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LISTA SKRACENICA

AIDS — Acquired immunodeficiency syndrome (sindrom stecenog gubitka imuniteta)
BSTFA - bis-sililtrimetil-trifluoroacetamid

CB1 i CB2 — kanabinoidni receptori

CBC - cannabichromene (kanabihromen)

CBCA - cannabichromenic acid (kanabihromenska kiselina)

CBCYV - cannabichromevarin (kanabihromevarin)

CBD - cannabidiol (kanabidiol)

CBDA — cannabidiolic acid (kanabidiolna kiselina)

CBDYV - cannabidivarin (kanabidivarin)

CBG - cannabigerol (kanabigerol)

CBGA - cannabigerolic acid (kanabigerolna kiselina)

CBGM - cannabigerol monomethyl ether (kanabigerol monometil eter)

CBN - cannabinol (kanabinol)

CBNA - cannabinolic acid (kanabinolna kiselina)

CC - Column chromatography (hromatografija u koloni)

CNS - centralni nervni sistem

DAD - Diode array detector (diodni detektor)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EC - Electrochemical detector (elektrohemijski detektor)

ECD - Electron capture detector (detektor zasnovan na elektronskom zahvatu)

FID — Flame ionization detector (plameno jonizacioni detektor)

VI



FL — fluorescentni detektor

FTIR - Fourier-transform infrared detector (infracrveni detektor na bazi Furijeove

transformacije)
GC - Gas chromatography (gasna hromatografija)

GC/FID — Gas chromatography with flame ionization detector (gasna hromatografija sa

plameno jonizacionim detektorom)

GC/MS - Gas chromatography with mass spectrometry (gasna hromatografija sa masenim

spektrometrom)
HID - High intensity discharge lamp (lampa visokog intenziteta praZnjenja)

HPLC - High performance liquid chromatography (te€na hromatografija visokih

performansi)

HPLC/MS - High-performance liquid chromatography with mass mass spectrometry (te¢na

hromatografija visokih performansi sa masenim spektrometrom)
HPS — High pressure sodium lams (natrijumska lampa visokog pritiska)

HPTLC - High performance thin-layer chromatography (tankoslojna hromatografija visokih

performansi)
IR — Infrared spectroscopy (infracrvena spektroskopija)
IS — interni standard

IRMS - Isotope ratio — mass spectrometry (masena spektrometrija odnosa masa stabilnih

izotopa)

IUPAC - Internationale union of pure and applied chemistry (Medunarodna unija Ciste i

primjenjene hemije)
L. — Linnaeus, Carl (Karl Line)

LC — Liquid chromatography (tecna hromatografija)
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LC/MS - Liquid chromatography with mass spectrometry (te¢na hromatografija sa masenim

spektrometrom)

LDso— letalna doza 50% (doza koja ubija 50% populacije)

MH - Metal halides (halogenidi metala)

MS - masena spektrometrija

MSD — maseni spektrometrijski detektor

MSTFA — metil-sililtrimetil-trifluoroacetamid

NPD - Nitro-phosphor detector (azot — fosfor detektor)

PC — Paper chromatography (hromatohrafija na papiru)

PDA — Photodiode array detector (fotodiodni detektor)

PTSP — postraumatski stresni poremecaj

RI —indeks refrakcije

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SPE — Solid phase extraction (ekstrakcija na ¢vrstoj fazi)

SPME - Solid phase micro extraction (mikro-ekstrakcija na ¢vrstoj fazi)
TBA - tribenzilamin

TCD — Thermal conductivity detector (detektor termic¢ke provodljivosti)
TCS - tetracosan (tetrakosan)

THC - tetrahydrocannabinol (tetrahidrokanabinol)

THCA - tetrahydrocannabinolic acid (tetrahidrokanabinolna kiselina)
THCYV - tetrahydrocannabivarin (tetrahidrokanabivarin)

TLC — Thin-layer chromatography (hromatografija na tankom sloju)

TMCS - trimethylchlorosilane (trimetilhlorsilan)



TMS — trimetilsilil

UHPLC - Ultra high-performance liquid chromatography (te¢na hromatografija ultravisokih

performansi)

UHPLC/MS - Ultra high-performance liquid chromatography with mass spectrometry

(te¢na hromatografija ultravisokih performansi sa masenim spektrometrom)
UV — ultravioletno svjetlo/zra¢enje/lampa/spektroskopija

UV-VIS - ultravioletna-vidljiva spektroskopija
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1. UVOD

Dinamika proizvodnje, prometa i upotrebe pojedinih vrsta ilegalnih droga mijenja se kroz
vrijeme. Neke supstance koje su bile masovnije zastupljene prije Cetrdesetak godina, kao npr.
barbiturati, nisu viSe tako Ceste [Siegel, 2005]. Sa druge strane, u poslednjoj deceniji biljezi se
porast tzv. ,,novih psihoaktivnih supstanci, uglavnom sintetickog porijekla, koje nisu nove u
smislu njihove sinteze (mnoge su sintetizovane 70-tih godina proslog vijeka), ali su u novije
vrijeme prilagodene u cilju izazivanja efekata na organizam, slicnih poznatim ilegalnim
drogama [UNODC, 2013a]. Broj i vrsta supstanci, dostupnih korisnicima, nikada nisu bili
raznovrsniji. Medutim i pored navedene dinamike, proizvodi biljke Cannabis sativa L.
tradicionalno predstavljaju najraSireniju ilegalnu drogu u svijetu. Procjenjuje se da oko 4%
svjetske populacije u dobu od 15-64 godina koristi kanabis preparate [EMCDDA, 2018a;
UNODC, 2018]. Preko 60% slucajeva zaplijene i zaplijenjene koli¢ine droga na globalnom
nivou odnosi se na kanabis preparate [UNODC, 2015]. Sli¢no stanje je u Bosni i Hercegovini,
gdje je najzastupljenija marihuana (osnovni preparat kanabis biljke), dok je kanabis smola
(hasi§) mnogo rjeda [EMCDDA, 2018b]. U Republici Srpskoj marihuana je takode
najzastupljenija droga na ilegalnom trzistu i predstavlja preko 90% od ukupno zaplijenjene
koli¢ine droga. Pored tradicionalnog uzgoja u prirodnim uslovima (plantaZze na otvorenom),
poslednjih decenija zabiljeZen je porast uzgoja kanabis biljke u zatvorenom prostoru, u
vjestackim uslovima, $to pored povecanog prinosa, ima znacajan uticaj na hemijski sastav biljke
[King et al., 2004; Toonen et al., 2006; Clarke and Watson, 2007; UNODC, 2012, 2013b,
2014a, 2014b, 2015]. Ova pojava prisutna je i na prostoru Republike Srpske [Dragolji¢ i Vasi¢-
Daki¢, 2014], gdje je u posljednjoj deceniji otkriveno viSe ilegalnih laboratorija za proizvodnju
marihuane. Psihoaktivni potencijal ilegalnih uzoraka kanabisa prati se ve¢ duZe vrijeme u
mnogim drzavama, u svrhu procjene uticaja na zdravlje korisnika [ElSohly et al., 1984, 2000,
2016; King et al., 2004; Potter et al., 2008; Mehmedi¢ et al., 2010; UNODC, 2011, 2014a;
Cascini et al., 2012; Dujourdy and Besacier, 2017; Freeman et al., 2018]. Kada su u pitanju
droge, poznato je da korisnici dozu prilagodavaju potenciji uzorka, te ne znaci da su samo
visokopotentni uzorci prijetnja za zdravlje. Zdravstveni rizik predstavljaju i nagle promjene
potencijala pojedine droge na trziStu ili velike medusobne razlike u psihoaktivhom potencijalu
ilegalnih uzoraka, $to takoder moZe izazvati zdravstvene probleme ili neocekivano predoziranje

[Tsumuraet al., 2012]. U posljednjim decenijama zabiljeZen je porast psihoaktivnog potencijala



kanabisa, posebno kod biljaka koje se gaje u vjeStackim uslovima (u zatvorenom prostoru)
[Potter et al., 2008; Mehmedi¢ et al., 2010; UNODC, 2011, 2014a; Freeman et al., 2018].
Zapazeno je da su uzorci kanabisa sa visokim sadrzajem psihoaktivnog sastojka na podrucju
Republike Srpske brojniji nego u ranijem periodu, ali nema sveobuhvatnog istraZivanja koje bi
dalo precizniju sliku o kretanju i trendovima psihoaktivnog potencijala kanabisa. Zbog toga je
jedan dio istraZivanja u ovom radu posvecen pracenju potencijala uzoraka kanabis biljke
zaplijenjenih na podruc¢ju Republike Srpske, u svrhu pracenja psihoaktivhog potencijala
uzoraka dostupnih na ilegalnom trZistu i procjene trendova koji se mogu ocekivati u buduénosti.
Rezultati istrazivanja pokazali su da su na ilegalnom trZiStu prisutni uzorci kanabis biljnog
materijala sa veoma razli¢itim sadrZajem psihoaktivnog sastojka, od tzv. niskopotentnih do
visokopotentnih, te da je broj visokopotentnih uzoraka u porastu. IstraZivanje je obuhvatilo i
odredivanje hemotipa (hemijskog fenotipa) u cilju determinacije pripadnosti biljke varijetetu
tzv. droga-tip konoplje ili industrijske vlakno-tip konoplje [Maksimovi¢ i sar., 1998; Raman

and Joshi, 2003; UNODC, 2009a].

Karakteristi¢ni hemijski sastojci kanabis biljke (Cannabis sativa L.) su kanabinoidi, kojih je iz
biljke izolovano 120 [ElSohly et al., 2017; Radwan et al., 2017], od kojih se tri osnovna koriste
za forenzicku identifikaciju kanabis preparata: kanabidiol, kanabinol i psihoaktivni
tetrahidrokanabinol [Maksimovi¢ i sar.,1998]. Poznato je da svi dijelovi biljke ne sadrze istu
koli¢inu psihoaktivnog sastojka [UNODC, 2009a], ali neka istraZivanja daju razli¢ite rezultate
u pogledu sadrZaja psihoaktivnog sastojka u nekim biljnim dijelovima (npr. sjemenke) [Ross et
al., 2000; Yang et al., 2017]. Stoga je ovo istraZivanje obuhvatilo ispitivanje sadrzaja
psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola u razli¢itim dijelovima biljke (cvat, list, stabljika,
korijen, sjemenke). Takode je poznato da nivo psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola
opada sa vremenom u uzorcima biljke i drugih kanabis preparata [UNODC, 2009a; Trofin et
al., 2011; 2012a; 2012b]. Istrazivanja u oblasti dinamike razlaganja tetrahidrokanabinola dala
su odredene rezultate [Ross and ElSohly, 1997], ali postupanje sa uzorcima u tim
eksperimentima ne odgovara naSoj forenzickoj praksi postupanja sa uzorcima koji su
materijalni dokaz za sudski postupak. Odredena istraZivanja na temu promjene koncentracije
psihoaktivnog sastojka sa vremenom radena su i kod nas [Dragolji¢, 2012; Dragolji¢ i sar.
2013], te je predmet ovog rada nastavak pra¢enja promjene hemijskih osobina uzoraka
kanabisa, sa ciljem procjene vremena u kojem ima smisla cuvati uzorke u depozitu, odnosno
vremena u kojem se uzorci kanabisa mogu uspjeSno upotrijebiti makar za kvalitativnu

forenzicku analizu osnovnih kanabinoida.



Preporuke za postupak uzorkovanja, pripremu uzoraka za analizu, kao i metode analiza
primjenom razli¢itih analitickih tehnika, mogu se naci u brojnoj literaturi, gdje se preporuceni
postupci i metode manje ili vise medusobno razlikuju [UNDCP, 1994; Maksimovi¢ i sar., 1998;
SWGDRUG, 2005, 2016; Siegel, 2005; UNODC and ENFSI, 2009; Fischedick et al., 2010].
Uticaj pojedinih parametara (temperatura u pojedinim fazama pripreme, izbor rastvaraca za
ekstrakciju itd.) na rezultat kvantitativne analize tj. odredivanje koncentracije pojedinih
kanabinoida, nije detaljno obrazloZen. Zbog toga su u ovom istraZivanju izvrSena odredena
ispitivanja koja se odnose na pripremu i analizu uzoraka. Pracena je stabilnosti rastvora
referentnih standarda i ekstrakata uzoraka, Cuvanih u razli¢itim uslovima (na sobnoj temperaturi
i u frizideru). IzvrSeno je uporedivanje rezultata dobijenih gasnohromatografskom analizom
primjenom metode eksternog i metode internog standarda, kao i rezultati dobijeni tehnikom
ruc¢nog injektiranja i injektiranja pomocu autosemplera. Ovo ispitivanje postupaka pripreme i
analize provedeno je u svrhu podeSavanja optimalnih parametara metode za analizu osnovnih
kanabinoida [UNODC, 2009b, 2009c]. Ispitana je i moguc¢nost primjene referentnog standarda
kanabinola, kao indirektnog standarda za odredivanje koncentracije tetrahidrokanabinola u

kanabis uzorcima.

Optimizacija uslova pripreme i analize uzoraka predstavlja znaCajan doprinos forenzickoj
analitickoj praksi. Podaci o hemijskim i fizickim osobinama uzoraka kanabis biljke i njenih
preparata dobijeni na osnovu eksperimenata doprinose boljem razumijevanju forenzicki
znacajnih karakteristika kanabis uzoraka, kao i tumacenju prilikom vjestacenja u sudskim
postupcima. Saznanja proistekla iz eksperimenata mogu posluZiti i kao smjernice za postupanje

sa uzorcima tokom istraznog postupka.

Ova disertacija takode daje viSe podataka o stanju, trendovima i psihoaktivhom potencijalu
kanabis preparata na domacem ilegalnom trZiStu. Ti podaci mogu biti korisni ustanovama koje
se bave problematikom ilegalnih droga (zdravstvenim, socijalnim, pravosudnim i sl.), kao i za

izradu strategija za suzbijanje prometa i upotrebe ilegalnih droga u Republici Srpsko;j.



2. BILJKA CANNABIS SATIVA L.

Cannabis sativa L., kod nas poznata kao konoplja, je biljna vrsta koju prate brojne kontroverze
po raznim pitanjima, kao St su porijeklo, klasifikacija, hemijski sastav, djelovanje na ljudski
organizam i zakonska regulativa. S druge strane, ona je kroz istoriju imala vaznu ulogu u

industriji, kulturi, religiji i medicini.

Botanicka i hemotaksonomska klasifikacija konoplje je predmet mnogih diskusija u stru¢nim
krugovima jo§ od vremena Svedskog nau¢nika Karla Linea (Carl Linnaeus), koji je poznat kao
otac taksonomije [Singh, 2010]. Line je 1735 konoplju klasifikovao kao jednu biljnu vrstu pod
nazivom Cannabis sativa. Ne$to kasnije, Lamark je opisao biljku Cannabis indica i
klasifikovao je kao posebnu biljnu vrstu [Iversen, 2000]. Kontroverzu vezanu za klasifikaciju
konoplje uglavnom predstavlja pitanje o tome da li rod Cannabis sadrzi jednu ili viSe biljnih
vrsta. NajviSe neslaganja u stru¢nim krugovima izazivala je dilema da li su Cannabis sativa i
Cannabis indica dvije biljne vrste ili su to samo podvrste jedne biljne vrste [Hilling and
Mahlberg, 2004; Clarke and Merlin, 2013; Houck and Siegel, 2015; Piomelli and Russo, 2016;
Pollio, 2016; Small, 2017a, 2017b]. Jedno od najobimnijih istraZivanja taksonomije kanabisa
proveli su Small i Cronquist 1976. godine. Na osnovu pregleda literature koja je obuhvatala
hemijski sastav, morfologiju biljke i sjemena, kao i uticaj selekcije prilikom uzgoja kroz
vijekove, dosli su do zakljucka da je Cannabis sativa jedna biljna vrsta, ali je veoma varijabilna
[Raman, 2003; Small, 2017a, 2017b; McPartland, 2018]. Na bazi morfoloskih, anatomskih,
fitohemijskih i genetickih studija, danas je uglavnom prihvaceno stanoviste da je Cannabis
sativa L. jedna biljna vrsta iz roda Cannabis, koji pripada porodici Cannabaceae iz reda
Urticales. U okviru te biljne vrste postoji nekoliko podvrsta (C. sativa subsp. sativa, C. sativa
subsp. indica, C. sativa subsp. ruderalis, C. sativa subsp. spontanea, C. sativa subsp.
kafiristanca) 1 viSe razlicitih bioloskih, hemijskih, morfoloskih i geografskih varijeteta, Cije
hemijske i morfoloske razlike nisu lako uoc€ljive, a mijenjaju se i variraju pod uticajem uslova
okoline [ElSohly and Slade, 2005; UNODC, 2009a; Khan et al., 2012; Thomas, B. and ElSohly,
2016; Hazekamp et al., 2016; ElSohly et al., 2017; Onofri and Mandolino, 2017; Piomelli et
al., 2019; De la Fuente et al., 2020]. Razlike izmedu varijeteta nisu konstantne iz razloga Sto se
konoplja brzo prilagodava uslovima rasta i klimatskim prilikama, pri ¢emu se mijenjaju njene
fizicke, hemijske i fizioloSke osobine [Green, 2001]. Zbog toga je uobicajeno da se naziv

Cannabis sativa L. Koristi za sve kanabis biljke, bez obzira na podvrstu ili varijetet [Cole, 2003;

4



Hazekamp, 2008-2009; UNODC, 2009a; Small, 2017a]. Na osnovu razlicitih pristupa
klasifikaciji kanabis biljke i njenih podvrsta i varijeteta, koji se mogu naci u brojnoj literaturi,

realno je ocekivati da ¢e ova oblast i u buduénosti biti predmet rasprava u nau¢nim krugovima.

Porijeklo biljnih vrsta je teSko precizno odrediti kada se uzme u obzir uticaj ¢ovjeka. Kao
moguce prirodno staniSte kanabis biljke navodi se podrucje od Kaspijskog mora preko Srednje
i Juzne Rusije do Sjeverne Indije i Himalaja, a vecina stru¢njaka Centralnu Aziju smatra njenom
domovinom [Iversen, 2000; Raman and Joshi, 2003; Hazekampn et al., 2010; Piomelli and
Russo, 2016]. Prema arheoloskim istraZivanjima procjenjuje se da je ova biljka uzgajana u Kini
prije 6000 ili 8000, pa ¢ak i 10000 godina [Hazekamp et al., 2010; Small, 2017a]. Najraniji
zapisi o upotrebi konoplje poti¢u od najstarijih poznatih neolitskih kultura u Kini, u dolini Zute
rijeke, prije oko 6500 godina. S obzirom da se konoplja lako prilagodava razli¢itim klimatskim
uslovima, kroz vijekove se odomacila Sirom razli¢itih temperaturnih zona svijeta, a posebno u
podru¢jima umjerene i tropske klime. Stari narodi su je koristili za proizvodnju tekstilnih
vlakana za izradu uzadi, ribarskih mreza, odjece i sl., a sjeme je bilo vrijedan izvor hrane. Kina
je do danasnjih dana ostala glavni svjetski proizvoda¢ konopljinih vlakana [Thomas, M., 2012;
Small, 2017a]. Kanabis biljka je navedena i u kineskim medicinskim zapisima 2700 god. prije
Hrista [Khan et al., 2012]. Postoje indicije da je konoplja koriStena u prehrambene ili ljekovite
svrhe i u starom Egiptu. U stvari, konoplja je jedna od najstarijih ljekovitih biljaka i opisana je
u skoro svim antickim priru¢nicima ljekovitog bilja, najc¢es¢e u formi tinkture ili Caja. Zbog
svojih osobina ova biljka bila je bliska i nekim religijama. Npr. prema Hindu legendi vjerovalo
se da je kanabis omiljena hrana boga Sive, zbog njenih enegretskih osobina [Hazekamp et al.,

2010].

