iono chro mat ogr amy MS-MS
ekst rak tów krwi kon trol nej: a) bez do datku, b)  z  dodat kiem
20 ng/ml od pow iednio: D9-THC-D3, 11-OH-D9-THC-D3
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i THC-COOH-D9, c) z do datk iem 5 ng/ml D9-THC,
11-OH-D9- THC i THC-COOH oraz 20 ng/ml D9-THC-D3,
11-OH-D9-THC-D3 i THC-COOH-D9. Anal iza  nega -
tywnych  pró bek krwi w ka¿d ej se rii wa lid acy jnej wy -
kaza³a, ¿e wzo rzec wew nêtrzny nie za wiera istotn ych
stê¿eñ kan nab ino li mog¹cych gen ero waæ fa³szy wie do -
datn ie wy niki anal izy, szcz egó lnie w dol nych za kres ach
krzy wych ka lib racy jnych. 

Dla an alit ów wy znac zono na stêp uj¹ce za kresy li nio -
w oœci: LOD/LOQ do 50 ng/ml dla D9-THC i 11-OH-
D9-THC oraz do 100 ng/ml dla THC-COOH. Ch arak -
terystykê krzy wych ka lib racy jnych przed staw iono w ta -
beli I. Wy znac zone za kresy li niow oœci obejm owa³y
za kresy st ê¿eñ oznac zane we krwi w przy padk ach  nad -
u¿ywania prod uktów Can nab is. Nie ob serw owa no efek -
tu pamiê ci w kon troli ne gat ywnej anal izo wan ej po prób -
kach wa lid acy jnych z do datk iem 100 ng/ml D9-THC
i 11-OH-D9-THC oraz 200 ng/ml THC-COOH.

Dok³ad noœæ i pre cyz ja zewn¹trz grup owa ozn aczeñ
kan nab ino li za wiera³y siê w za kres ach od pow iednio 7,7–
15,5 oraz 6,8–12,3%. Dok³ad noœæ i pre cyz ja wewn¹trz -
grup owa ozn aczeñ kan nab ino li za wiera³y siê w  zakre -
sach 7,0–15,0 oraz 7,8–11,3% (ta bela II). Uzys kane war -
to œci dok³adno œci i pre cyz ji s¹ war toœ ciami ak cept owa l -
nymi w przy padku anal izy tok syk olo gic znej ma ter ia³u
bio log iczne go.

Oprac owan¹ metodê cha rakt ery zowa³y sa tysf akcj o -
nuj¹ce wa rtoœ ci be zwzg lêdn ych wy dajn oœci eks trakc ji
dla wszyst kich trzech analitów. Za wiera³y siê one w za -
kres ie 68,7%–84,1%. Wy niki ze brano w ta beli III.

3.2. Wy niki oz nac zeñ

Oprac owan¹ metodê za stos owa no w anal izie dwóch
prób ek krwi – przy ¿yc iowej i sek cyjn ej. Wy niki ozn a -
czeñ za mieszc zono w ta beli IV. 

4. Dys kus ja

Rów nol egle z wpro wad zeni em sto sown ego ustaw o -
da wstwa do tycz¹cego pro wad zenia poj azd ów pod wp³y -
wem sub stanc ji psy choa kty wnych po jawi³y siê pro blemy 
zwi¹zane z anal ityk¹ nark oty ków za mieszc zony ch na li s -
tach ak tów praw nych. Do tyc zy to w znacz nym stop niu
ak tywn ych ko mpon entów ko nopi siew nych Can nab is sa -
tiva. Znacz¹cy wp³yw na sferê psy chiczn¹ u¿ yt kow ni -
ków Can nab is wi¹¿e siê z ne gat ywnym wp³ywem na
ob ni¿ enie sp raw noœci psy chof izy cznej kie rowc ów z ak -
tyw owa niem za cho wañ pro wadz¹cych do wyp adków,
gwa³ tów, zbrod ni, czy te¿ z mo¿li woœci¹ ge ner owa nia
zmian cho rob owy ch.