Pocetkom XX vijeka ucestala je zloupotreba kanabis biljke kao droge, zbog ¢ega su se u
mnogim zemljama poceli donositi propisi o zabrani uzgoja. Ipak, u nekim dijelovima Azije
(posebno Kini), u veéem dijelu Sovjetskog Saveza, u velini zemalja Isto¢ne Evrope
(ukljudujuéi Srbiju), kao i u Francuskoj i Spaniji, konoplja za industrijske svrhe i dalje se
uzgajala u vecoj ili manjoj mjeri, zavisno od potreba trziSta. Znacajno interesovanje za ponovni
uzgoj u industrijske svrhe u mnogim zemljama zapadne Evrope, ali i u Australiji i Kanadi poceo
je 1990-tih godina. U vecini Sjedinjenih Americkih DrZava usvojeni su propisi koji
dozvoljavaju industrijski uzgoj [Small, 2017a]. Istovremeno je zaZivjela i ponovna upotreba u
medicinske svrhe, pa je sve viSe zahtjeva za dekriminalizacijom i djelimicnom legalizacijom

kanabisa.



2.1. Fizicke osobine

Cannabis sativa L. je jednogodiSnja biljka cvjetnica, uglavnom je dvodomna (muski i Zenski
cvjetovi nalaze se na zasebnim biljkama), iako se ponekad mogu pojaviti hermafroditni
primjerci tj. jednodomna biljka (muski i Zenski cvjetovi na istoj biljci) [Thomas, M., 2012;
Clarke and Merlin, 2013; Thomas, B. and ElSohly, 2016]. Prije cvjetanja muske i Zenske biljke
imaju sli¢an izgled i teSko ih je razlikovati. Zrele muske biljke su obi¢no 10-15% viSe od
Zenskih, ali su tanje i neS$to manje razgranate [Small, 2017a]. Kanabis biljka ima glavni korijen
duZzine oko 1/10 stabljike, sa manjim izdancima koji se granaju od glavnog korijena [Raman,
2003]. Visina biljke moze varirati 0,2-6 m, zavisno od varijeteta i uslova gajenja, mada je
uobicajena visina 1-3 m [Upton et al., 2013]. Stabljika biljke je zelena, uspravna, uzduzno
udubljena/izbrazdana, ponekad Suplja i manje ili viSe razgranata. Prec¢nik stabljike krece se od
6 do 20 mm [Small, 2017a]. Bo¢ne grane su nasuprot rasporedene duZ cijele glavne stabljike.
Raspored lista je unakrsno naizmjeni¢an na suprotnim stranama stabljike. Stabljike lista
(peteljke) duge su 2-7 cm sa uskim udubljenjem po gornjoj strani. List je oblika dlana i sastoji
se od neparnog broja (3 do 15), najcesce 5, 7 ili 9 uskih listi¢a lancetastog oblika [Raman, 2003;
UNODC, 2009a].

Slika 1. Cannabis sativa L Slika 2. Karakteristican izgled lista
biljke Cannabis sativa L.

(Izvor fotografija: Upton et al., 2013)

Listi¢i na jednoj peteljci su prstasti, razli¢ite duZine (obi¢no 3-11 cm, a najduZi oko 15 cm),
Sirine 0,2-1,7 cm, meke su grade, uski, kopljasti, testerastog izgleda tj. po rubu nazubljeni (zubi
usmjereni ka vrhu lista), a vene usmjerene ukoso od srednjeg rebra ka vrhovima zuba. Donja
povrSina (nali¢je) je blijedo zelena, sa rastrkanim bijelim do Zuckasto smedim smolastim
Zlijezdastim tvorevinama (trihomama). SvjeZi listovi su zelene boje, a suSenjem poprime smedu

boju. Cvjetovi su sitni, veoma bogati, skupljeni su u gornjoj trecini stabljike i ¢ine cvat. Muska



i zenska biljka razlikuju se po cvatu. Muski cvjetovi imaju Zuckastu do blijedo zelenu boju, cvat
se sastoji od mnogo pojedinacnih cvjetova, izdvojen je od liS¢a i ima izgled metlice. Muski
cvijet se sastoji od pet bjelkasto-zelenih minuciozno dlakavih ovojnica dugih oko 2,5-4 mm i
pet vise¢ih pradnika. Zenski cvjetovi (tu¢kovi) su svjetlo-zelene boje, kompaktni, kratki i nisu
istureni izvan okolnog lis¢a, viSe ili manje su kitnjasti i nicu u parovima. Svaki cvijet ima jajnik
ovijen zelenim lisnatim omota¢em koji formira cjevast plast duZine oko 2 mm oko jajnika, sa
dvije duge tanke stigme koje se uzdiZzu iznad omotaca [Raman, 2003]. PovrS$ina stigme je gusto
pokrivena veoma malim papilama (izrasline nalik nitima) koje sluZe za prihvatanje polena. Plod
konoplje je ujedno i sjeme. To je dvokrilni oraSac jajolikog oblika, malo izduZen i
komprimovan, duZine oko 3-6 mm, u najSirem dijelu precnika 2,5-4 mm. Divlje sorte imaju
sitnije sjeme (600 do 1000 sjemenki po gramu), dok kultivisane sorte imaju krupnije sjemenke
(oko 15 sjemenki po gramu) [Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a]. Plod je omotan ljuskom
zilice mrezastog uzorka nalik kornja¢inom oklopu. Boja ploda se mijenja prema stepenu
zrelosti: nezreli plod je zelenkaste boje, dok zreli moZe biti srebrnasto-sive, tamno-sive do
smede pa ¢ak i mrke boje. Boje na plodu se prelijevaju i slijevaju u smjesu boja koju nije uvijek

lako odrediti, a zbog pruga i Zilica koje presjecaju ljusku plod daje utisak mozaika.

Slika 3. Sjemenke Cannabis sativa L.

Fizicke osobine (visina, nijansa boje sveZeg i osusenog lista, obim grananja, gustoca listaicvata
isl.) zavise od nasljednih faktora, uslova okoline i nacina uzgoja, a mogu se razlikovati i zavisno

od podneblja u kojem se uzgaja [UNODC, 2009a].



2.2. Hemijske osobine

Pored ostalog, Cannabis sativa L. je dugo vremena zanimljiva za istraZivanje i zbog njenog
sloZenog hemijskog sastava. Smola koju luce Zljezdane trihome, prisutne na povrsini skoro svih
biljnih dijelova, a posebno cvjetova i listova, bogata je razliCitim sastojcima, medu kojima su
kanabinoidi, terpenoidi i flavonoidi, koji imaju ulogu u bioloSkoj aktivnosti kanabis biljke
[Hazekamp et al., 2010; Small, 2017a]. Do sada je iz ove biljke izolovano i identifikovano 565
raznovrsnih hemijskih jedinjenja, ukljucuju¢i 120 kanabinoida, jedinjenja koja su
karakteristi¢ni sastojci kanabis biljke [ElSohly et al., 2017; Radwan et al., 2017]. Vremenom
su neki kanabinoidi dobijeni sintetiCkim putem, a 1990-tih godina su srodna jedinjenja
otkrivena i u Zivim organizmima, uglavnom sisara (endokanabinoidi). Zbog toga se u novije
vrijeme za kanabinoide izolovane iz biljke Cesto koristi izraz ,.fitokanabinoidi*, kako bi se isti
razlikovali od sintetickih kanabinoida i endokanabinoida [ElSohly and Slade, 2005;
Brenneisen, 2007]. Medutim, u vecini stru¢ne literature izraz kanabinoidi jo$ uvijek uglavnom
podrazumijeva kanabinoide iz biljke, ako nije drugacije naglaseno. Kanabinoidi su grupa Cz;
terpenofenolnih jedinjenja (ili Cz22, ako su u formi kanabinoidnih karboksilnih kiselina) koji
predstavljaju glavne aktivne hemijske sastojke karakteristi¢ne za kanabis biljku. U ovu grupu
jedinjenja, pored neutralnih kanabinoida, spadaju njihove karboksilne kiseline, analozi i
proizvodi razlaganja. [Raman and Joshi, 2003; ElSohly and Slade, 2005; Brenneisen, 2007,
Hazekamp, 2008-2009; Small, 2015; Andre et al., 2016]. Prema strukturnom tipu, kanabinoidi
se mogu razvrstati u 11 strukturnih grupa (Tabela 1) [ElSohly et al., 2017; Radwan et al., 2017].

Tabela 1. Strukturne grupe kanabinoida izolovanih iz biljke Cannabis sativa L.

Strukturna grupa kanabinoida Broj jedinjenja u grupi
1 (-)-A’-trans-tetrahidrokanabinol (A°-THC) tip 23
2 (-)-A®-trans-tetrahidrokanabinol (AS-THC) tip 5
3 kanabigerol (CBG) tip 16
4 kanabihromen (CBC) tip 9
5 kanabidiol (CBD) tip 7
6 kanabinodiol (CBND) tip 2
7 kanabielsoin (CBE) tip 5
8 kanabiciklol (CBL) tip 3
9 kanabinol (CBN) tip 11
10 kanabitriol (CBT) tip 9
11 ostali 30

Najzastupljeniji i forenzicki najinteresantniji su tzv. osnovni kanabinoidi: tetrahidrokanabinol

(THC), kanabidiol (CBD) i kanabinol (CBN).



2.2.1. Tetrahidrokanabinol (THC)

Tetrahidrokanabinol (THC) je glavni psihoaktivni sastojak biljke Cannabis sativa L. i
proizvoda dobijenih od nje. Prema hemijskoj nomenklaturi to je 6a,7,8,10a-tetrahidro-6,6,9-
trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]piran-1-ol [WHO, 2018]. Zavisno od sistema numerisanja
jedinjenja u organskoj hemiji ovo jedinjenje moZe biti nazvano A°-tetrahidrokanabinol
(dibenzopiranski sistem) ili A'-tetrahidrokanabinol (monoterpenoidni sistem) [Raman and
Joshi, 2003; Bell, 2006; Small, 2017a]. U literaturi se ¢eS¢e koristi dibenzopiranski sistem. A°-
THC ima 2 hiralna atoma ugljika (C6a i C10a) koji generiSu etiri stereoizomera: (-)-trans-A°-
THC, (+)-trans-A°-THC, (-)-cis-A°-THC i (+)-cis-A°-THC. Iz kanabis biljke izolovan je (-)-trans-
A’-THC (prema IUPAC nomenklaturi: 6a,10a-trans-6a,7,8,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-
pentil-6H-dibenzo[b,d]piran-1-0l) dok su ostala tri izomera sintetizovana [WHO, 2018]. U
forenziCkoj literaturi Kkoristi se naziv (-)-trans-A’-tetrahidrokanabinol ili  samo
tetrahidrokanabinol (THC), pri ¢emu se, ako nije drugacije naglaSeno, podrazumijeva A°-
izomer (Slika 4).

Slika 4. Strukturna formula A°-THC

Izomer trans-A3-tetrahidrokanabinol (Slika 5) ima slabije psihoaktivno djelovanje, a kada je
prisutan u biljci onda je to u mnogo niZoj koncentraciji od A’-izomera [Khan et al., 2012; Small,

2017a].

Slika 5. Strukturna formula A°- THC

Tetrahidrokanabinol (A°-THC) je prvi put izolovan 1942.godine, ali su tek 1964.godine njegovu
strukturu identifikovali i objavili Gaoni i Mechoulam. Kasnije je sintetizovan i u laboratoriji

[Brenneisen, 2007; Small, 2017a; ElSohly et al., 2017]. Na sobnoj temperaturi ~ (—)-trans-A°-



THC je bezbojna do svijetlo Zuta uljasta te¢nost [WHO, 2018] Kanabis biljka koja raste u
prirodnim uslovima uobicajeno sadrzi od 0,5 do 5% tetrahidrokanabinola, a u posebnim
uslovima gajenja sadrZaj tog psihoaktivnog sastojka moze se povecati preko 25%.

Zlijezdane trihome koje lute smolu bogatu kanabinoidima nalaze se na skoro svim biljnim
dijelovima, ali se razlikuje njihova gustina i veli¢ina, Sto uti¢e na sadrzaj kanabinoida u
razli¢itim dijelovima biljke. Zenski cvjetni vrhovi su glavni izvor kanabinoida, ukljuéujuéi i
psihoaktivni THC. Zenski cvjetovi uobi¢ajno sadrze 10-12%, a neopraseni cvjetni vrhovi mogu
da sadrZe znatno vise od 20% THC. Gornji listovi obi¢no sadrZe 2-3%, za razliku od donjih
listova sa 1-2% THC. Sadrzaj THC u stabljici krec¢e se od 0,1 do 0,3%, dok u korijenu mogu
biti prisutni tragovi THC (0,03%) [UNODC, 2009a; Potter, 2014]. Sjemenke uglavnom ne
sadrze psihoaktivni sastojak, iako su neki autori prijavili da su nasli malu koli¢inu THC u
unutrasnjosti sjemena (manje od 2 pg/g) [Ross et al., 2000]. Ross i saradnici [2005] su utvrdili
prisustvo 16 kanabinoida u polenu biljke, ukljucujuéi i THC.

Zenske biljke sadrZe znatno vise psihoaktivnog sastojka od muskih, ali i muske biljke mogu da
sadrze potro$ne koli¢ine THC. Mlade, nezrele biljke imaju znatno manje THC od zrelih biljaka.
Stajanjem ubranog biljnog materijala nivo THC opada, a njegovom razgradnjom nastaje
uglavnom CBN i manjim dijelom A3-THC. Razgradnji doprinose svjetlost, kiseonik, poviSena

temperatura i vlaznost [Hazenkamp et al., 2010; Small, 2017a].

2.2.2. Kanabidiol (CBD)

Kanabidiol (Slika 6) takode ima psihoaktivno djelovanje, tako $to umanjuje psihoaktivne efekte

tetrahidrokanabinola.

HO

Slika 6. Strukturna formula kanabidiola (CBD)

Postupkom izomerizacije, u kiseloj sredini, moguce je konvertovati CBD u THC. U prvi mah
se ¢ini da to daje moguénost da se industrijski varijeteti sa visokim sadrZajem CBD mogu
koristiti za dobijanje THC konverzijom, ali nema podataka o takvim pokusajima ilegalne
proizvodnje THC, vjerovatno zbog sloZene hemijske reakcije konverzije [Thomas, M., 2012;

Small, 2017a]. Pored reakcije provedene u laboratorijiskim uslovima uz simuliranu Zeluanu
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kiselinu, provedene su studije sa ljudima kojima je data relativno visoka oralna doza CBD, ali
je ostalo nejasno da li se u organizmu deSava konverzija CBD u psihoaktivni A°>-THC [Thomas,

B. and ElSohly, 2016].

2.2.3. Kanabinol (CBN)

Kanabinol (Slika 7) je prvi izolovan kanabinoid, a njegova struktura je razja$njena ranih 1940-
tih. godina. SvjeZe biljke ga ne sadrZe u znacajnijoj koli€ini, a nastaje kao proizvod razlaganja
A°>-THC u ubranom biljnom materijalu, odnosno uskladiStenim kanabis preparatima
[Mechoulam and Ben-Shabat, 1999; Hazenkamp et al., 2010]. Smatra se da CBN ima ogranicen
psihoaktivni potencijal, oko 10% potencijala THC [Small, 2017a].

Slika 7. Strukturna formula kanabinola (CBN)

2.2.4. Ostali kanabinoidi

Kanabinoidi kao $to su CBC, CBG, CBGM, CBDV, THCV nemaju psihoaktivno djelovanje u
smislu izazivanja euforije, a ako su prisutni u biljci javljaju se u malim koncentracijama.
[Small, 2017a]. Kanabihromen (CBC) i kanabihromevarin (CBCV) su u znacajnijoj koli¢ini
prisutni u listovima veoma mladih biljaka i njihova koncentracija opada sa zrenjem [de Meijer

et. al., 2009; Potter, 2014].

Iako je poznat velik broj razlicih kanabinoida, to ne znaci da su svi prisutni u svakom kanabis
proizvodu. Oni su otkrivani tokom nekoliko dekada proucavanja mnogo razlicitih vrsta kanabis
proizvoda i razli¢itih, ponekad rijetkih, kanabis biljaka razli¢itog porijekla i kvaliteta
[Hazekamp et al., 2010]. Na hemijski sastav biljke, koji moZe biti veoma razli¢it, mogu da uticu
klimatski uslovi, nain uzgajanja, kvalitet zemljista, oSteenja koja mogu nanijeti insekti.
Promjene hemijskog sastava mogu se pojaviti, kako tokom rasta i razvoja biljke, tako i za

vrijeme skladiStenja ili tokom prerade kanabisa.
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2.2.5. Biosinteza kanabinoida

Mehanizam biosinteze kanabinoida dugo je bio nejasan u nedostatku eksperimentalnih dokaza.
U rasvjetljavanju tog mehanizma klju¢na je bila identifikacija biosintetickih enzima.
Biosinteticki put osnovnih kanabinoida sa bo¢nim pentil lancem (—CsHi1) uspostavljen je
srednom 1990-ih godina. Danas je poznato da kanabinoidi nastaju u formi karboksilnih kiselina
metabolizmom biljke. Potvrdeno je da su geranil-pirofosfat na bazi terpena i olivetolna kiselina
specifi¢ni intermedijeri u biosintezi kanabinoida. Medutim, biosinteza olivetolne kiseline joS
nije dovoljno poznata, ali se predpostavlja da ukljucuje poliketid sintazu. Zanimljivo je da sama
olivetolna kiselina nikad nije izolovana iz biljnog materijala, $to ukazuje da je ona intermedijer
veoma kratkog vijeka trajanja. Prvi specifi¢ni korak u biosintezi je kondenzacija fenolnog
derivata olivetolne kiseline sa geranil-pirofosfatom, tokom koje uz pomo¢ enzima nastaje
kanabigerolna kiselina (CBGA) [Mahlberg and Kim, 2004; Hazekamp, 2008-2009; Small,
2015; ElSohly et al., 2017]. Dalje se iz CBGA, sintetizuju tetrahidrokanabinolna kiselina
(THCA), kanabidiolna kiselina (CBDA) i kanabihromenska kiselina (CBCA), svaka uz pomo¢
odgovarajueg enzima, pri ¢emu je kanabigerolna kiselina (CBGA) prekursor za te

kanabinoidne kiseline (Slika 8) [Small, 2017a; Sirikantaramas and Taura, 2017].

OH
COCH = oFP
S
HO™ Gy, |
OLA geranyl pyrophosphate
I{
OH
s ~ | COOH
HO™ CsHyy

Slika 8. Shema biosinteze kanabinoidnih kiselina
(Izvor: Sirikantaramas and Taura, 2017)
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Sekretorne celije Zlijezdanih trihoma, pored kanabinoida, proizvode i biosinteticke enzime.
Tokom reakcije oksidociklizacije CBGA, pomoc¢u enzima THCA-sintaze, pored THCA nastaje
i vodonik-peroksid, koji kao i kanabinoidi ima antimikrobne osobine, te se smatra da kanabis
biljka akumulira ova jedinjenja u Zljezdanim trihomama na povrSini biljke radi samoodbrane
od insekata, Sto je uobicajena funkcija sekundarnih metabolita kod biljaka [Hazekamp et al.,

2010; Sirikantaramas and Taura, 2017].

U svjezoj biljci kanabinoidi su uglavnom prisutni u formi kanabinoidnih kiselina, koje se pod
uticajem svjetla, toplote ili duZeg skladiStenja, neenzimatskom dekarboksilacijom, odnosno
gubitkom relativno nestabilne karboksilne grupe u obliku ugljen-dioksida, konvertuju u
odgovaraju¢e  dekarboksilovane analoge (neutralne kanabinoide), kao Sto su
tetrahidrokanabinol (THC), kanabidiol (CBD), kanabigerol (CBG) i kanabihromen (CBC)
[UNODC, 2009a; Hazekamp et al., 2010; Andre et al., 2016; Small, 2017a].

Grupa kanabinoida koji se pojavljuju kao rezultat degradativnih uslova zasluzuje posebnu
paZnju, jer je njihovo prisustvo uglavnom rezultat razlicitih nepredvidivih uslova tokom rasta,
Zetve, prerade, skladiStenja i upotrebe. Kao rezultat tih uslova, kanabis preparati mogu relativno
brzo promijeniti svoj hemijski sastav i bioloSku aktivnost. Degradacija THC rezultira

formiranjem CBN i A3-THC, dok THCA moze degradirati do CBNA [Hazekamp et al., 2010].

Dakle, sa fitohemijskog aspekta kanabinoidi se mogu podijeliti u tri grupe: kanabinoidne
kiseline (proizvodi biosinteze), neutralni kanabinoidi (proizvodi dekarboksilacije) i proizvodi

degradacije [Hazekamp et al., 2010].

2.2.6. Sastojci nekanabinoidnog tipa

Kanabis biljka, pored kanabinoida, sadrzi brojna druga jedinjenja. Prema posljednjim
podacima, identifikovano je 445 razlicitih jedinjenja nekanabinoidnog tipa u kanabis biljci
[ElSohly et al., 2017]. Iz razlicitih dijelova biljke izolovano oko 140 razli¢itih terpenoida, 50
ugljovodonika, viSe od 70 azotnih jedinjenja (alkaloidi, amini, amidi, aminokiseline, proteini,
glukoproteini i enzimi), preko 20 flavonida, vise od 30 masnih kiselina (uglavnom nezasic¢enih)
i viSe od 30 fenola. U biljci su prisutni i ugljeni hidrati (monosaharidi, disaharidi, polisaharidi,
hidroksilni Seceri i amino-Seceri), zatim steroidi, terpeni, prosti alkoholi, aldehidi, ketoni,
kiseline i esteri, fitosteroli, ksantofili, ciklitoli, karoten, vitamini i pigmenti, te 9 elemenata (Na,
K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Hg). Ve¢ina ovih jedinjenja prisutna su i u drugim biljnim vrstama,
te za razliku od kanabinoida, nisu specifi¢na za kanabis [Brenneisen, 2007; Hazekamp, 2008-

2009].
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Zljezdane trihome, pored kanabinoida, proizvode i druge sekundarne metabolite, kao §to su
terpeni, koji su odgovorni za karakteristican miris kanabis biljke i njenih preparata [Andre et
al., 2016; Fischedick, 2017]. Fitokanabinoidi i terpeni mogu djelovati sinergicki, $to moZe biti
znaCajno za proSirenje klinicke primjene i unaprijedenje terapeutskog djelovanja kanabis
preparata [Russo, 2011]. Primjer sinergije izmedu terpena i fitokanabinoida, usmjerene odbrani
od predatora, ogleda se u djelovanju smjese monoterpena i seskviterpena odredenog viskoziteta
i ljepljivosti, koju luci biljka, a sluZi kao zamka za insekte, sa jedne strane, dok sa druge strane,

fitokanabinoidne kiseline djeluju kao insekticid [Hazekamp 2008-2009; Andre et al., 2016].

2.3. Ciklus rasta i uzgoj

Cannabis sativa L. se dobro prilagodava klimatskim uslovima pa je Siroko rasprostranjena kao
divlja samonikla biljka, ali se vijekovima uzgaja i kao kultivisana biljka. Kanabis biljka se moze

uzgajati iz sjemena ili iz reznica, na otvorenom ili u zatvorenom prostoru.

2.3.1. Uzgoj na otvorenom

Kanabis biljci pogoduje toplija klima i otvoren prostor sa dosta sunca, ali je tolerantna i prema
neSto hladnijim klimatskim uslovima. Veoma je prilagodljiva i moZe uspjevati u veoma
razli¢itim klimatskim i ekoloSkim uslovima, zbog ¢ega je Siroko rasprostranjena. U prirodi se
biljka razmnoZava iz sjemena, a rasprostire se vjetrom ili uz pomoc¢ ptica i drugih Zivotinja. Ova
biljka moZe rasti u bilo kojoj vrsti zemljiSta, mada je za kvalitet i dobar prinos potrebno
dovoljno vlazno, ali ne mocvarno tlo. Kanabis dobro uspjeva u rastresitom pjeskovitom
zemljiStu, ilovaci, dobro strukturiranoj neutralnoj do alkalnoj glini, dobro dreniranoj, ali sa
dovoljnim kapacitetom zadrzavanja vode. Sjeme obic¢no klija 3-7 dana nakon sijanja, a brze
klija sjeme pripitomljenih varijeteta u odnosu na sjeme divljih biljaka. Oko 90% svjezeg
sjemena je sposobno klijati, dok se sposobnost klijanja smanjuje starenjem sjemena, $to zavisi
i od uslova Cuvanja, pa se preporucuje cuvanje u hladnom prostoru kako bi zadrZalo
odgovarajuci sadrzaj vlage (oko 10%) i sposobnost klijanja [Raman, 2003; Thomas, M., 2012;
Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

Za dobar prinos, zemljiste treba biti bez korova, dobro dubreno, sa dovoljno hranjivih sastojaka.
Kao i vecini biljaka i kanabis biljci su potrebni razliciti nutrijenti u razli¢itima fazama Zivota.

Pored primarnih makronutrijenta, kao Sto su azot (N), fosfor (P) i kalijum (K), potrebni su i
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sekundarni nutrijenti: kalcijum (Ca), magnezijum (Mg) i sumpor (S), koji su obi¢no prisutni u
zemljiStu, a mogu se dodati i putem odgovarajucih preparata. Mikronutrijente, kao §to su Zeljezo
(Fe), bor (B), hlor (CI), mangan (Mn), bakar (Cu), cink (Zn) i molibden (M), biljka koristi u
manjim koli¢inama. Kanabis je prirodno nitrofilna biljka, koja u fazi klijanja i vegetativnoj fazi
treba dosta azota, koji poticCe rast biljke i sintezu proteina, dok u fazi cvjetanja biljka treba vise
kalijuma, a posebno fosfora koji poti¢e cvjetanje. Rastvor hidrogen peroksida (H20O>) koristi se
za povecanje sadrzaja kiseonika, ali i kao zastita od bakterija i gljivica. Kanabis biljka je prili¢no
otporna na insekte i druge Stetne organizme, pa rijetko zahtijeva tretman zastite, mada odredeni
insekti, bakterije, virusi i gljivice mogu napasti pojedine biljne dijelove. Osjetljivost kanabis
biljke na StetoCine i biljne bolesti varira zavisno od uslova gajenja i genetskog faktora
(varijeteta). Npr., rijedak je zna€ajniji uticaj insekata, bolesti ili korova na prinos vlaknastih
varijeteta, te se oni mogu uzgajati organski, bez primjene herbicida, insekticida i fungicida. S
druge strane, veliku Stetu na plantaZama konoplje mogu izazvati divlje Zivotinje i ptice [Green,

2001; Thomas, M., 2012; Small, 2017a].

Sezona uzgoja kanabis biljke varira od Cetiri do devet mjeseci, zavisno od podneblja i varijeteta
biljke, a obi¢no pocinje u martu ili aprilu, dok je za sjevernu hemisferu karakteristicno da se
sije u maju. Biljka raste dnevno 7-10 cm, a pod povoljnim uslovima i do 15 cm po danu, a
vegetacioni period traje oko 3 mjeseca [Green, 2001; Raman, 2003; Thomas, B. and ElSohly,
2016; Small, 2017a; ElSohly et al., 2017]. Ciklus cvjetanja varira i moZe trajati izmedu 4 i 12
sedmica, Sto zavisi od varijeteta i uslova okoline (npr. viSa temperatura moze ubrzati cvjetanje).
Kod biljaka koje rastu iz reznica proces cvjetanja moze potrajati sedmicu ili nesto duze. Sjeme
sazrijeva krajem tople sezone, a njegovom Sirenju u prirodnim uslovima doprinose ptice. Znak
zrelosti biljke je boja stigme koja nalikuje kosi (dlakama). Kada oko 75% stigme promijeni
boju iz bijele do smede ili narandzaste, biljke su spremne za berbu. Muske biljke sazrijevaju 1-
3 sedmice prije Zenskih, te se preporucuje prvo branje muskih biljaka, a oko 15 dana kasnije
beru se i Zenske biljke. Biljke se obicno beru od kraja avgusta do sredine oktobra, a zavisno od
podneblja sezona moZe da traje i do novembra [Green, 2001; Lee, 2005; UNODC, 2009a;
Small, 2017b]. Morfologija muskih biljaka je prilagodena za Sirenje polena posredstvom vjetra
(viSe su od Zenskih, a razgranati cvjetovi doprinose da praSnici budu izloZeni vjetru). PoSto
muske biljke proizvode veliku koli¢inu polena, za opraSivanje je dovoljan manji broj biljaka, te
se vec¢ina muskih biljaka moZe brati odmah nakon cvjetanja. Uloga muskih biljaka je
proizvodnja polena, te one uvenu ubrzo poslije opragivanja. Zenske biljke u prirodnim uslovima

prezivljavaju do pocetka surovih klimatskih uslova (mraza u umjerenim zonama ili suse u
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tropskim), a kada se uzgajaju u zatvorenom prostoru, Zenske bijke mogu opstati viSe godina.

[Raman, 2003; Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

Vegetativni rast, sazrijevanje i prinos mogu se pospjesiti upotrebom vjestackih dubriva, biljnih
hormona, steroida, insekticida i tehnika navodnjavanja. Dakle, uslovima gajenja svjesno se
moZe uticati na osobine biljke i kvalitet pojedinih njenih dijelova, $to pokazuje da pripadnost
biljke odredenom varijetetu nije stalna nego promenljiva kategorija. Uslovi gajenja na koje
utice Covjek, zavise od namjene za koju se uzgaja. Ukoliko se biljka uzgaja za proizvodnju
vlakana sadi¢e se gusce jedna do druge, ¢ime je grananje ograni¢eno, pa ¢e stabljike biti duge
i vitke, a vlakna kvalitetnija [Thomas, M., 2012; Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a]. S
druge strane, ukoliko se kanabis biljka uzgaja za medicinsku i rekreativnu upotrebu, sije se sa
ve¢im razmakom (oko 1,3 m), jer ¢e biljke u tom slucaju biti razgranatije, sa viSe li¢a i cvjetnih
vrhova, koji su sirovina za proizvodnju kanabis preparata [Clarke and Merlin, 2013; Small,

2017a].

Nakon oprasSivanja Zenske biljke svu energiju usmjeravaju na proizvodnju sjemena, §to
negativno uti¢e na proizvodnju biljne smole. Kanabis smola je ljepljiva i smatra se da je biljka
koristi kako bi uhvatila polen, stoga neoprasene biljke proizvode vise smole. Kanabis smola
sadrzi kanabinoide, ukljucujuéi i psihoaktivni tetrahidrokanabinol (THC), $to znaci da biljke sa
viSe smole imaju i ve¢i sadrZaj psihoaktivnog sastojka. U odredenoj fazi razvoja moZe se
uklanjati cvat sa muskih biljaka, prije nego Sto oslobode polen, kako ne bi doslo do opraSivanja
Zenskih biljaka i razvoja sjemena. Ovako uzgojene Zenske biljke mogu imati i do pet puta vise
THC, a poznate su pod nazivom “sensemila” (od Spanske rijeCi sen semile, $to znaci “bez
sjemena”). Sensemila se moZe proizvoditi i pomocu vjesStacki izazvanih Zenskih hermafrodita
ili kloniranjem, pa se pojam sensemila se viSe odnosi na tehniku uzgoja nego na genetski soj

[Iversen, 2000; Green, 2001; Legget, 2006; Thomas, M., 2012].

Iako je pol biljke genetski determinisan, faktori okoline, ukljucujuéi ciklus dnevne svjetlosti,
mogu uticati na promijenu pola. Prirodni hermafroditi sa muskim i Zenskim dijelovima obi¢no
su sterilni, dok vjeStacki izazvani hermafroditi mogu imati potpuno funkcionalne reproduktivne
organe. ,,Feminizovano” sjeme proizvodi se iz Zenske biljke tretirane hormonima ili srebro
tiosulfatom, Sto uzrokuje pojavu vjeStackih hermafrodita, gdje polen muskog cvijeta oprasi
Zenski cvijet, a kao rezultat dobiju se sjemenke koje nemaju muskog hromozoma. Od
feminizovanog sjemena dobiju se Zenske biljke i do 20% hermafrodita, dok se od prirodnog
sjemena ocekuje podjednak prinos (po oko 50%) muskih i Zenskih biljaka [UNODC, 2009a;
Thomas, M., 2012].
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Kloniranje podrazumijeva uzimanje reznica od tzv. ,,majke* biljke i presadivanje, pri cemu ¢e
klon biti potpuna genetska kopija majke biljke [Green, 2001; Thomas, M., 2012]. Ipak, najvece

koli¢ine kanabisa u svijetu jo§ uvijek se uzgajaju iz sjemena i na otvorenom [UNODC, 2009a].

Vjestackim nacinom uzgoja, ukrStanjem sativa i indica sojeva, dobijeni su hibridi koji ranije
sazrijevaju, daju dobar prinos i imaju visok sadrZaj psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola
(THC). Dobar primjer je tzv. “skunk’ hibrid, za koji se mozZe reci da je 75% subsp. sativa i 25%
subsp. indica. Ovaj hibrid je jedan od prvih koji kombinuje visoki sadrzaj THC, karakteristican
za C. sativa subsp. sativa, sa brzim ciklusom rasta i prinosom, karakteristicnim za C. sativa
subsp. indica. Smatra se da naziv hibrida potice od intenzivnog mirisa, koji ga karakterise (eng.
skunk = tvor), mada se sve CeS¢e naziv “skunk” koristi za sve kanabis biljke sa visokim

sadrzajem THC [Leggett, 2006; UNODC, 2009a].

Za forenziku i pravosude ponekad moZze biti znacajna procjena srednjeg i/ili minimalnog
prinosa. Medutim, prinos je tesko procjeniti, jer dosta zavisi od sorte, tehnike uzgoja, prehrane,
intenziteta, trajanja i dinamike svjetlosti itd. Na otvorenom prostoru prinos varira od niskog
(oko 50 g/m?) kod samoniklih biljaka koje rastu u manje povoljnim klimatskim uslovima i bez
navodnjavanja, do oko 500 g/m? kod biljaka u vrtovima i na plantaZama koji se dobro odrZavaju
[Leggett, 2006]. Kada se biljke gaje za medicinsku ili rekreativnu svrhu, moze se ocekivati
dobar prinos suhih vrhova po zreloj biljci, zavisno od uslova tokom sezone. Npr. ako su biljke
izloZene suncevoj svjetlosti oko 5 sati dnevno, uz dovoljno prostora po stabljici, prinos, zavisno
od varijeteta, moZe biti 1 preko 900 g suhih vrhova po biljci (varijetet Cannabis sativa). Pri
istim uslovima, prinos varijeteta Cannabis indica je oko 500 g suhih vrhova po biljci, dok je

prinos varijeteta Cannabis ruderalis do 300 g po biljci [Thomas, M., 2012].

Uzgoj na otvorenom ima odredene prednosti, ali i odredene nedostatke u odnosu na uzgoj u
zatvorenom prostoru. Na otvorenom su biljke obi¢no viSe, razgranatije i imaju viSe biomase.
Uzgoj u prirodnom okruZenju ne zahtijeva ulaganje u opremu, za razliku od uzgoja u
zatvorenom prostoru. Primarni nedostatak uzgoja na otvorenom je teZza kontrola klimatskih
uslova, koji mogu biti nepovoljni, pa nevrijeme i oluje mogu nanijeti znatnu Stetu na plantazi.
Na otvorenom se postiZe jedna Zetva u sezoni, dok se u zatvorenom prostoru moze posti¢i 3-5

ciklusa godiSnje [Thomas, B. and ElSohly, 2016].

2.3.2. Uzgoj u zatvorenom

Zbog povecanih aktivnosti sluzbi za sprovodenje zakona na iskorijenjivanju ilegalnih plantaza,
uzgajivaci su se premjestili u zatvorene prostore, kao nacin da izbjegnu otkrivanje od strane
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istrazitelja, koji za otkrivanje plantaza Cesto koriste pregled terena iz aviona [Lee, 2005; Small,
2017a]. Uzgoj u zatvorenom prostoru, pod vjeStackim uslovima, postao je popularan 1990-tih
godina, a u nekim zapadnoevropskim zemljama to je dominantan nacin proizvodnje
visokopotentne kanabis biljke [Clarke and Watson, 2007]. U Holandiji, viSe od polovine
kanabisa konzumiranog u namjenskim klubovma poti¢e iz domaceg uzgoja u zatvorenom
prostoru [Iversen, 2000]. Pored optimalnih uslova uzgoja, uglavnom se koriste veoma potentni

hibridi, kao $to su “skunk/tvor”, “white widow/bijela udovica” itd. [UNODC, 2009a].

U zatvorenom prostoru kanabis biljka se moZe uzgajati u zemljiStu na klasi¢an na¢in, a mogu
se primjeniti organska ili hidroponska metoda uzgoja. Metoda organskog uzgoja podrazumijeva
uzgoj bez primjene pesticida ili vjeStackog dubriva, a organski nutrienti se, pod uticajem
mikroorganizama, lagano razlaZzu u zemljiStu. Hidroponska tehnika podrazumijeva uzgoj
biljaka u hranjivoj podlozi umjesto tla. Kao podloga se koriste inertni sterilni mediji: $ljunak,
pijesak, mineralna vuna, kokosova vlakna, glinene kuglice, vermikulit i sl., a nutrienti se
rastvaraju u vodi i dovode biljkama putem raznih tehnika navodnjavanja. Prednosti ove tehnike
ogledaju se u brzini uzgoja (3/4 vremena u odnosu na uzgoj u zemlji), fleksibilnosti tehnike i
mogucnosti kontrole optimalnog nivoa prihrane, pa se primjenom hidroponike moze znac¢ajno
pospjesiti rast i kvalitet biljaka, zbog ¢ega hidroponski uzgoj kanabisa ima rastuci trend. Iako
se hidroponske tehnike ¢eSce koriste u zatvorenom prostoru, moguce ih je primjeniti i na

otvorenom [Green, 2001; Thomas, M., 2012].