W zwi¹zku z tak po staw ionym za gadn ieni em, wia -
ryg odna ocena zawa rtoœci ak tywn ego sk³ad nika ko nopi
D9-te trah ydr okan nabi nolu i jego me tabo lit ów we krwi ma 

sz czeg ólne zna czen ie dla opin iowa nia tok syk olo gic zne -
go. U pod staw tego twier dzen ia le¿¹ w³aœciw oœci
D9-THC jako g³ównego ak tywn ego sk³ad nika ko nopi.
Jego ob ecn oœæ w or gan izm ie wywo³uje stan eu for ii, ha -
luc yna cje, po dwy ¿sza wr a¿l iwo œæ na bo dŸce mu zyczne
i ha³as, zmie nia odbi ór prze strzenny i cza sowy rze czy -
wistoœci, po wod uje za bur zenia ko ord yna cji ru chow ej,
za bu r za ró wni e¿ kr ótk otrwa³¹ pa miêæ, zwal nia pro cesy
uczen ia siê, po wod uje uczuc ie pa niki, wywo³uje ta k¿e
kr ótk otrwa³e okresy lêku, zmie szan ia lub psy chozy.
U okaz yjny ch pa lac zy do wywo³ania przy jemn ego uczu -
c ia eu for ii wy starc zy 2–3 mg D9-THC, zaœ jed nym  rêcz -
nie przy got owa nym pa pier osem, tzw. „sk rêtem”, mo¿e
wp rowa dziæ siê w stan odu rzen ia na wet od 2 do 4 po -
cz¹tkuj¹cych pal¹cych. Osoba sil nie uza le¿niona wy pala
do 5–8 „sk rêt ów” w ci¹gu doby [3, 9].

G³ównym szla kiem me tab oli cznym w bio transf orma -
cji D9-THC jest utlen ianie wêgla 11 z utwor zeni em 11-hy -
drok sy-D9-te trah ydr okan nabi nolu (11-OH-D9-THC), kt ó -
ry wy kaz uje ak tyw noœæ zb li¿ on¹ do D9-THC. Ulega on
prze mian ie w nie akt ywny me tab olit, kwas 11-nor-D9-te -
trah ydr okan nabi nol owy (THC-COOH), kt óry z kwa sem
glu kur ono wym two rzy glu kur oni an. Zwi¹zki te, tj. THC-
COOH i jego glu kur oni an, wys têp uj¹ w mo czu w na j -
wiêkszych il oœciach. Pro dukt utlen ia D9-THC przy  wê -
glu 8, 8b-hy droksy-D9-THC, wy kaz uje ok. 4% ak tyw-
no œci zwi¹zku ma cier zyst ego, na tom iast 8a-hy dro -
ksy-D9-THC, ró ¿ni¹cy siê je dyn ie kon fig ura cj¹ gru py hy -
droks y lo wej, jest prak tyczn ie po zbaw iony ak tywn oœci
(ry cina 3).

Pa len ie ma rih uany wywo³uje w osoc zu szyb ki wzrost
stê¿enia D9-THC, który nastêpnie ulega obni ¿eniu i po
2–3 go dzin ach sta je siê nie wyk rywa lny. Jed noc zeœn ie
wzra sta stê¿ enie THC-COOH, który mo¿na wykr yæ
przez oko³o 6 go dzin.

Pro fil me tab oli czny D9-THC we krwi ró ¿ni siê w za -
le¿ noœ ci od dro gi prz yjêcia zwi¹zku. I tak np. po pa len iu
pa pie rosów z ma rih uany i po do ¿yl nym pr zyj êciu
D9-THC st ê¿e nie ak tywn ego me tab oli tu, 11-hy dro ksy-
D9-THC, sta nowi 10–15% stê ¿en ia D9-THC, na tom iast
po do ustn ym pr zyjê ciu – oko³o 50%. Wy raŸn ie wy ¿szy
sto sun ek stê ¿eñ met abo litów D9-THC do zwi¹zku ma -
cier zyst ego w osoc zu po do ustn ym pr zyjê ciu, ni¿ po do -
¿yln ym, jest wy nik iem tzw. „efektu pierw szego przejœ -
cia”, ja kiemu ulega D9-THC w w¹tro bie przed do tarc iem
do kr¹¿e nia og ólne go. Dla tego ak tywne me tab oli ty D9-te -
trah ydr okan nabi nolu: 11-hy droksy-D9-THC i 8b-hy dro -
ksy-D9-THC s¹ w ma³ym stop niu od pow iedz ialne za
efek ty ob serw owa ne po do ¿yln ym i dop³ucn ym przyj -
mow aniu D9-THC, na tom iast mog¹ w sp osób znacz¹cy
wp³ywaæ na te efekty, gdy jest przyj mow any do ustn ie
[3, 5, 9].
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5. Pod sum owa nie