Dok uzgoj kanabisa iz sjemena podrazumijeva da oko polovine usjeva mogu biti muske biljke,
koje imaju manje psihoaktivnog sastojka, pa su manje cijenjene za proizvodnju droge, kod
intenzivne plastenicke proizvodnje to se obi¢no izbjegne kloniranjem od majke biljke. Postupak
kloniranja ¢esto se kombinuje sa proizvodnjom u zatvorenom, a biraju se niZi i kompaktniji
varijeteti koji mogu formirati cvjetne vrhove od vrha do dna biljke. Proizvodnja u zatvorenom
prostoru, pod vjestaCkim uslovima, uglavnom je zastupljena u tehnoloski razvijenim zemljama,
gdje se obicno koriste veliki podrumi, neiskoriSteni komercijalni i industrijski objekti (skladiSta,
zatvorene fabrike), nenaseljene kuce, a ima slucajeva da je jedna ili viSe soba u ku¢ama ili
stanovima pretvorena u prostor za uzgoj [UNODC, 2009a]. Uzgajivaci kanabisa u zatvorenom
¢esto primjenjuju napredna agronomska dostignuca, kao Sto su: automatsko snabdijevanje
hranjivim materijama i vodom, klima uredaji, sistemi za filtriranje i dezodorisanje vanjskog
vazduha i atmosferu obogacenu ugljen-dioksidom, kontrolu temperature i vlaznosti u prostoru,
te sistemi za automatsko osvjetljenje za oponasanje faza dana i no¢i. Navedeni sistemi uticu na

povecanu potro$nju elektricne energije. Stoga istraZioci, u novije vrijeme, koriste helikoptere
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opremljene termalnim kamerama, kako bi identifikovali neuobiCajene izvore toplote u naizgled
napuStenim kucama, §to zajedno sa visokim racunima za elektri¢nu energiju, moZe biti
pokazatelji da se kuée ne koriste za stanovanje nego za neke druge radnje, kao Sto je uzgoj

marihuane [Lee, 2005; Thomas, M., 2012; Small, 2017a].

U razli¢itim fazama razvoja biljka zahtijeva razliite uslove, stoga je prilikom uzgoja u
zatvorenom prostoru vazno zadovoljiti sljedece zahtjeve: svjetlost odgovarajuceg spektra, voda
odgovaraju¢e temperature, izbalansirani nutrijenti, dobra cirkulacija vazduha obogacenog

ugljen-dioksidom, odgovaraju¢a temperatura i vlaZnost u prostoru.

Svjetlost, kao vitalna komponenta za fotosintezu u biljkama, je jedan od glavnih faktora koji
uti¢e na rast biljke. Odgovaraju¢i kvalitet svjetla, optimalnog intenziteta i izblanasirani
fotoperiodi veoma su vazni prilikom uzgoja u zatvorenom prostoru [Green, 2001; Chandra et
al., 2008; Potter and Duncombe, 2012; Thomas, B. and ElSohly, 2016]. Kod uzgoja u
zatvorenom, svjetlost se obezbjeduje pomoc¢u odgovarajuéih lampi. Postoji veliki izbor lampi
koje se mogu koristiti za ovu svrhu, a veoma dobar izbor su profesionalne lampe visokog
intenziteta praznjena (High Intensity Discharge Lamps/HID), pri ¢emu se najbolji rezultati
postiZu kombinovanjem lampi sa halogenidima metala (Metal halides/MH) u fazi vegetativnog
rasta i natrijumskih lampi visokog pritiska (High Pressure Sodium/HPS) u fazi cvjetanja. Biljke
bolje uspjevaju uz vise svjetla, zbog Cega je potrebno obezbjediti dovoljno lampi koje ¢e dati
dovoljnu koli¢inu svjetla [Green, 2001; Thomas, M., 2012]. Lampe se postave iznad biljaka na
odgovarajucoj udaljenosti, tako da biljke prime dovoljno svjetla, a da ne dode do pregrijavanja

biljaka (Slika 9).

Slika 9. Uzgoj kanabis biljke u zatvorenom prostoru
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Radi maksimalnog iskoriStenja svjetlosti, iznad lampi su postavljene reflektujuce povrsine koje
svjetlost usmjeravaju ka biljkama. Boljoj raspodjeli svjetla u prostoriji za uzgoj doprinijece
bijela boja zidova ili pokrivanje zidova reflektuju¢im materijalom (npr. aluminijske folije).
Bolje opremljene uzgajivacnice raspolazu automatskim sistemima za upravljanje svjetlom
(periodicno paljenje i gaSenje lampi) kojim se oponasaju faze dana i no¢i i tako utice na brzinu
rasta i sazrijevanja biljaka. Biljke se izlaZu vjeStackom svjetlu 18 ili viSe sati u vegetativnoj
fazi, radi podsticanja brzeg rasta, dok je u fazi cvjetanja vazno da biljke borave u tami 12 sati
dnevno. Ultraljubicasto svjetlo podstice proizvodnju tetrahidrokanabinola (THC) u biljci i
smatra se da ga biljka proizvodi radi zastite od Stetnog djelovanja UV-zraenja, jer je poznato
da viSe THC proizvode biljke koje rastu na viSim nadmorskim visinama. Zato ilegalni
uzgajivaci koriste UV-lampe za proizvodnju biljaka sa vi§im nivoom THC, tako Sto se biljke
izlazu UV svjetlu 3 puta dnevno po 10 minuta [Green, 2001; Thomas, M., 2012; ElSohly et al.,
2017].

Cirkulacija vazduha je veoma vaZan faktor, a prilikom uzgoja u zatvorenom prostoru postiZe se
pomocu ventilacionih sistema. Ugljen-dioksid je neophodan za rast biljke. Kod koncentracije
CO2 oko 700 pmol/mol ubrzava se fotosinteza kod razli€itih varijeteta kanabisa za 38-48% u
odnosu na koncentraciju CO2 u atmosferi (oko 390 pmol/mol), pri ¢emu se ofekuje povecan
prinos [Chandra et al., 2008; Chandra et al., 2011; ElSohly et al., 2017]. Veoma su efikasni
generatori sa automatskim sistemom za obogacivanje atmosfere ugljen-dioksidom, gdje
programirani sistem iskljucuje snabdijevanje u periodu kada biljka ne treba CO> (tokom

oponasanja faze noc¢i) [Thomas, M., 2012].

Temperatura prostora odrzava se pomoc¢u klima uredaja i grijalica, uz ventilatore koji
obezbjeduju kruZenje vazduha u prostoru. Preporucuje se dnevna temperatura prostora u
intervalu 21-26°C, a kada se dodaje CO», preporucuje se 26-32°C. Tokom noc¢i temperaturu
treba odrzavati iznad 15°C. Za vrijeme vegetativnog rasta preporucuje se vlaznost vazduha

50%, a za vrijeme cvjetanja izmedu 30% i 40% [Thomas, M., 2012].

Potrebna koli¢ina vode zavisi od faze rasta biljke. Tokom rane vegetativne faze preporucuje se
odrzavanje dovoljno vlage u zemljiStu, a kasnije je potrebno periodi¢no zalijevati zavisno od
koli¢ine zemlje ili supstrata, temperature, vlaznosti okoline i dr. faktora [Thomas, B. and

ElSohly, 2016; ElSohly et al., 2017].

Neophodni nutrijenti u hidroponskoj prihrani su makronutrijenti (potrebni u ve¢im koli¢inama),

kao $to su: N, K, P, Mg, Ca i S i mikronutrijenti (potrebni u manjim koli¢inama). Biljci su
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takode potrebni ugljenik, kiseonik i vodonik koje dobija iz vode i atmosfere. Treba voditi ra¢una
o tvrdo¢i vode sa kojom se pripremaju hidroponski rastvori, te podeSavanju optimalne pH
vrijednosti. Idealan pH za uzgoj kanabisa u hidroponskim rastvorima je oko 5,5, za razliku od
uzgoja u zemlji gdje se preporucuje pH od 6,5 do 7 [Thomas, M., 2012; Small, 2017a]. Za
optimalno iskoriStenje, temperatura nutritivnih rastvora podesava se na oko 24°C. Za dobijanje
boljeg prinosa i kvaliteta mogu se Kkoristiti razni preparati koji sadrZe stimulatore rasta,

hormonske i vitaminske suplemente i sl. [Thomas, M., 2012].

Prinos znacajno varira zavisno od viSe faktora, kao Sto su: varijetet, intenzitet svjetla, uslovi
okoline, tehnike uzgoja, vrijeme branja i sl., te se u literaturi mogu naci razliciti podaci o prinosu
g suhih cvjetnih vrhova po biljci, zavisno od prostora po stabljici, duZine vegetativnog perioda,
intenziteta osvjetljenja i drugih faktora [Thomas, M., 2012], dok neki navode da se prinos
obi¢no kre¢e od 250 do 500 g/m?, po ciklusu [Small, 2017a]. Toonen i saradnici [2006]
procijenili su prosje¢an prinos od 33,7 g po biljci ili 505 g/m?, prilikom uzgoja u zatvorenom
prostoru sa prosje¢nom gustinom od 15 biljaka/m?. Vanhove i saradnici [2011, 2012] su
zakljucili da prinos po biljci, pored varijeteta, zavisi od gustine biljaka, pri ¢emu je visi
prosjecan prinos po biljci pri manjoj gustini biljaka, dok je prinos po kvadratnom metru bio
priblizno isti. Oni su takode pokazali da veci intenzitet svjetla pozitivno utice na prinos. Kada
se gaji u zatvorenom prostoru kanabis biljka, zavisno od varijeteta i tehnike uzgoja, sazre za
oko 8 do 10 sedmica, §to omogucuje 4 do 6 ciklusa godiSnje u istom prostoru, odnosno
kontinuiranu proizvodnju tokom cijele godine, pri ¢emu ukupan prinos suhih cvjetnih vrhova

moZe biti znatno veé¢i od 2 kg/m? [Leggett, 2006; Toonen et al., 2006; Thomas, M., 2012].

2.4. Upotreba

Biljka Cannabis sativa L. je jedna od najstarijih kultivisanih biljaka na svijetu. Vijekovima se
uzgajala kao poljoprivredna kultura i industrijska biljka. Pojedini dijelovi konoplje bili su
sirovina za proizvodnju razli€itih proizvoda, a koriStena je u religioznim i kulturoloSkim

ritualima, ali i u ljekovite svrhe [Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

Psihoaktivne osobine konoplje bile su razlog za kontrolu, a u mnogim zemljama i potpunu
zabranu njene proizvodnje, zbog ¢ega je uzgoj ove poljoprivredne kulture u svijetu znacajno
opao sredinom XX vijeka. Kao posljedica stavljanja pod kontrolu legalnog uzgoja, pocela je da

cvjeta ilegalna proizvodnja, pa se od tada do danas najvece koli¢ine konoplje u svijetu uzgajaju
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radi proizvodnje preparata namijenjenih za rekreativne svrhe (ilegalne droge). Strogi zakonski
propisi u mnogim zemljama jo§ uvijek ograniavaju legalni uzgoj konoplje. Ipak, zbog sve
veceg interesa za proizvodnju razli€itih korisnih i ekoloski prihvatljivih proizvoda, moze se

ocekivati da ¢e vremenom propisi postati fleksibilniji [Small, 2017a].

2.4.1. llegalni kanabis preparati

Biljka Cannabis sativa L. je osnovna sirovina za proizvodnju ilegalnih kanabis preparata koji
se mogu svrstati u tri glavne grupe: biljni kanabis (marihuana), kanabis smola (hasis) i te¢ni
kanabis (kanabis ulje). Razli¢it sadrzaj psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola (THC) u
kanabis preparatima, rezultat je, kako postupka proizvodnje, tako i biljnih dijelova koriStenih
za proizvodnju odredenog preparata. Proizvedeni od raznolikih varijeteta kanabis biljke,
primjenom razlicitih postupaka proizvodnje, a potom podvrgnuti obradi i transformaciji u svrhu
trgovine i konzumiranja, kanabis preparati se na trziStu mogu pojaviti u mnostvu oblika, da

skoro ne postoje dva ilegalna kanabis preparata istog pojavnog oblika.

2.4.1.1. Biljni kanabis (marihuana)

Osuseni biljni materijal je ilegalni preparat najjednostavnijeg nac¢ina proizvodnje, koji se sastoji
u sudenju biljnog materijala na vazduhu, sli¢no duvanu. Sirom svijeta postoji mnogo razligitih

naziva za ovaj preparat, ali je naziv ,,marihuana* najrasireniji i najpoznatiji.

Sadrzaj vlage u svjeZim biljkama iznosi oko 75-80%. Najjednostavniji postupak susenja vrsi se
tako da se cijele biljke ili dijelovi biljke (cvjetni vrhovi) okrenu naopako i suSe na vazduhu, u
tamnom i ventiliranom prostoru [Green, 2001]. Zavisno o vlaznosti i temperaturi okoline,
suSenje prirodnim putem moZe da traje od 72 sata do jedne sedmice, a preostali sadrzaj vlage u
biljnom materijalu je oko 8-13% [UNODC, 2009a; Small, 2017a]. SuSenje se moZe provoditi u
susSnici ili industrijskim su$arama za duvan, kada su u pitanju velike koli¢ine. Preporucena
temperatura za suSenje u susnici je oko 40°C, a svakako ne treba biti visa od 70°C, pri Cemu je
obi¢no dovoljno susenje preko no¢i [UNODC, 2009a;Thomas, B. and ElSohly, 2016; ElSohly
etal., 2017]. SuSenje je zavrSeno kada stabljike i listovi uz cvjetne vrhove postanu krhki. Ileglni
uzorci ponekad sadrZe nesto viSe vlage (12-16%), radi ve¢e mase u svrhu prodaje, dok je kod
biljaka za medicinsku upotrebu preporucen sadrzaj vlage oko 10%. Nakon uklanjanja stabljike
i sjemena, iskoristenje je izmedu 1/4 i 1/3 (oko 28%). Uopsteno, prosje¢an odnos masa vlazne

biljke : masa osusene biljke : masa proizvoda, iznosi priblizno 10:3:1 [Leggett, 2006].

22



Nakon suSenja listovi i cvjetni vrhovi se manje ili
vise usitne i tako pripremljen proizvod se ve¢ moze
konzumirati. Ilegalno pripremljen biljni materijal,
pored gornjih listova i cvjetnih vrhova (u kojima je
najveca koncentracija psihoaktivnog sastojka THC),
nerijetko sadrzi donje listove, listove muskih biljaka
koji sadrze manje THC, sitnije djelice stabljike,

peteljki i poneku sjemenku.

Forma osuSenog i usitnjenog biljnog materijala je
uobicajen oblik ovog ilegalnog preparata, a moZe se
na¢i i u obliku blokova presovanog biljnog
materijala (komprimovane ploce) ili nekoj slicnoj

formi [UNODC, 2009a].

Slika 10. Razlicite forme marihuane
(Izvor fotografije: UNODC, 2003)

Osusen biljni materijal moZe se ¢uvati nekoliko mjeseci. Preporucuje se ¢uvanje u tamnom i
hladnom prostoru, jer THC degradira sa vremenom, posebno kada je materijal izloZen vazduhu,
svjetlu, poviSenoj temperaturi i vlaznosti. Krae vrijeme se moze Cuvati na temperaturi 18-

20°C, dok se za dugotrajno ¢uvanje preporucuje temperatura od -10°C [ElSohly et al., 2017].

Pojavni oblici biljnog materijala variraju na ilegalnom trZistu od regije do regije, ali i medu
zemaljama pojedine regije. Visoko kvalitetan proizvod moZe se dobiti prosijavanjem
izlomljenog kanabis biljnog materijala, radi uklanjanja dijelova biljke koji ne sadrZe, ili sadrze
relativno nizak nivo kanabinoida (kao Sto su sjemenke i dijelovi stabljike), ¢ime se vr$i
svojevrsno obogacivanje. Ovaj preparat, karakteristican za Sjevernu Afriku, poznat je kao ,.kif”.
Tako prosijan biljni materijal ima visok sadrzaj kanabis smole i moZe se presovati u ploce,
slicno hasiSu. Ipak, radi se o odredenom obliku ,,pre¢is¢ene marihuane”, jer se mikroskopskim

pregledom moZe utvrditi da su zadrzana esencijalna biljna obiljezja [UNODC, 2009a].

Kombinacijom varijeteta sa visokim sadrzajem THC i optimalnih uslova gajenja mogu se dobiti
proizvodi sa 2 do 10 puta ve¢im sadrzajem THC nego u kasnim 1980-tim, kada je marihuana
obi¢no imala do 5% THC. U posljednjim decenijama nisu rijetki uzorci sa sadrzajem THC
preko 10% [UNODC, 2009a], a zabiljeZeni su i primjerci sa oko 30% THC u suhoj masi biljnog
materijala [Small, 2017a].
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Marihuana se najces¢e konzumira puSenjem, sama ili
pomijeSana sa duvanom, tako S§to se umota u
improvizovane cigarete (“joint”) ili koriStenjem razlicitih
lula. Smatra se da puSenje kanabisa sa duvanom mozZe
udvostruciti otpustanje THC u dim, u poredenju sa
pusenjem cCistog kanabisa, ali mehanizam tog djelovanja jos§
uvijek nije razjasnjen [Hazekamp et al., 2010]. Biljni
materijal se moZe konzumirati i oralno, najcesc¢e u obliku
razli¢itih napitaka (€aj). To su obi¢no preparati sa manjim
psihoaktivnom potencijalom, jer na temperaturi kljucanja
vode dekarboksilacija THCA kiseline (koja nije
psihoaktivna) do psihoaktivnog THC nije potpuna, kao $to

je to prilikom konzumiranja pusenjem (na viSoj temp.).

Slika 11. Nargila

Poznato je da se THC slabo rastvara u vodi, a rastvorljiv je u mastima, pa se dodatkom mlijeka
u ¢aj moze povecati rastvorljivost THC. Posto je THC dobro rastvorljiv u alkoholu, kanabis
biljka je pogodna za pripravljanje tinktura. U improvizovanim uslovima biljni materijal se
jednostavno prelije alkoholnim pi¢em i ostavi 6-8 sedmica da se kanabinoidi rastvore [Small,

2017a].

Na naSem prostoru uglavnom je zastupljen najjednostavniji nacin prerade (suSenje i

usitnjavanje biljnog materijala) i konzumiranje pusenjem.

2.4.1.2. Kanabis smola (hasis)

Kada se prikuplja smolasta izlucevina biljke, proizvedena u Zljezdanim trihomama, koje su
najgusce na cvjetnim vrhovima i listovima biljke, dobije se proizvod sa viSim sadrzajem THC,
koji uglavnom ne sadrzi prepoznatljive biljne dijelove. Prerada konoplje u cilju proizvodnje
biljne smole, poznatije kao “hasis*, moZe se vrsiti na viSe nacina, koji mogu biti karakteristi¢ni
za odredena geografska podrucja [Small, 2017a]. Za razliku od marihuane, koja se proizvodi u
skoro svim dijelovima svijeta, proizvodnja kanabis smole uglavnom je locirana u nekoliko
regija: zemlje sjeverne Afrike, oko juZznog i istocnog dijela Mediterana i zemlje Srednjeg istoka,
te juzne i jugozapadne Azije, u kojima se koriste razli¢iti postupci za proizvodnju kanabis
smole, mada se uopSteno moZe re¢i da drzave jedne regije koriste sli¢cne tehnike [UNODC,

2009a, 2016b]. Npr. u juznoj i jugozapadnoj Aziji se tradicionalno koriste sljedece tehnike:
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tresenje biljnog materijala (npr. od zid), trljanje biljnog materijala izmedu dlanova ili
odgovarajuceg platna, usitnjavanje suhog biljnog materijala u praskasti oblik koji se kasnije
gnjeci, te potapanje biljnog materijala u kljucalu vodu i skidanje smole sa povrSine [UNODC,
2016a]. Zavisno od postupka, za dobijanje 1-3 kg smole potrebno je oko 100 kg prosijanog
kanabis biljnog materijala (kif) [Stambouli et al., 2005].

Za proizvodnju hasSiSa obi¢no se koriste varijeteti koji
daju dosta smole, iako pored psihoaktivnog THC
mogu da sadrZe i znacajnije koli¢ine CBD [Clarke and

Watson, 2007; Small, 2017b].

Karakteristican pojavni oblik ovog proizvoda je
smolasta supstanca smede boje, koja starenjem
poprima tamniju, skoro crnu boju. Obi¢no se presuje
u blokove i pogace razlicitih oblika, a poSto vremenom
gubi vlagu, postaje suha i krta, pa se moZe usitniti u

praskasti oblik [UNODC, 2009a].

Slika 12. Kanabis smola (hasis)
(Izvor fotografije: UNODC, 2003)

Paralelno sa razvojem uzgoja u zatvorenom prostoru, razvijen je efikasan metod odvajanja
smole u posebnim uredajima. Uredaji mogu biti na principu rotacije uz hladenje, Sto pospjesuje
odvajanje smole koja se lijepi na plasticne zidove uredaja ili sita sa mehanickom mjeSalicom u
koje se stave kocke leda koje uzrokuju da se kuglice smole zamrznu i spadaju sa biljke, te
hvataju u odgovarajua sita. Ovim postupkom moze se postiCi obogacivanje

tetrahidrokanabinolom i do 8 puta [UNODC, 2009a].

Koncentracija psihoaktivne supstance u kanabis smoli (has$isu) je znatno ve¢a nego u biljnom
materijalu i uobicajeno se kre¢e od 5% do 25%, a moze biti 45%, pa i vise [Small, 2017a]. Kada
se koriste visokopotentni biljni varijeteti, u kombinaciji sa mehanickim tehnikama za
prikupljanje smole, moZe se dobiti veoma potentan i Cist hasi$ sa vise od 50% THC, pri ¢emu

skoro da nema CBD [Clarke and Watson, 2007].

Hasi§ se moZe konzumirati pusenjem, ¢esto pomijeSan sa duvanom (u odnosu 1:10), a moZe se
uzimati i oralno, kao sastojak prehrambenih proizvoda (npr. pogacice i kolaci). Poznat je i nacin

konzumiranja inhaliranjem isparenja koja se oslobadaju nakon zagrijavanja kanabis smole, ali
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bez sagorijevanja [Leggett, 2006]. Inhaliranje moZe biti pogodno kada se kanabis koristi u

ljekovite svrhe, kao nacin konzumiranja manje Stetan od pusSenja.

Evropa je dugo bila glavni potro$a¢ kanabis smole, mada je u posljednje vrijeme zapaZeno da

u mnogim zemljama preovladava biljni kanabis [UNODC, 2016b].

2.4.1.3. Kanabis ulje (hasis ulje)

Kanabis ulje ili haSiSevo ulje je koncentrovan te¢ni ekstrakt dobijen ekstrakcijom cvjetnih
vrhova i liS¢a kanabis biljke ili ve¢ izolovane kanabis smole. Ekstrakcija se vrsi pomocu
organskih rastvaraca (npr. petrol eter, etanol, metanol, aceton, a u improvizovanim uslovima
moZe i benzinom) na sobnoj temperaturi, uz mijeSanje. Nakon ekstrakcije suspenzija se filtrira
i ekstrahovani materijal odbacuje, a potom se rastvarac upari i dobije se gusta, viskozna, uljasta
tecnost tamno-zelene ili tamno-smede do crvene boje [UNODC, 2009a]. Ekstrakcija se moze
provesti brZze i sa ve¢im iskoriStenjem, koriStenjem sloZenijih tehnika ekstrakcije, ali je za to

potrebna odgovarajuca aparatura i struéno znanje [Small, 2017a].

Od svih ilegalnih kanabis preparata, kanabis ulje sadrZi najve¢u koncentraciju psihoaktivnog
sastojka tetrahidrokanabinola (THC). Proizvodnjom preparata tecnog kanabisa koncentriSe se
psihoaktivni sastojak u manjoj koli¢ini proizvoda, $to olakSava ilegalnim trgovcima skrivanje

robe i smanjuje moguc¢nost otkrivanja prilikom prometa.

Ulje uobicajeno sadrzi 10-30%, a moZe da sadrzi i do 80% THC. Obi¢no se konzumira
pusenjem (1 do 2 kapi na duvan ili na papir za cigaretu), a moZe se uzimati i oralno. S obzirom
da je THC rastvorljiv u mastima, moZe se dodati Sirokoj paleti prehrambenih proizvoda,

rastvoren u mlijeku, puteru, maslinovom ulju i sl. [Iversen, 2000; Small, 2017a].

Kanabis biljka, u formi marihuane, je najzastupljenija ilegalna droga u Republici Srpskoj, dok
su smola i ulje mnogo rjede zastupljeni. U posljednje vrijeme kanabis ulje se pojavljuje kao

ljekoviti preparat, iako kanabis jo$ nije odobren u terapeutske i medicinske svrhe.

2.4.2. Industrijska primjena kanabis biljke

Kanabis biljka se vijekovima uzgaja i kao poljoprivredna kultura i industrijska biljka za
dobijanje razli¢itih proizvoda u Aziji, Africi, Evropi i Americi. Medutim, 60-tih godina XX
vijeka, na osnovu preporuka Ujedinjenih Nacija (Konvencija o narkotickim drogama i
Konvencija o psihotropnim supstancamaaaaa), uspostavlja se restrikcija uzgoja kanabisa u

vecini zemalja, radi suzbijanja uzgoja za narkoticke svrhe [UN, 1961, 1971]. Dijelom zbog te
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restrikcije, a dijelom zbog smanjene potraznje za konopljinim vlaknima pojavom atraktivnijih
prirodnih i sintetickih alternativa, industrijski uzgoj konoplje je zna€ajno smanjen. U XX
vijeku, konoplja se uglavnom uzgajala u Kini, Sovjetskom savezu i zemljama istocne Evrope
(Madarska, Rumunija, Ukrajina, Rusija, bivSa Cekoslovacka, Srbija, Hrvatska), te nekim
zapadnoevropskim zemljama (Spanija i Francuska). U posljednjim decenijama ponovo raste
interes za konoplju kao industrijsku biljku, pa se u nekim evropskim zemljama (npr. Holandija,
Njemacka i dr.) vrSe istraZivanja sorti i varijeteta konoplje, pogodnih za razli¢ite namjene

[Raman, 2003; Clarke and Merlin, 2013].

U vecini zemalja, za industrijske svrhe je dozvoljeno uzgajati sorte sa niskim ukupnim
sadrzajem THC, pri ¢emu se pod ukupnim sadrZajem podrazumijeva zbir THC i THCA izraZen
kao procentni udio u suhoj masi biljnog materijala. U nekim zemljama dozvoljeno je uzgajati
sorte koje sadrZze do 0,3% THC u suhoj masi cvjetnih vrhova, dok je u nekim zemljama ta

granica do 0,2% THC [UNODC, 2009a; Small, 2017b; SI. gl. BiH br. 08/06].

Brojni istrazivaci bavili su se determinacijom hemotipa (hemijskog fenotipa) kanabisa, bilo na
osnovu apsolutnog sadrZaja ili na osnovu medusobnog odnosa, najces¢e THC i CBD, ali i
drugih kanabinoida [De Meijer et al., 1992; Clarke and Merlin, 2013]. Medutim, uopSteno se
moze re¢i da droga-tip varijetete u pravilu karakteriSe visok sadrzaj THC i veoma nizak CBD,
ako ga uopste sadrze, dok je kod industrijskih vlakno-tip varijeteta i varijeteta za proizvodnju

sjemena obrnuto — karakteriSe ih visok sadrzaj CBD, a veoma malo THC [Small, 2017a].

2.4.2.1. Tekstilna vlakna
Konoplja (lat. Cannabis sativa L.) je jedna od najstarijih biljaka za proizvodnju vlakana.
Arheolozi su pronasli ostatke konopljine tkanine za koju se smatra da datira od prije 6000
godina, kada je konoplja koriStena za proizvodnju vlakana u Aziji i Egiptu, odakle se proSirila
u Evropu izmedu 1000. i 2000. godine prije nove ere. Kultivisani uzgoj u Evropi raSirio se
nakon 500-te godine nove ere, dok je u Juznu Ameriku prenesena 1545. godine, a u Sjevernu
Ameriku 1606. godine. Konoplja je bila vodeca sirovina za proizvodnju vlakana od XVI do
sredine XIX vijeka [Small, 2017a], kada se u vecini zapadnih zemalja proizvodnja pocinje
smanjivati ili potpuno napustati. U XX vijeku Sovjetski savez i Kina bili su najve¢i proizvodaci
konopljinih vlakana u svijetu, a Kina je ostala vodeci proizvoda¢ do danas, dok je Francuska

lider u Evropi [Clarke and Merlin, 2013; Small, 2015; Small, 2017a].

S obzirom na dugu istoriju uzgoja konoplje za proizvodnju vlakana, vremenom su se razvili

varijeteti koje karakteriSe bolji prinos i kvalitet vlakana, u odnosu na varijetete pogodne za
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proizvodnju sjemenog ulja ili marihuane. Vlaknaste sorte imaju nizak sadrZaj psihoaktivnog
sastojka (obi¢no nizi od 1%), mada neke vlaknaste sorte koje rastu u subtropskoj Aziji mogu

imati sadrzaj THC i oko 3% [Small, 2017a].

Sirovina za proizvodnju konopljinih vlakana je stabljika, iz ¢ije ukupne mase se izdvoji oko 17-
20% vlakana. Dimenzije stabljike, kao i veli¢ina i hemijske karakteristike vlakana, pored
genetskih faktora zavise i od uslova okoline, a znacajan uticaj imaju i uslovi uzgoja. Vlaknasti
varijeteti se sade guSc¢e (npr. 200-250 biljaka po kvadratnom metru), da bi stabljika bila visa, a
vlakna duZa i kvalitetnija. Ukoliko se Zeli dobiti i vlakno i sjeme, musSke biljke, koje su inace
viSe, tanje, manje razgranate i imaju kvalitetnija vlakna, beru se odmah nakon oprasivanja, dok

se Zenke biljke beru nesto kasnije, nakon S$to se formira sjeme [Small, 2017a].

Konopljino vlakno dostize duZinu 1-4,5 m i obi¢no sadrzi oko 70-80% celuloze (ukljucujuéi
hemicelulozu) i 17-20% lignina [Raman, 2003; Small, 2017a]. Konopljina vlakna su medu
najévr$¢im vlaknima prirodnog porijekla, otporna su na trulenje, a posjeduju i druge
karakteristike koje ih ¢ine pogodnim za izradu razli¢itih proizvoda. U proslosti su se od
konopljinih vlakana izradivale ribarske mreZe, uzad i vrece za razne namjene, kao i tkanina za
odjevne predmete, koja je grublja, ali ima bolje izolacione osobine, bolje upijanje, cvrsca je,
izdrzljivija, a time i dugotrajnija od pamucne [Thomas, M., 2012; Clarke and Merlin, 2013;
Small, 2017a]. Cesto se navodi da su originalne Levi's farmerke izradivane od konopljinih
vlakana [Iversen, 2000; Brown, 2003; Hazekamp, 2008-2009]. Vremenom je odje¢a od
konopljine tkanine potisnuta udobnijim i mekSim pamucnim i lanenim tkaninama, a potom i
sintetickim tkaninama raznih vrsta. Medutim, u novije vrijeme, odgovaraju¢im postupcima
prerade vlakana, uz mijeSanje sa drugim prirodnim vlaknima, znacajno je unaprijedena tekstura
tkanine od konopljinih vlakana, pa se ona vra¢a u odjevnu industriju, dok se gruba tkanina od

konopljinih vlakana koristi za izradu cerada, presvlaka i prostirki [Small, 2017a].

Postupak proizvodnje konopljinih vlakana obi¢no nema forenzic¢ki znacaj, ali u nekim
slu¢ajevima tuZzilasStva i sudovi traZze uporedivanje postupka prerade kanabis biljke za
proizvodnju vlakana u odnosu na postupak za proizvodnju droga. lako su ti postupci prerade
potpuno razli€iti, to ne moze dati potpun odgovor o namjeri uzgajivaca, jer se jedni dijelovi
biljke koriste za proizvodnju vlakana (stabljika), a drugi za proizvodnju droga (listovi i cvjetni
vrhovi). Prakti¢no se od iste biljke mogu proizvesti oba proizvoda istovremeno, ukoliko se ne
radi o namjenskom varijetetu pogodnom za vlakna, sa izuzetno niskim sadrzajem THC, koji u

tom slucaju nije pogodan za proizvodnju droge [Dragolji¢, 2002].
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2.4.2.2. Kanabis sjeme i sjemeno ulje

Sjeme kanabis biljke ne sadrzi psihoaktivhu komponentu. Medutim, sjemenke su ovijene
brakteolom, koja je dio biljke sa najve¢om gustinom Zljezdanih trihoma, a time i najviSom
koncentracijom THC, pa sjemenke mogu biti spolja kontaminirane smolom iz cvjetnih vrhova
i listova, Sto moZe rezultirati detektuju¢om koli¢inom tragova THC prilikom analize.
Kontaminacija sjemena tetrahidrokanabinolom, moZe se svesti na najmanju mjeru ili u
potpunosti izbje¢i primjenom efikasnijih tehnika za ciS¢enje sjemena, ali i koriStenjem
varijeteta sa nizim sadrZajem THC [Ross et al., 2000; Kwong, 2008; Small, 2017a; Yang et al.,
2017].

Prema arheoloS$kim nalazima, kanabis sjeme je koriSteno u Kini prije 3000 godina, kao hrana
za ljude i Zivotinje. Novija istraZivanja su takode pokazala da se sjeme i proizvodi od sjemena
mogu koristiti u prehrani. Sjemenke sadrZe esencijalne masne kiseline i lako probavljive
proteine, zbog Cega su pogodne kao dodatak ishrani. Kanabis sjemenke su takode bogate
fenolima 1 polifenolima, sadrze i ugljene hidrate, probavljiva vlakna, vitamine i minerale

(posebno Ca, Fe, Mg, P, K, S i Zn) [Callaway, 2004; Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

1z sjemena se moZe dobiti ulje, koje kao i same sjemenke, ne sadrzi psihoaktivni THC, a ukoliko
se u ulju nadu tragovi THC, on najvjerovatnije poti¢e od nepotpunog odvajanja sjemena od
pokrovnih listi¢a (brakteola). Sadrzaj ulja u sjemenu varira zavisno od varijeteta, klimatskih
uslova, podneblja, na¢ina uzgoja i sl. [Small, 2017a]. Sjeme obi¢no sadrZi oko 30-35% ulja po
masi. Jestivo ulje se proizvodi cijedenjem pod visokim pritiskom, a nakon toga se uklanjaju
djeli¢i sjemenki sedimentacijom, filtriranjem i drugim postupcima rafinisanja. PoviSena
temperatura, kao posljedica trenja tokom procesa presovanja, negativno utice na ukus, miris i
nutritivnu vrijednost, pa je potrebno odrzavati temperaturu na oko 40°C. Hladno-presano ulje
je kvalitetnije, jer se tako saCuvaju bioaktivni sastojci, kao §to su esencijalne masne kiseline,
fenoli, flavonidi, tokoferoli i dr. Kanabis sjemeno ulje je providna Zuta tecnost bogata
nezasi¢enim masnim kiselinama (oko 80%) i aminokiselinama. Ulje ima visok sadrZaj linolne
(Q-6) i a-linolenske (Q-3) kiseline, a sadrZi i njihove odgovarajuce bioloske metabolite y-
linolensku (Q-6) i stearidonsku kiselinu (Q2-3). Dobro izbalansiran odnos Q-6 i -3 masnih
kiselina (izmedu 2:1 i 3:1) doprinosi hranljivoj vrijednosti ulja [Callaway, 2004; Hazekamp,
2008-2009]. Prema hranljivoj vrijednosti ovo ulje ne zaostaje za ostalim jestivim uljima, ali je
vremenom postalo manje cijenjeno zbog reskog mirisa i okusa. Zbog visokog udjela
nezasi¢enih masnih kiselina ono ima tendenciju da se vrlo brzo uZegne, ako se ne Cuva na

hladnom i tamnom mjestu.
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Upotreba konopljinog sjemena u prehrambene svrhe bila je karakteristika siromasnih slojeva
stanovnistva, a jestivo ulja od konopljinog sjemena bilo je rasireno kod seoskog stanovnistva u
nekim dijelovima Rusije, gdje je proizvodnja dostigla vrhunac u XIX vijeku [Clarke and Merlin,
2013; Small, 2015]. Koristilo se i za rasvjetu, kao dodatak bojama, za pravljenje sapuna, u
veterinarske svrhe, a pogace koje ostanu nakon dobijanja ulja mogu posluZiti kao
visokoproteinska sto¢na hrana i kao dubrivo. Sjemenke se tradicionalno koriste kao hrana za
ptice i perad, a mogu se Koristiti i kao mamac za ribe [Iversen, 2000; Small, 2017a]. Krajem
XX vijeka ulje je postalo zanimljivo kao sastojak kozmetickih preparata [Hazekamp, 2008-
2009; Small, 2017a]. Od 2000. godine dolazi do ekspanzije industrije konopljinog sjemena i
povecane proizvodnje za prehrambene svrhe, pa se Cannabis sativa L. uzgaja i kao nova
prehrambena sirovna, ali i kao sirovina za druge proizvode od sjemenog ulja. S obzirom da je
kanabis sjemeno ulje nezasic¢eno, njegova temperatura ocvrsc¢avanja je niza nego kod zasic¢enih
ulja, Sto mu daje prednost za koriStenje u biodizel motorima u veoma hladnim uslovima.
Medutim, zbog visoke cijene, kanabis sjemeno ulje nije konkuretno drugim jeftinijim biljnim

uljima koja se koriste za proizvodnju biodizela [Small, 2017a].

Pored varijeteta namijenjenih za proizvodnju vlakana ili sjemena, koriste se i varijeteti za
dualnu upotrebu, iako se tehnike uzgoja za razli¢ite svrhe manje ili viSe razlikuju. Npr. pri
vec¢em razmaku izmedu biljaka, one ¢e biti razgranatije, sa dosta cvata, a time i sjemena. Neki
droga-tip varijeteti, bogati cvjetovima, mogu dati prinos sjemena od oko 1 kg po biljci.
Prosjecan prinos evropskih sjemenih varijeteta je od 600 do 1000 kg sjemena po hektaru
[Hazekamp, 2008-2009; Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a]. Finski industrijski varijetet
»Finola®, sa niskim sadrZzajem THC (0,10-0,15%) daje viSe sjemena od drugih varijeteta, a uz
dobre agronomske uslove zabiljeZen je prinos od preko 2000 kg sjemena po hektaru [Callaway,

2004].

2.4.2.3. Kanabis esencijalno ulje

Esencijalno ulje, poznato i kao eteri¢no ulje ili isparljivo ulje kanabisa, je tecnost blijedo Zute
boje koja se dobija destilacijom pomocu vodene pare iz svjeZe ubrane kanabis biljke. Eteri¢no
ulje kanabisa je sloZena smjesa organskih jedinjenja u kojoj dominiraju terpeni i terpenoidi, a
sadrzi i alkohole, estere, etere, aldehide, ketone, fenole i dr. Poznato je da se u istim
epidermalnim Zljezdanim trihomama proizvode kanabinoidi i terpeni, ali ovo ulje ne sadrzi
kanabinoide, jer oni nisu rastvorljivi u vodi [Small, 2017a]. Isparljivi mono- i seskviterpenoidi
su jedinjenja koja daju specifican miris kanabis proizvodima, zbog fega su osnova za

identifikaciju kanabisa od strane pasa tragaca. Npr. seskviterpenoid beta-kariofilen-epoksid je
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glavno jedinjenje koje prepoznaju trenirani psi [Hazekamp, 2008-2009]. Neki terpeni Stite
biljku od insekata, zahvaljujuc¢i njihovom djelovanju protiv gljivica, virusa, parazita i drugih
mikroorganizama, a smatra se da doprinose i odbijanju konkurentnih biljaka. Sastav etericnog
ulja varira zavisno od varijeteta, pri ¢emu droga-tip varijeteti, posebno Zenske biljke sa vise
cvjetova, sadrze vise etericnog ulja i prijatnijeg su mirisa od vlakno-tip varijeteta. Eteri¢no ulje
kanabisa ima ograni¢enu komercijalnu vrijednost, zbog malog prinosa (oko 10 1/ha) i stoga
veoma visoke cijene, ali je zbog svoje aromati¢nosti zanimljivo kao dodatak kozmetickim
proizvodima (kreme, melemi, ulja i sl.), Samponima, sapunima, parfemima i mirisnim
svijeCama, ali i kao dodatak prehrambenim proizvodima (slatki§i i napici). Terapeutska
primjena eteri¢nih ulja (aromaterapija) postaje sve popularnija, pa se moZe ocekivati da i
eteri¢no ulje kanabisa nade svoje mjesto u toj oblasti [Small, 2015, 2017a; Thomas, B. and

ElSohly, 2016].