Przed staw iona w ni niejs zej pra cy anal ity czna  proce -
du ra rów noc zes nego oznac zania D9-THC i jego dwóch
metab olit ów: 11-OH-THC i THCCOOH we krwi prz y ¿y -
cio wej i sek cyjn ej me tod¹ GC-EI-MS-MS po uprzedn iej
eks trakc ji ma ter ia³u bio log iczne go do fazy sta³ej (SPE),
zwa lid owa na zgod nie z wy mog ami nor my eu rop ejsk iej
ISO 17025:2005, za pewn ia spe cyf iczne i dok³adne wy -
niki oz nac zeñ kan nab ino li we krwi w za kres ach st ê¿eñ
spo tyk any ch w przy padk ach u¿yw ania prod uktów Can -
nab is. Me toda po zwala na re dukc jê ma trycy bio log icznej 
krwi, zw³asz cza sek cyjn ej, obci¹¿on ej szc zegó lnie sk³ad -
nik ami wy twor zony mi w pro ces ach gnil no-au tol ity cz -
nych. Ta kie roz wi¹za nie anal ity czne pod nosi czu³oœæ
i se le kty wno œæ metody i tym samym podnosi wi ary god -
noœæ uzyskanych wyników analizy toksykologicznej.

Pod nies ienie czu³oœci i sel ekty wnoœ ci me tody po -
przez za stos owa nie tech niki MS-MS ma równ ie¿ istotne
zna czen ie w przy padku anal izy krwi po bran ej od uc zest -
ników ru chu dro gow ego na obe cno œæ œro dka po dobn ie
dzia³aj¹cego do al koh olu, w kt órej anal izo wane zwi¹zki
czês to wyst êpuj¹ na ni skim po ziom ie st ê¿eñ.

Me tody chro mat ogr afii ga zow ej sp rzê ¿onej z spek -
trom etri¹ mas s¹ sto sow ane w anal ity ce kan nab ino li
w  ró¿ nych p³ynach ustroj owy ch – krwi, osoc zu, su row i -
cy, œl inie czy mo czu. Al tern atyw¹ GC-MS jest chro mat o -
gr afia cie czowa spr zê¿o na ze spek trom etri¹ mas
(LC-MS), która w ostatn im cza sie zy skuje na popu lar -
noœ ci przy anal izie tej gru py zwi¹zków [10]. 

Tan dem owa spek trom etr ia mas (MS-MS) by³a sto -
sow ana tak ¿e przez in nych au torów [2, 11] i zo sta³a za -
lec ona do oz nac zeñ kan nab ino li we krwi. 

Wer yfi kacjê re kom endo wan ej w ni niejs zej pra cy me -
tody prze prow adz ono, oprac owuj¹c eks pert yzy tok syk o -
lo gic zne w dwó ch przy padk ach, a wy niki kt óry ch za -
miesz czono w ta beli IV. W pierw szym przy padku krew
kie rowcy po brano po oko³o jed nej go dzin ie po wy padku
i wy kaz ano w niej ob ecn oœæ D9-THC oraz jego dw óch
me tab oli tów na po ziom ie ty pow ym dla osób pal¹cych
ma rih uanê. Wy nik anal izy prze maw ia³ za tym, ¿e
w chwi li wy padku kie rowca móg³ byæ pod wp³ywem
D9-THC, a wy nik ten sta³ siê pod staw¹ do orzec zenia
o odpo wiedzialnoœci kar nej kie rowcy. W dru gim przy -
padku D9-THC i jego dwa me tab oli ty oznac zono we krwi
osoby zmar³ej na wy sok im po ziom ie st ê¿eñ. Przy czyn¹
œmie rci by³o kom pleks owe przedaw kow anie am fet ami ny 
oraz MDMA i MDA. Wy sok ie st ê¿e nia D9-THC i meta -
bo litów, zw³asz cza THC-COOH, sug erowaæ mog³y pro -
blem czê stego nad u¿ywania pro duktów Can nab is.

Wy kryw anie kan nab ino li w pró bka ch krwi po bran ej
od osób uz ale¿ nionych w ró ¿nych ty pach nar kom anii
(opiat owej, am fet ami now ej, ko kai nowej) jest  stosun -
kowo czê ste. Wi¹¿e siê to z pre fer owa nym pro fil em uza -
le¿ nienia w Eu rop ie i Amer yce. Jak wy nika z prak tyki

tok syk olo gic znego opin iowa nia s¹dowo-le kars kiego
oraz do nies ieñ na tym polu [6, 7], kan nab ino le czê sto sta -
nowi¹ czyn nik to war zysz¹cy w przy padk ach prze daw -
kow ania zarówno opiatów, jak i am fet ami ny.    
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