2.4.2.4. Ostali proizvodi
U davna vremena konoplja se koristila za izradu papira. Smatra se da je papir kineski izum, iz
vremena dinastije Han (oko 100-te godine nove ere), a pravljen je od konoplje [Thomas, M.,
2012; Clarke and Merlin, 2013], te da je otkri¢e ¢uvano u tajnosti do IX vijeka, kada su postupak
proizvodnje usvojili i proSirili Arapi [Thomas, M., 2012]. Sredinom XIX vijeka uvedena je
proizvodnja papira iz drveta, koje danas predstavlja viSe od 95% sirovine za papir. Proizvodnja
papira od konoplje je skuplja, te se konopljin papir koristi za posebne namjene, kao §to su
novcanice i papir za cigarete, koji je trenutno najprofitabilniji papirni proizvod [Iversen, 2000;

Hazekamp, 2008-2009; Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

U posljednje vrijeme u industriji su cijenjeni lagani, biodegradabilni materijali, koji se mogu
reciklirati, a konopljina vlakna zadovoljavaju zahtjeve u tom pogledu. Zahvaljuju¢i dobrim
mehanickim osobinama pogodna su za izradu kompozitnih materijala. Kompoziti konoplje, u
kombinaciji sa drugim prirodnim vlaknima ili razli¢itim vrstama plasticnih materijalai smola,
mogu se koristiti za proizvodnju punjenja za duseke ili kao podloge u prostorima gdje boravi
stoka [Clarke and Merlin, 2013]. Savremena primjena kompozita sa konopljom proSirena je na
izradu razli¢itih proizvoda u automobilskoj industriji, kao §to su instrument table, obloge vrata,
nasloni sjediSta, nasloni za ruke, ladice, Stitnici od sunca i drugi dijelovi. Bioplastika sa
konopljinim vlaknima je ¢vr$¢a, a lakSa je od polipropilenske plastike i ekoloSki je
prihvatljivija. Kompoziti konoplje koriste se i za proizvodnju namjeStaja, materijala za
izolaciju, konstrukcionih gradevinskih materijala itd. Kada se vlakna konoplje dodaju betonu

povecavaju zateznu ¢vrstocu, istovremeno smanjujuci pucanje. Beton od konoplje i kreca je
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laksi od obi¢nog betona, potrebno je manje energije za njegovu proizvodnju, pa ima ekonomske
i ekoloske prednosti. Temelji, zidovi, podovi i stropovi ku¢a mogu se izradivati od materijala
dobijenih od drvenaste jezgre konopljine stabljike, pomijeSane sa prirodnim kre€om i vodom.
Dobijeni materijal se moZe naliti poput betona, mnogo je laksi od cementa, a ima bolje toplotne

i zvucéno-izolacijske osobine [Small, 2017a].

Konoplja je pogodna i kao izvor energije, za grijanje ili za proizvodnju biogoriva [Iversen,
2000; Thomas, M., 2012; Small, 2017a]. Prilikom sagorijevanja konoplje zaostaje nizak nivo
pepela (ispod 2%), $to je dobra osobina ¢vrstih goriva (briketi i pelet), ali proizvodnja tih goriva
jos nije ekonomski opravdana. Konoplja spada u usjeve sa srednjim energetskim kapacitetom,

ali sa velikim potencijalom za unaprijedenje prinosa [Small, 2017a].

Osuseni i usitnjeni biljni dijelovi i ekstrakti kanabis biljke koriSteni su kao prirodni insekticidi

kuc¢ne izrade, protiv biljnih vaski i drugih nameta [Small, 2017a].

Cinjenica da ¢isti THC u veéim dozama djeluje kao snaZan otrov, zajedno sa moguénoséu
dobijanja sintetickim putem u vec¢im koli¢inama, navela je vojne struc¢njake na razmisljanja o
THC kao eventualnom bojnom otrovu sa specificnim djelovanjem. Naime, utvrdeno je da THC
unesen u organizam moze izazvati kolapsno stanje pri naglom ustajanju iz horizontalnog
poloZaja zbog naglog pada krvnog pritiska (ortostatska hipotenzija), zbog cega bi osobe
zatrovane tetrahidrokanabinolom postale maksimalno neefikasne u dinami¢nim ratnim
situacijama. lako su neke vojne laboratorije proucavale psihofizioloske efekte THC u cilju
primjene protiv neprijateljske Zive sile [Petrovi¢, 1989], nije poznato da je ta primjena zaZivjela

u praksi.

2.4.3. Klasifikacija i efekti

Klasifikacija droga zavisi od aspekta proucavanja. Kanabis preparati prema porijeklu pripadaju
grupi droga prirodnog porijekla. Sa pravnog stanovista, u vec¢ini zemalja, svrstani su u ilegalne
droge. Po hemijskom sastavu i strukturi aktivnih komponenti oni ¢ine posebnu grupu pod
nazivom ,kanabis”. Prema efektima na ljudski organizam kanabis proizvodi su cesto bili
svrstavani u halucinogene supstance, iako se kod korisnika javljaju i simptomi karakteristi¢ni
za psihostimulanse, ali i psihodepresore. Veoma razli€iti, katkad i suprotni efekti, doprinijeli su
tome da se ova biljna droga sve ¢e$¢e determiniSe kao poseban tip farmakoloski psihoaktivnih
supstanci. Pri niskim dozama simptomi mogu biti suprotni simptomima koji se javljaju kao
posljedica visokih doza, a efekti se mogu ispoljiti kao euforija ili disforija, opusStanje ili

napetost, uzbudenje praeno umirenjem, povecane motorne aktivnosti pracene
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nekoordinacijom. Ta dualna priroda kanabisa bila je poznata jo§ u antickim civilizacijama,
posebno Indije i Kine. Psiholoski efekti, pored doze, zavise od na¢ina konzumiranja, stepena

tolerancije i drugih individualnih osobina korisnika [Small, 2017a].

Ocekivani efekti rekreativnih korisnika kanabisa mogu se ispoljavati po fazama. U pocetku
efekti mogu biti promjena stanja svijesti, koju karakteriSe zadovoljstvo, dobro raspoloZenje,
euforija i uzbudenje, pa osobe postaju drustvenije, pri¢ljivije i sklone nekontrolisanom smijehu.
Javlja se i promjena percepcije, npr. poremecen osjec¢aj za vrijeme i prostor, intenziviranje
emotivnih iskustava koje je prilicno individualno (neki tvrde da im kanabis podstice
kreativnost, dok drugi pak kazu da ih samo uspavljuje). U kasnijoj fazi nailazi opustanje, osjecaj
srece i stanje kao u snu, a nakon nekog vremena mozZe nastupiti letargija i pospanost [Petrovic,

1989].

Redovni korisnici obi¢no konzumiraju 1 g marihuane dnevno, uz napomenu da jedna
improvizovana cigareta sadrzi oko 0,5-1 g. Kada se koriste visoko-potentni varijeteti, za pojavu
ocekivanih efekata dovoljno je 0,05-0,1 g marihuane, konzumirane pusenjem [Leggett, 2006].
Kod medicinskih korisnika ili rekreativnih korisnika koji Zele biti pod permanentnim uticajem,

zabiljeZeno je konzumiranje 5-10 g dnevno [Small, 2017a].

Povecan broj rekreativnih korisnka kanabisa dovodi se u vezu sa sve raSirenijim stanoviStem
da kanabis ima ljekovita svojstva, pa se stvara utisak da kanabis preparati nisu $tetni, nego
naprotiv, da su korisni za zdravlje. Medutim, poznato je da kanabis djeluje na mnoge organe u
tijelu, pocev od centralnog nervnog sistema, preko kardiovaskularnog, endokrinog,
respiratornog i imunog sistema. Poznati fizioloski efekti su: ubrzan rad srca, pad krvnog pritiska
i vrtoglavica u stoje¢em stavu, sniZenje tjelesne temperature, pove¢ana potreba za kiseonikom,
umor i slabost miSi¢a, suhoca usta, crvenilo oc€iju, usporena funkcija probavnih organa, Cest
osjecaj gladi i povecana Zelja za slatkiSima. Rizici povezani sa puSenjem kanabisa sli¢ni su kao
kod duvana, jer su u dimu prisutni mnogi toksini i kancerogeni koji Stetno djeluju na respiratorni
sistem, izazivajuci akutni ili hroni¢ni bronhitis, emfizem i bronhijalu astmu. DuZa upotreba
predstavlja zdravstveni rizik za reproduktivni sistem, a moZe negativno uticati i na imuni
sistem. Polen kanabisa moze djelovati kao alergen. Iako Cesto podcijenjen, znacajan je uticaj
kanabis preparata na psiholosko stanje i ponaSanje korisnika. Postoje zagovornici stanoviSta da
kanabis nema negativan uticaj na kognitivne sposobnosti i da moZe pozitivno djelovati na
mentalno zdravlje, ali postoje dokazi o negativhim efektima kanabisa na kognitivne i
psihomotorne osobine, poput uticaja na memoriju, koncentraciju i sposobnost rjesavanja

problema [Volkow et al., 2016], na motornu koordinaciju i vrijeme reakcije, kao i na druge
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vjestine (npr. vozacke sposobnosti). Uprkos debatama o uticaju na pojedine funkcije, pojedini
sastojci kanabisa, zavisno od doze i individualnih karakteristika korisnika, mogu izazvati
razli¢ita psiholoSka stanja kao Sto su depresija, anksioznost, agorafobija, panika i paranoja, a
velike doze mogu izazvati halucinacije [Petrovi¢, 1989]. Pri tome, visokopotentni preparati
predstavljaju veci zdravstveni rizik, posebno ukoliko koncentracija psihoaktivnog sastojka nije
poznata korisniku. Konzumiranje neprilagodene doze visokopotentnih kanabis preparata je u
korelaciji sa ucestalim posjetama korisnika kanabisa hitnim medicinskim sluzbama [UNODC,
2017; Freeman et al., 2018]. Pored akutnih efekata, dugogodiSnje koriStenje kanabisa moze
uzrokovati dugotrajne psiholoske probleme, te odredeni stepen zavisnosti. Kada se govori o
obliku i stepenu zavisnosti od kanabisa, stanovista su razli¢ita. Neki smatraju da se postepeno
razvija psihi¢ka zavisnost, poznata kao amotivacioni sindrom, kada osoba gubi interesovanje
za sve aktivnosti, bezvoljna je i apaticna, emocionalno tupa i nesposobna da se koncentriSe
[Volkow et al., 2016]. Zavisnost od kanabisa svakako je slabija nego zavisnost od drugih
ilegalnih droga (npr. heroin, kokain i dr.), ali i od mnogih psihoaktivnih lijekova, pa je Cesto
uporeduju sa alkoholnom i nikotinskom zavisnosti ili zavisnosti od kafe. Inace, psihaktivni
sastojak kanabisa, tetrahidrokanabinol je cCetvrta najpopularnija rekreativna hemikalija
adiktivnog tipa, poslije kofeina, etil-alkohola i nikotina. Zbog izostanka naglaSenih
apstinencijalnih simptoma prilikom prestanka konzumiranja, postoje stanoviSta da ne izaziva
fizicku zavisnost, ili je ona zanemariva. Neka istraZivanja su ipak pokazala postojanje klinicki
znacajnog apstinencijalnog sindroma srednjeg intenziteta kod dugogodisnjih korisnika, gdje su
karakteristicni apstinencijalni simptomi nervoza, napetost, nemir, poremecaj sna i gubitak
apetita, dok su drhtavica, znojenje, glavobolja i bol u stomaku nesto rjedi. lako se stru¢njaci ne
slazu oko ozbiljnosti fizioloSkih simptoma, vecina se slaze da psiholoski poremecaji izazvani
kanabisom mogu zahtijevati odredeni tretman. Procijenjeni rizik za razvijanje zavisnosti od
marihuana je 9-10% [Petrovi¢, 1989; Iversen, 2000; Leggett, 2006; Gardner, 2014; Piomelli et
al., 2016; Small, 2017a]. Zbog velike popularnosti marihuane, postoje stanovista da je ona
ulaznica u svijet droge. Smatra se da je vecina korisnika heroina, kokaina i dr. droga, pocela

konzumiranjem marihuane [Lee, 2005].

2.4.3.1. Medicinska primjena
Moze se reci da nijedna biljka nije toliko prouc¢avana kao Cannabis sativa L. Objavljeno je vise
od 10000 radova koji opisuju razliCite aspekte bioloSke aktivnosti biljke. Veéina studija o
bioloskim efektima kanabisa fokusirala se na kanabinoide. Razlog za to je Cinjenica da su

kanabinoidi jedinstveni za kanabis biljku, dok se druga jedinjenja prisutna u ovoj biljci mogu
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naci i drugdje u prirodi. Pored toga, naucnici imaju suprotstavljene stavove kada je u pitanju
medicinska upotreba kanabisa, pa se mozZe re¢i da je kanabis najkontraverznija biljka u istoriji

covjecanstva [Hazekamp, 2008-2009].

Kontraverznost kod upotrebe kanabisa nadena je joS u pisanim dokumentima legendarnog
kineskog cara Sen Nunga, koji se smatra ocem kineske medicine [Clarke and Merlin, 2013]. U
rukopisima za koje se vjeruje da datiraju iz perioda oko 2700 godina prije nove ere za kanabis
se vezuje dilema “lijek” ili “otrov”, gdje su jedni smatrali da ih vodi u raj, a drugi u pakao. Ova

nedoumica o djelovanju kanabisa se, na izvjestan nacin, zadrzala do danas.

Prema antickim zapisima, medicinska upotreba kanabisa ima veoma dugu istoriju na podrucju
Azije, posebno u Kini i Indiji. Dalje se Sirila preko Srednjeg istoka i Afrike, a koriStena je u
terapiji razli¢itih oboljenja u staroj Grckoj i Rimskom carstvu. Prva znacajnija evropska
medicinska iskustva sa kanabisom datiraju iz prve polovine XIX vijeka, kada je irski ljekar
William B. O’Shaugnessy, nakon duZeg boravka i rada u Indiji, objavio $iru studiju o djelovanju
ove biljke na ljude i Zivotinje. On je primjetio da kanabis u malim dozama stimuliSe apetit, a u
ve¢im dozama djeluje kao sedativ. Takoder je zapazio da ima protivupalno i antibiotsko
djelovanje, da ublaZzava bolove kod reumatizma i migrene, djeluje protiv mucnine, konvulzija i
spazma. Zahvaljujuéi radu doktora O’Shaugnessy-ja, kanabis ekstrakti i tinkture uvedeni su kao
terapeutsko sredstvo Sirom Evrope, a kasnije i Sjedinjenih Americkih Drzava [Iversen, 2000;
Hazekamp et al., 2010; Clarke and Merlin, 2013; Martin and Rashidian, 2014; Russo, 2017;
Small, 2017a]. Na vrhuncu popularnosti bilo je poznato vise od 28 razli¢itih medicinskih
kanabis preparata koji su se koristili za razlicite indikacije, kao $to su menstrualne tegobe,
astma, kaSalj, nesanica, podrSka pri porodaju, migrena, infekcija grla, odvikavanje od upotrebe

opijuma i dr. [Iversen, 2000; Hazekamp, 2008-2009].

Zbog nedovoljno funkcionalnog sistema kontrole kvaliteta, u XIX vijeku nije bilo moguce
pripremiti standardizovani preparat ujednacenog sastava i djelovanja. Kanabis ekstrakt, za
razliku od opijata, nije rastvorljiv u vodi pa nije pogodan za injekciono unoSenje, dok se
prilikom oralnog unoSenja sporo i neujednaceno apsorbuje [Hazekamp, 2008-2009]. Bilo je i
drugih nepoznanica u vezi kanabisa, kao §to su mehanizam djelovanja, toksicnost i dr. Zbog
svega toga, ali i povecane zloupotrebe kanabisa u rekreativne svrhe, te pojave sintetiCkih
medikamenata (aspirina, barbiturata i sl.) kanabis je u prvoj polovini XX vijeka iskljucen iz
medicinske upotrebe [Raman, 2003; Small, 2017a]. Kanabis preparati su 1937.godine uklonjeni
iz americke farmakopeje, a taj primer slijedila je vec¢ina zapadnih zemalja [Hazekamp et al.,

2010]. Medutim, i nakon toga, rasprave o medicinskom potencijalu kanabisa sa nau¢nog i
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politickog aspekta nisu prestajale, a vremenom je ova tema dobijala sve viSe paznje. Nakon
otkri¢a aktivnog sastojka tetrahidrokanabinola 1964. godine, provedene su razlicite klinicke
studije sa ciljem da se utvrde njegova analgeticka, antiemeticka, antidepresivna svojstva,
stimulativni uticaj na apetit, moguénost za tretman glaukoma, uticaj na mucnine uzrokovane
hemoterapijom itd. [Radwan et al., 2015]. Primjena kanabis preparata, koji sadrZe psihoaktivnu
supstancu THC, u ljekovite svrhe, ponovo je zaZivjela 80-tih 1 90-tih godina XX vijeka. Iako je
medicinski potencijal kanabisa, u odnosu na Stetne efekte i dalje sporna tema, a kanabis
preparati u vecini zemalja ilegalni, pacijenti ih ipak nabavljaju na crnom trZistu i koriste za
lije¢enje [Iversen, 2000]. Neki istraZivaci tvrde da kanabis ima veliki medicinski potencijal i
smatraju ga ,,aspirinom XXI vijeka®, ali klasifikacija kanabisa kao droge, ozbiljno opstruise
medicinski razvoj. S druge strane, razlika izmedu droge i lijeka moZe se napraviti na
odgovarajuci nacin, dobro provedenim istraZivanjem kombinovanim sa racionalnim pristupom,
kao u slucaju opijata (npr. morfin, kodein). Stoga je jedan od ciljeva istraZivanja medicinskog
kanabisa da se razdvoji pozitivno djelovanje od nezeljenih efekata [Hazekamp et al., 2010;
Piomelli et al., 2019]. GodiSnje se objavi hiljade publikacija o medicinskom aspektu kanabisa,
ali u stru¢nim krugovima jo§ uvijek nema konsenzusa o medicinskoj vrijednosti kanabisa u
odnosu na Stetno djelovanje. Naucnici raznih profila (medicinari, pravnici i dr.), politicari i
javnost podijeljeni su po pitanju dobrobiti i zloupotrebe tzv. medicinske marihuane. U stvari,
¢injenice o medicinskom djelovanju nisu u potpunosti razjasnjene, jer je viSedecenijska zabrana
upotrebe negativno uticala na objektivna istraZivanja [Small, 2017a]. Kalifornija je 1996.
godine postala prva americka drzava u kojoj je dozvoljena medicinska upotreba kanabisa.
Kanada je 2001. godine postala prva drzava u svijetu koja je usvojila regulativu za upotrebu
kanabis biljnog materijala u medicinske svrhe, a taj trend su nastavile i mnoge druge zemlje.
To je navelo hiljade stru¢njaka da se bave istraZzivanjem kanabisa u brojnim projektima, ¢iji
rezultat su obecavajuce prognoze za Siru medicinsku primjenu kanabis preparata, ukljucujuéi i

veterinarsku medicinu [Small, 2017a].

Ljekoviti potencijal kanabisa bio je ignorisan u nau¢nim krugovima, sve do otkri¢a covjecijeg
endokanabinoidnog sistema (1990-tih godina XX vijeka) koji interreaguje sa sastojcima
kanabis biljke. Karakteristike tog endogenog sistema su kanabinoidni receptori (CB1 i CB2),
njihovi endogeni ligandi, odnosno endokanabinoidi medu kojima su najpoznatiji
arahidoniletanolamid ili anandamid i 2-arahidonilglicerol, njihovi biosinteticki prekursori i
enzimi ukljuceni u biosintezu, transport i razgradnju endogenih kanabinoida. Receptori su
proteini, smjeSteni u celiji ili ¢celijskoj membrani, a odgovaraju na hemikalije uti¢u¢i na

metabolicke funkcije u celiji. Endokanabinoidni receptori pripadaju grupi guanin-protein-
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kuplovanih receptora. CB1 receptor je najzastupljeniji u mozgu i perifernom tkivu centralnog
nervnog sistema (CNS), a naden je i u odredenim perifernim organima i tkivima, kao $to su
pluca, jetra i bubrezi. CB2 receptor je naden uglavnom van CNS, u tkivima povezanim sa
imunim sistemom tijela (leukociti, slezina i krajnici), ali je prisutan i u neuronima mozga. THC
djelimi¢no aktivira obe vrste receptora, ali ima veci afinitet prema CB1 receptorima.
Endokanabinoidni sistem je vaZzan fizioloski sistem, €iji receptori i endogeni ligandi imaju
vaznu ulogu u kontroli mnogih funkcija ljudskog tijela, kao §to su imuni sistem, motorna
koordinacija, tjelesna temperatura, formiranje Kkostiju, uzimanje hrane, kognitivna,
emocionalna, perceptivha 1 ponaSajna stanja, opuStanje i spavanje, zaboravljanje
(posttraumatsko), zaStita neurona i razli¢iti aspekti hormonske kontrole. Aktiviranje endogenog
kanabinoidnog sistema moZe biti znacajno za svaku od ovih funkcija. Promjene
endokanabinoidnog sistema utvrdene su kod nekih oboljenja, kao Sto su multipla skleroza,
kancer, ateroskleroza, infarkt miokarda, hipertenzija, glaukom, pretilost, osteoporoza i dr.,
stoga su nove terapeutske strategije usmjerene na uspostavljanje normalne funkcionalnosti tog
sistema. Smatra se da endokanabinoidni sistem ima terapeutski potencijal za Siroki spektar
oboljenja, ukljucujuéi neurodegenerativne, kardiovaskularne, upalne i metabolicke poremecaje,
te za kontrolu bola. Endokanabinoidni sistem koji je odgovoran za nas fizioloski odgovor na
upotrebu kanabisa analogan je morfin — endorfin sistemu [Iversen, 2000; Hazekamp et al., 2010;

Clarke and Merlin, 2013; Radwan et al., 2015; Andre et al., 2016; Small, 2017a].

Kanabis biljka se vijekovima koristila za gastrointestinalne poremecaje kao Sto su
gastroenteritis, Cir Zeluca, Kronova bolest, sindrom nadraZenih crijeva, dijareja, a djeluje protiv
mucnine i povracanja, protiv upala, bola u trbuhu i sl. [Small, 2017a]. Brojne studije su
potvrdile da kanabinoidi mogu sniziti intraokularni pritisak, stoga mogu biti korisni za tretman
glaukoma [Tomida et al., 2004]. Kanabis djeluje protiv glavobolje i migrene [Cuttler et al.,
2020], te kao pomoc¢na terapija kod multiple skleroze za opuStanje spazma, gdje
antikonvulzivne efekte pokazuju THC, CBD, CBN, 11-OH-THC i A3-THC [Hazekamp, 2008-
2009; Nielsen et al., 2018]. Zbog uticaja na povecanje apetita, kanabis se koristi kao pomo¢na
terapija kod anoreksije i AIDS-a, a smatra se da ima pozitivan uticaj na imunitet organizma
[Thomas, B. and ElSohly, 2016]. Kanabis preparati su se pokazali efikasni za tretman hroni¢nog
bola [Weizman et al., 2018] i to je vjerovatno terapeutska primjena kanabisa koja najviSe
obecava, jer za razliku od opioida, ne postoji mogucnost za predoziranje. lako je svrha
analgetika da suzbiju bol, zadovoljstvo kao stanje suprotno bolu, rijetko je medicinski cilj, pa
se tako euforija, karakteristicna za kanabis preparate, smatra neZeljenom pratecom pojavom. S

druge strane, ti efekti koji se inaCe smatraju neZeljenim nuspojavama, mogu biti korisni
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pacijentima koji boluju od teskih oboljenja pracenih intenzivnim bolom. Potencijal kanabisa da
popravi raspoloZenje, smanji anksioznost i djeluje umirujuce, predstavlja dobrobit za takve
pacijente, a eventualna moguénost izazivanja zavisnosti procjenjuje se prema individualnim
karakteristikama i stanju pacijenta, kao i kod drugih lijekova koji mogu izazvati zavisnost
(opioida, benzodiazepina i sl.). Lista medicinskih indikacija za tretman kanabisom povecava se
brzinom koja prevazilazi tempo nau¢ne evaluacije. U javnosti je raSireno stanoviSte da kanabis
ima antikancerogeni potencijal, ali klinicke studije jos nisu dale jasne dokaze o djelotvornom
terapijskom tretmanu kancera pomocu kanabis preparata. S druge strane, palijativni efekti
kanabisa i psihoaktivnog sastojka THC su dobro poznati, a o€ituju se u suzbijanju mucnine
izazvane hemoterapijom ili radioterapijom, stimulisanju apetita, djelovanju protiv bola i
nesanice, te popravljanju raspoloZenja, zbog Cega se medicinski kanabis smatra korisnom
pomoc¢nom terapijom za tretman pacijenata sa kancerom. Postoje stanovista da se postraumatski
stresni poremecaj (PTSP) moZe tretirati medicinskom marihuanom, iako su dokazi o efikasnosti
tretmana nedovoljni [Thomas, B. and ElSohly, 2016]. Kanabisu se pripisuju pozitivni efekti pri
tretmanu astme, artritisa, osteoporoze, Alchajmerove bolesti, demencije, epilepsije,
anksioznosti i depresije, nesanice, Sizofrenije i drugih poremecaja [Thomas, M., 2012].
Pozitivno djelovanje kanabis preparata za tretman mnogih poremecaja rezultat je odredenih
pretklinickih studija provedenih in vitro i in vivo, ali nije u potpunosti medicinski dokazano,
stoga u stru¢nim krugovima postoji konsenzus o nastavku istrazivanja i provodenju detaljnih
klini¢kih studija o efektima kanabisa na odredena oboljenja [Small, 2017a; Cascio et al., 2017].
Istovremeno, postoje i oni koji se ne slazu sa tim da jo$ treba dokazivati nesto Sto je medicini
poznato ve¢ 5000 godina [Clarke and Merlin, 2013]. U svakom slucaju, farmakoloSka
karakterizacija Sto veceg broja sastojaka prisutnih u biljci znacajno bi unaprijedila
razumijevanje farmakoloskih efekata kanabisa, bilo da se koristi u medicinske svrhe ili
rekreativno, Sto bi bio znacajan doprinos medicinskoj primeni postojecih i otkrivanju novih
kanabis preparata [Cascio et al., 2017]. Neeti¢no je promovisati ili distribuisati sloZeni preparat,
kakav je kanabis, za indikacije za koje nije provedena i dokumenovana potpuna evaluacija.
Relevantna bioloSka aktivnost, proucena kroz multidisciplinarna laboratorijska istrazivanja i
potvrdena kroz adekvatno sprovedene klinicke studije, najbolja je provjera medicinske
primjene kanabisa. Rezultati detaljnih nau¢nih studija moraju biti vodilja za koriStenje
medicinskog kanabisa, kao i vodilja za zakonsko regulisanje te oblasti [Mechoulam and Ben-

Shabat, 1999; Hazekamp, 2008-2009; Thomas, B. and ElSohly, 2016].

Tetrahidrokanabinol, glavni psihoaktivni sastojak kanabis biljke, farmakoloski i toksikoloski

nabolje je proucen i pripisuje mu se najvise efekata. Koncentracije THC od 0,3 do 0,9% imaju
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neznatan potencijal, dok se 0,9% THC smatra minimalnom koncentracijom koja mozZe izazvati
efekte [Small, 2017a]. Vecina savremenih medicinskih preparata zasnovana je na
tetrahidrokanabinolu, te se u medicinske svrhe uglavnom koristi droga-tip kanabis. Medutim, i
drugi sastojci kanabisa su bioloski aktivni i imaju medicinski znacaj. lako se u literaturi
kanabidiol (CBD) cesto navodi kao fitokanabinoid koji nije psihoaktivan, on je blago
stimulativan u niskim i srednjim dozama, dok u vis§im dozama djeluje sedativno i uspavljujuce.
CBD je takoder farmakoloski aktivan sa znacajnim potencijalom za terapeutsku upotrebu, zbog
protivupalnog, antioksidativnog i analgetickog djelovanja, kao i ublaZzavanja spazma [Martin
and Rashidian, 2014]. Njegov klinicki znacaj, izmedu ostalog, leZi u njegovoj sposobnosti da
ublazi anksioznost i druge neugodne psihotropne nuspojave THC, inhibiraju¢i hidroksilaciju
THC do 11-hidroksi metabolita koji ima 3-4 puta jaCe psihoaktivno djelovanje od THC
[McPartland and Russo, 2001; Brenneisen, 2007; Iseger and Bossong, 2015]. Umanjujuci
neZeljene psihoaktivne efekte, CBD doprinosi zdravstvenoj bezbjednosti ljekovitih kanabis
preparata [Andre et al., 2016]. Postoje dokazi da CBD ima terapeutski u€inak kod alkoholom
oStecene jetre, kao i antibakterijsko i protivgljiviéno djelovanje sa terapeutskim potencijalom
za tretman koZe, npr. acne vulgaris [Small, 2017a]. ZabiljeZene su aktivnosti CBD kao
antiepilepticnog agensa, ali je na tom polju potrebno provesti jo$ detaljnih studija [Devinsky et
al., 2014]. Nekoliko klini¢kih studija, koje su se bavile tretmanom pacijenata sa psihoti¢nim
simptomima, pokazale su da CBD ima potencijala kao efektivan i siguran antipshiotik koji se
dobro podnosi, ali je takoder potrebno provesti jos detaljnih klinickih studija prije uvodenja u
klinicku praksu [Leweke et al., 2012; Iseger and Bossong, 2015]. Poznato je da CBD dominira
u smoli vlakno-tip varijeteta, a varijeteti namjenjeni proizvodnji sjemena su jo§ znacajniji izvor
CBD, jer daju vise cvjetnih vrhova koji su glavni izvor smole, koja sadrZi kanabinoide. Stoga
te varijetete preferiraju oni koji pate od nesanice, jer je poznato da CBD djeluje umirujuce i
uspavljuje [Hazekamp, 2008-2009; Piomelli and Russo 2016; Small, 2017a]. Eksperimentalne
studije su pokazale da i drugi kanabinoidi imaju medicinski potencijal. Tako kanabinol (CBN)
i tetrahidrokanabivarin (THCV) imaju protivupalne i antikonvulzivne osobine, dok kanabigerol
(CBG) i kanabihromen (CBC) imaju sedativno, antibiotsko, antidepresivno, antihipertenzivno,
antibakterijsko i protivgljivicno djelovanje [McPartland and Russo, 2001; Small, 2017a].
THCV djeluje i na nivo glukoze, insulina i triglicerida u plazmi, §to mu daje potencijal za
tretman metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2, o ¢emu je potrebno sprovesti joS istraZivanja

u svrhu razvoja korisnog terapeutskog sredstva [Abioye et al., 2020].

Nekanabinoidni sastojci takode doprinose terapeutskom potencijalu kanabisa. Bioloska

aktivnost terpena ogleda se u protivuplanom, analgetskom, imunostimuliSu¢em i dr. djelovanju
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[Andre et al., 2016]. Interakcije fitokanabinoida i terpena mogu djelovati sinergicki pri tretmanu
razli¢itih poremecaja, kao Sto su tretman bola, upalni procesi, gljivicne i bakterijske infekcije,
depresija, anksioznost, karcinom [Russo, 2011]. Neki terpeni u kanabisu mogu posluziti kao
kratkotrajni antidoti kod trovanja alkoholom [Small, 2017a]. Mircen, najzastupljeniji terpen u
biljci C. Sativa (posebno u varijetetima sa vise CBD) djeluje kao sedativ. Terapeutski potencijal
ima i esencijalno ulje kanabisa, koje je bogato terpenoidima [McPartland and Russo, 2001;
Small, 2017a]. Flavonodi, aromaticni policikli¢ni fenoli, pokazuju Sirok opseg bioloskih
efekata od kojih su neki sli¢ni efektima kanabinoida i terpena [Andre et al., 2016]. Pored
protivupalnog, antioksidativnog i dr. djelovanja, flavonoidi mogu uticati na farmakokinetiku
THC [McPartland and Russo, 2001]. U tradicionalnoj isto¢njackoj medicini sjeme kanabisa
koriSteno je za tretman razli¢itih poremecaja, npr. protiv kaslja i gréeva u trbuhu, za tretman
rana i sl. Zbog sadrZaja nezasi¢enih masnih kiselina, preparati od kanabis sjemenog ulja imaju

potencijal za tretman neurodermatoza i psorijaze [Small, 2017a].

Razvijeni su i farmaceutski proizvodi koji najces¢e sadrze THC, dobijen sintetickim putem.
Nabilon je sinteticki analog THC sa nesto modifikovanom molekulskom strukturom, a sastojak
je oralnog farmaceutskog proizvoda Cesamet® — kapsule koje sadrze nabilon u obliku kristalne
supstance. Licenciran je u Kanadi, SAD i nekim evropskim drzavama, za tretman mucnine
izazvane hemoterapijom kod pacijenata koji boluju od karcinoma. Odredene klinicke studije
pokazale su ohrabruju¢e preliminarne rezultate za primjenu nabilona kod tretmana PTSP
[Iversen, 2000; Hazekamp, 2008-2009; Small, 2017a]. Dronabinol, sinteti¢ki dobijen A°>~THC,
sastojak je farmaceutskog proizvoda pod nazivom Marinol®. To je preparat za oralno uzimanje
u formi kapsula koje sadrze dronabinol rastvoren u sezamovom ulju. Dostupan je u Sjevernoj
Americi i nekim evropskim drZavama, a koristi se protiv mucnine i povrac¢anja kod pacijenata
pod hemoterapijskim tretmanom karcinoma i kao stimulans apetita kod pacijenata oboljelih od
anoreksije ili AIDS-a [Iversen, 2000; Martin, 2007; Hazekamp et al., 2010; Radwan et al.,
2017]. Ovaj sinteticki preparat je skup, nije pogodan za doziranje, a neki pacijenti ga smatraju
manje efikasnim nego inhaliranje ili puSenje marihuane [Iversen, 2000; Leggett, 2006; Clarke
and Merlin, 2013; Small, 2017a]. Preparat Epidiolex® sadrzi CBD koji je izolovan iz biljke i

preciscéen, a koristi se za tretman odredenih oblika epilepsije kod djece [Devsi et al., 2020].

Pacijenti preferiraju upotrebu biljnih preparata u odnosu na sinteticke, prvenstveno zbog
polifarmakoloskog djelovanja biljnih preparata, za razliku od analognih jednokomponentnih
sintetickih lijekova, koji Cesto imaju nuspojave. Kod biljnih preparata terapeutski efekti

primarnog aktivnog sastojka mogu biti u sinergiji sa ostalim sastojcima, ili pak nuspojave
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primarnog sastojka mogu biti ublaZene drugim jedinjenjima zahvaljuju¢i antagonistickim
interakcijama izmedu razlicitih fitohemikalija [Brenneisen, 2007; Small, 2015; Andre et al.,
2016]. Pri tom se ne smije zanemariti moguc¢nost da i prirodni biljni preparati mogu da sadrZe

toksic¢na jedinjenja [McPartland and Russo, 2001; Martin and Rashidian, 2014].

Novija istraZivanja provode se sa ciljem da se procijeni klinicki potencijal brojnih kanabinoida
ekstrahovanih iz kanabis biljke, jer se pokazalo da je smjesa kanabinoida manje toksi¢na nego
cisti THC [McPartland and Russo, 2001]. Procjenjuje se da kombinacija THC i CBD u
medicinskoj primjeni ima odredene prednosti, iako priroda njihove interakcije nije u potpunosti
razja$njena. Preparat Sativex® je smjesa kanabis ekstrakata varijeteta sa visokim sadrZajem
THC 1 varijeteta sa visokim sadrZzajem CBD u takvom odnosu da sadrZi priblizno jednaku
koli¢inu oba kanabinoida. Pored pribliZzno jednakih dijelova THC i CBD, ovaj preparat u
manjim koli¢inama sadrzi i druge kanabinoide, terpenoide, sterole, trigliceride, alkane,
tokoferol, karotenoide i druga jedinjenja prisutna u kanabis biljci. Sativex® je alkoholni ekstrakt
(etanol i1 propilen glikol) u formi oralnog sublingvalnog spreja, aplicira se pod jezik ili na
unutrasnju stranu obraza i apsorbuje se u krvotok putem bukalne sluznice. Namijenjen je za
tretman neuropatskog bola i spazma kod pacijenata koji boluju od multiple skleroze, a provode
se i klinicke studije za tretman bola kod karcinoma [King, 2009; Hazekamp et al., 2010; Clarke
and Merlin, 2013; Martin and Rashidian, 2014; Thomas, B. and ElSohly, 2016; Small, 2017a;
Radwan et al., 2017].

Brojne studije su pokazale da, ako se pravilno doziraju, kanabis preparati nisu Stetniji od nekih
drugih lijekova. Za razliku od narkoanalgetika na bazi opioida, kanabis nema potencijal za
predoziranje [Iversen, 2000; Thomas, M., 2012; Martin and Rashidian, 2014; Small, 2017a].
Procijenjena LDso za oralno uneSen THC je oko 1 g/kg tjelesne teZine, $to znaci da bi prosjecna
odrasla osoba za dostizanje LDsp nivoa trebala konzumirati 50-100 g c¢istog THC, Sto bi
odgovaralo 500-1000 g kanabis preparata sa oko 10% THC. lako nisu zabiljeZeni smrtni
slucajevi od predoziranja kanabis preparatima, oni u kombinaciji sa drugim drogama,

indirektno mogu doprinijeti fatalnom ishodu, zbog sinergickog djelovanja [Small, 2017a].

Provedena su istraZivanja razli¢itih nacina uzimanja kanabis preparata, od udisanja (pusenjem
ili inhaliranjem), preko sublingvalnih do klasi¢nih oralnih preparata (€aj, napici sa mlijekom,
pogacice i sl.). Kod svih oblika grijanje je najvazniji korak u konverziji kanabinoidnih kiselina
u odgovarajuce farmakoloski aktivne neutralne kanabinoide. S druge strane, razliciti preparati
mogu imati razlicite profile jedinjenja, $to zavisi od intenziteta grijanja, gubitka isparavanjem

i metabolizma, ali i od varijeteta, uslova i vremena skladiStenja. Kao rezultat uzimanja pojedinih
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preparata, u organizam dospjeva odgovarajuéi spektar jedinjenja, gdje razni preparati mogu

izazvati razlicite efekte, Cije trajanje moZe varirati [Hazekamp et al., 2010].

PuSenje kanabis preparata karakteristicno je za rekreativne korisnike, ali i neki pacijenti
preferiraju taj nacin konzumiranja, zbog veceg iskoristenja THC pod uticajem visoke
temperature (sagorijevanje kanabisa deSava se na oko 230°C) [McPartland and Russo, 2001].
Pod uticajem temperature tetrahidrokanabinolna kiselina (A°>~-THCA), koja nije psihoaktivna, a
prisutna je u kanabis biljci, konvertuje se u psihoaktivni tetrahidrokanabinol (A°-THC), &ije se
iskoriStenje povecava na taj naCin. Medutim, poviSena temperatura pospjesuje i oksidativnu
razgradnju A°>~THC do CBN, te izomerizaciju do A3-THC, pa korisnici mogu biti izloZeni i
razli¢itim neZeljenim hemikalijama koje su proizvodi sagorijevanja kanabisa [Thomas, B. and
ElSohly, 2016]. Konzumiranje puSenjem je nekompatibilno zdravstvenom aspektu i ni jedan
drugi lijek se ne konzumira na taj nacin. NeSto prihvatljivije bi moglo biti koriStenje lula sa
vodom, jer voda filtrira toksine nastale sagorijevanjem, pri ¢emu THC prolazi, jer nije
rastvorljiv u vodi. Tehnika isparavanja, na temperaturi niZoj od temperature sagorijevanja, pri
kojoj se kanabinoiodi pojavljuju u formi isparenja koja se udiSu, omogucuje korisnicima
medicinskog kanabisa prednost brze resorpcije preparata kroz pluca, uz izbjegavanje Stetnih
efekata puSenja [Hazekamp, 2010; Small, 2017a]. Za inhaliranje su pogodni evaporatori,
uredaji koji zagrijavaju do temperature 185°C, na kojoj ve¢ina THC isparava, a pri tome ne
dolazi do sagorijevanja, pa tako ni do oslobadanja Stetnih i kancerogenih proizvoda
sagorijevanja [McPartland and Russo, 2001]. Za grijanje kanabis ekstrakata i inhaliranje

nastalih isparenja mogu se koristiti i e-cigarete [Thomas, B. and ElSohly, 2016].

THC je dobro rastvorljiv u mastima, pa kada se u organizam unosi udisanjem lako prolazi kroz
alveole u plu¢ne kapilare i putem krvotoka dospijeva do srca i mozga. Efekte proizvodi u roku
nekoliko minuta, sa maksimumom od oko 10-30 minuta i trajanjem 2-3 sata. Prilikom oralnog
konzumiranja efekti nastupaju sporije (u roku od 30 minuta do 3 sata), a traju duze (5 do 8 sati,
ponekad i duZe, zavisno od doze). Nakon oralnog uzimanja, THC se najve¢im dijelom
metaboliSe u jetri pri ¢emu nastaju dva glavna metabolita 11-hidroksi-THC (11-OH-THC) 1 11-
nor-9-karboksi-THC (11-COOH-THC). Za razliku od 11-COOH-THC metabolita koji nije
psihoaktivan, 11-OH-THC je glavni psihotropni metabolit, 3 do 4 puta psihoaktivno potentniji,
sa dugotrajnijim djelovanjem i viSe neprijatnih nuspojava nego THC iz biljke [Hazekamp et al.,
2010; Clarke and Merlin, 2013; Martin and Rashidian, 2014; Small, 2017a]. Najvec¢i dio THC
unesenog u organizam izlu¢i se u obliku metabolita, dok se manje od 5% izluci u

neizmjenjenom obliku. Kanabinoidi su rastvorljivi u mastima i akumuliraju se u masnom tkivu,
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odakle se lagano otpustaju i izlu€uju duZe vrijeme, pa se metaboliti THC mogu detektovati u

urinu, duZe od mjesec dana nakon konzumiranja [Hazekamp et al., 2010; Small, 2017a].

Pored inhalacije i oralne aplikacije, koje su najce$¢e metode primjene medicinskih preparata
kanabisa, postoje i preparati u formi kapi za oci, sprejeva i aerosola, te preparati za intravenoznu
aplikaciju. Postoje i rektalne suspozitorije sa kanabinoidima, ¢ija primjena nije dovoljno
raSirena iako imaju odredene prednosti, jer apsorpcija zaobilazi jetru i time se izbjegavaju
problemi vezani za metabolizam u jetri, koji ogranicavaju upotrebu oralnih preparata. Nivo u
plazmi se postize u roku od 15-30 minuta, a efekti traju 4 do 8 h [Iversen, 2000; Thomas, B.
and ElSohly, 2016]. Znacajnu ulogu u prihvatanju medicinskog kanabisa mogli bi imati novi
farmaceutski preparati, pogodnog nacina konzumiranja i efektivnog iskoriStenja sastojaka

kanabisa [Clarke and Merlin, 2013; Small, 2017a].

Uz vecu potraZznju za ljekovitim preparatima na biljnoj bazi, raste i potreba da se pouzdano
dokaZe njihova efikasnost i zdravstvena bezbjednost. Ogranicenje za upotrebu kanabis
preparata u savremenoj medicini ogleda se u Cinjenici da nije lako proizvesti biljni preparat
ujednacenog kvaliteta (hemijskog sastava), S$to je jedan od standarda moderne farmacije.
Neujednacen kvalitet biljnih preparata mozZe biti posljedica genetske varijabilnosti i uslova
uzgoja. Isto tako, pri analizi biljnih ekstrakata postiZze se ponovljivost do 40%, Sto ogranicava

entuzijazam u razvoju farmaceutika na biljnoj bazi [Gorelick and Bernstein, 2017].

Medicinska marihuana obi¢no je u formi cvjetnih vrhova ili granulisanog materijala, sa
sadrzajem THC 10-30%. Za proizvodnju medicinskih kanabis preparata moraju se zadovoljiti
visoki standardi kavliteta, stoga se biljke moraju uzgajati pod strogo kontrolisanim uslovima.
To podrazumijeva primjenu sofistikovane opreme i tehnika, angaZovanje stru¢nog osoblja
visokih etickih standarda koji poStuju dobru poljoprivrednu praksu, radi dobijanja kvalitetnog
i bezbjednog proizvoda. Prilikom proizvodnje, pakovanja i skladiStenja biljnih medicinskih
preparata treba primjenjivati dobru proizvodacku praksu, a potrebno je provesti i testove
stabilnosti, kojima se utvrduje kako se preparat mijenja sa vremenom, kako faktori okoline uti¢u
na njihovu stabilnost, odnosno pod kojim uslovima i koliko dugo se preparati mogu Cuvati.
Uslovi skladiStenja trebaju biti kontrolisani, na nacin da kanabis materijal ne bude izloZen
vlaZnosti, svjetlu ili poviSenoj temperaturi. I pored idealnih uslova skladiStenja kanabinoidne
kiseline lagano degradiraju kroz reakciju dekarboksilacije do odgovaraju¢ih neutralnih
kanabinoida. Na sobnoj temperaturi, dekarboksilacija THCA odvija se eksponencijalno, dok se
degradacija neutralnih kanabinoida odvija nesto sporije. Poznato je da THCA degradira brze u

ekstraktima nego u kanabis smoli (hasiS), stoga ekstrakte treba Cuvati u frizideru. Terpeni i
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flavonoidi takoder degradiraju ili se gube isparavanjem. Dakle, stabilnost hemijskog sastava
najbolje se postiZze Cuvanjem na niskoj temperaturi, u inertnoj atmosferi i u odsustvu svjetlost

[Thomas, B. and ElSohly, 2016].

Nauka i znanje trebaju biti u sluzbi prakse, a u tom lancu analiticka hemija ima znacajnu ulogu
u karakterizaciji kanabis preparata i proucavanju fizioloSkih procesa prilikom terapijske
primjene [Potter, 2014; Thomas, B. and ElSohly, 2016; Small, 2017a]. Za proucavanje
pojedinih hemijskih sastojaka neophodni su referentni standardi odgovarajucih jedinjenja.
Nedostatak referentnih standarda, bez sumnje, uveliko je ograni¢avao detaljno proucavanje
hemijskog sastava kanabisa, jer su donedavno bili dostupni referentni standardi samo nekoliko

glavnih kanabinoida (A°-THC, CBD, CBN i A3-THC) [Hazekamp et al., 2010].
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3. ANALIZA KANABIS PROIZVODA U FORENZICKE SVRHE

Forenzi¢ka hemija ima odredene specifi¢nosti, u odnosu na druge oblasti hemijskih analiza.
Prilikom izbora odgovaraju¢eg postupka analize u svakom pojedinom slu¢aju, pored hemijskih
imperativa i ogranienja, analitiCar mora biti svjestan i pravosudnog aspekta, odnosno uticaja
pravnih propisa na analiticke zahtjeve. PaZnju treba posvetiti rukovanju sa materijalom od
prijema do odlaganja na cuvanje, kako bi pored analitickih, bili zadovoljeni i procesni zahtjevi.
Forenzicki analitiCar naglasak stavlja na dokaznu vrijednost analiti¢kih metoda, uzimajuéi u
obzir stepen njihove tacnosti i preciznosti, pri tom vodeci racuna o koli¢ini uzorka potrebnoj za
svaku analizu. U forenzickoj laboratoriji analiti¢ari primjenjuju razlicite analiticke tehnike za
analizu brojnih i raznovrsnih uzoraka koji nerijetko poticu iz teskih krivi¢nih djela, koja treba
rasvijetliti, zbog Cega je potrebno rezultat dati u Sto kra¢em vremenu. Analiti¢ar takode mora
biti svjestan mjesta i uloge svake metode primjenjene u postupku analize, Ciji rezultati ¢e
omoguciti da sudu predoci stru¢no misljenje zasnovano na nauci. Forenzicki analitiCar posebnu
paznju posvecuje osobinama uzorka ¢ija analiza je sloZenija od rutinske, a koje mogu biti
komplikovane prilikom stru¢nog tumacenja na sudu. Njegova obaveza je da svoj nalaz
prezentuje na sudu, na odgovarajuéi nacin, razumljiv i osobama koje nisu hemijske struke, $to

nije uvijek jednostavan zadatak [Siegel, 2005; Terrell et al., 2008].

Forenzickim analitiarima su na raspolaganju brojne metode analiza, a izbor metoda koje ¢e se
primjeniti u svakom konkretnom slucaju procjenjuju se prema raspolozivoj formi i koli¢ini
uzorka, raspoloZivoj opremi i u skladu sa zakonskim nadleZnostima analiticara. Kada je u
pitanju analiza ilegalnih droga i drugih psihotropnih supstanci pod kontrolom zakona, prema
stru¢noj praksi forenzickih hemijskih laboratorija, za pouzdanu identifikaciju preporucuje se
primjena najmanje dvije analiticke tehnike zasnovane na razli¢itom mehanizmu detekcije i
identifikacije. Ameri¢ka stru¢na asocijacija pod nazivom Naucna radna grupa za analizu
zaplijenjenih droga (Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs/SWGDRUG)
formulisala je opSta pravila za izbor metoda analiza, u okviru preporuka koje su prepoznate kao
minimalan standard i temelj dobre laboratorijske prakse za forenziCku identifikaciju ilegalnih

droga [SWGDRUG, 2016].

Identifikacija kanabis preparata, pored identifikacije biljnog materijala u smislu njegove

pripadnosti biljnoj vrsti Cannabis sativa L., podrazumijeva i kvalitativnhu hemijsku analizu
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prisustva kanabinoida, kao karakteristicnih sastojaka kanabis biljke. Metode koje se koriste za
identifikaciju kanabisa prvenstveno zavise od prirode preparata. Za preparate koji sadrZe
odgovarajuce biljne dijelove karakteristicnih osobina, pogodne za morfolosku identifikaciju,
kombinacija fizickih (makroskopskih i mikroskopskih) ispitivanja, obojenih testova i
hromatografije na tankom sloju smatra se minimalno prihvatljivim analitickim pristupom za
pozitivnu identifikaciju odnosno dokazivanje pripadnosti ispitivanog uzorka biljnoj vrsti
Cannabis sativa L. Kod preparata kod kojih morfoloske osobine nisu uocljive, kao u slucaju
kanabis smole i ulja, identifikacija se zasniva na primjeni odgovaraju¢e kombinacije metoda
hemijske analize, kojima se utvrduje prisustvo kanabinoida [UNODC, 2009a]. U slu¢aju veoma
male koli¢ine, kao §to su tragovi na priboru (lule, Sprice, kaSike i sl.) koji nisu dovoljni za
primjenu viSe analitickih tehnika, primjenjuje se ona tehnika koja ¢e dati najbolje rezultate. U
tom smislu, gasna hromatografija sa masenom detekcijom (GC/MS) je tehnika izbora za

forenzicku analizu droga [Siegel, 2005].

Savremene instrumentalne tehnike koriste veoma male alikvote uzorka za analizu, stoga je
neophodno da su ti alikvoti reprezentativni za kompletnu koli¢inu materijala od kojeg su uzeti
[UNODC, 2009a; McDermott, 2011]. U tom smislu, potrebno je odgovaraju¢u paznju posvetiti

uzorkovanju materijala za analizu.

3.1. Uzorkovanje

Svrha uzorkovanja je dobijanje podataka o materijalu koji je predmet ispitivanja, na bazi
rezultata analiza odabranih uzoraka [SWGDRUG, 2016]. U skladu sa nacelima efikasnosti i
ekonomicnosti, uzorkovanje dolazi do izraZaja kada je predmet analize velika koli¢ina
materijala ili veliki broj naizgled sli¢nih uzoraka [Siegel, 2005]. Kada je u pitanju veliki broj
uzoraka, medu kojima se neki razlikuju po fizickom izgledu, potrebno ih je podijeliti u
podgrupe sa slicnim osobinama i uzorkovanje izvrSiti iz svake podgrupe [ENFSI, 2003;

UNODC and ENFSI, 2009].

Uzorkovanje se obavlja u skladu sa stru¢nim principima analiticke hemije, a moZe biti
definisano naredbom tuzilastva u konkretnom slucaju, propisano (npr. zakonskim propisima,
farmakopejama i sl.) ili preporuc¢eno od strane stru¢nih medunarodnih organizacija, kao $to su
Laboratorijska i naucna sekcija (Laboratory and Scientific Section/LSS) pri Kancelariji
Ujedinjenih Nacija za droge i kriminal (United Nations Office on Drugs and Crimes/UNODC),

Evropska mreza forenzickih naucnih instituta (European Network of Forensic Science
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Institutes/ENFSI) ili Nauc¢na radna grupa za analizu zaplijenjenih droga (SWGDRUG).
Smjernice koje daju strucne organizacije su u formi preporuka, pri ¢emu svaka laboratorija
razvija vlastitu strategiju uzorkovanja zavisno od zakonskih propisa u okviru kojih djeluje,
zahtjeva korisnika i primjene rezultata u konkretnoj istrazi. Kona¢no, analitiar odlucuje koji
postupak uzorkovanja ¢e primjeniti, zavisno od okolnosti u svakom pojedinacnom slucaju
[ENFSI, 2003; UNODC, 2009a; UNODC and ENFSI, 2009; ENFSI, 2014; SWGDRUG, 2016].
Prednosti razvijanja strategije i plana uzorkovanja ogledaju se u optimizaciji broja analiza, a
time i skracenju vremena rukovanja i izlaganja potencijalno opasnim supstancama u uzorku,

koji moze biti kontaminiran i bioloSki hazardnim materijama [McDermott, 2011].
Prilikom uzorkovanja vazno je zadovoljiti sljedece principe:

— da je uzorak reprezentativan, odnosno da vjerno predstavlja materijal iz kojeg je uzet;
— da svaka jedinka populacije ima istu Sansu da bude odabrana [ENFSI, 2003; UNODC and
ENFSI, 2009].

Zavisno od koli¢ine, moZe se izvrSiti homogenizacija materijala prije uzorkovanja. Kod
homogenih materijala, jedan uzorak moZze biti dovoljan za kvalitativnu analizu. U slu¢aju velike
koli¢ine materijala, kada homogenizacija nije prakticna, moZe se primjeniti metoda
uzorkovanja koja podrazumjeva uzimanje nekoliko uzoraka sa razli¢itih mjesta [Siegel, 2005;

SWGDRUG, 2016].

Kada je u pitanju veliki broj naizgled sli¢nih uzoraka, za odredivanje broja uzoraka koji ¢e se
analizirati primjenjuju se metode uzorkovanja koje mogu biti statistiCke ili nestatisticke. U
mnogim slucajevima zadovoljavaju proizvoljne nestatisticke metode, od kojih je metoda
»kvadratnog korijena“ veoma raSirena u forenzickim laboratorijama [ENFSI, 2003; Siegel,
2005; UNODC and ENFSI, 2009; SWGDRUG, 2016]. Kada se raspolaze sa velikim brojem
pakovanja, koja su vizuelno istovrsnog sadrzaja, praksa je da se u slu¢aju do 30 pakovanja sve
dostavlja u laboratoriju. Kada je broj istovrsnih pakovanja do 100, za laboratorijsku analizu se
uzima 10 pakovanja, a kod broja pakovanja ve¢eg od 100, za analizu se uzima kvadratni korijen

od ukupnog broja pakovanja, a moZe se koristiti i neka od statistickih metoda uzorkovanja.

Broj uzoraka uzetih primjenom nestatistickih metoda, moZe se kretati od minimalistickog
pristupa (analizirati samo jedan uzorak iz populacije) do maksimalistickog pristupa (analizirati
sve uzorke u populaciji), Sto zavisi od pitanja na koja treba odgovoriti u konkretnom slucaju.
Prednost nestatistickih metoda je jednostavan pristup i izvodenje, dok se osnovni nedostatak

ogleda u nemogucénosti statistickog zakljucivanja o karakteristikama cjelokupnog materijala.
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Nedostatak ovih metoda je i to §to, u slucaju velike koli¢ine materijala, mogu dovesti do

uzimanja nepotrebno velikog broja uzoraka [ENFSI, 2003; UNODC and ENFSI, 2009].

Statisticke metode uzorkovanja omogucuju zaklju€ivanje o osobinama ukupne koli¢ine
materijala, na osnovu rezultata analiza odabranih uzoraka. Za uzorkovanje droga najcesce se
koriste frekventisticka metoda hipergeometrijske distribucije i Bajesova metoda [ENFSI, 2003;
Siegel, 2005; UNODC and ENFSI, 2009; SWGDRUG, 2016]. Radi lakse primjene statistickih
metoda u praksi, razvijeni su softveri i tablice pomoc¢u kojih se procjenjuje broj uzoraka koje
treba uzeti za analizu iz odredene populacije. Za razliku od Bajesove metode, hipergeometrijska
metoda ne uzima u obzir dodatne podatke o materijalu, kao §to su izgled, miris, rezultati
preliminarnog testiranja i sl., na osnovu kojih se, prema ranijem iskustvu, pretpostavlja
eventualno prisustvo negativnih uzoraka (uzoraka koji ne sadrZe droge). Za isti stepen
vjerovatnoce i interval povjerenja, broj uzoraka koji ¢e se uzeti za analizu, povecava se u skladu
sa brojem ocekivanih negativnih uzoraka. Prilikom uzorkovanja kanabis biljaka, na osnovu
vizuelnog pregleda mogu se uociti karakteristi¢ne fizi€ke osobine, te na osnovu prethodnog
iskustva, primjena Bajesove metode omogucuje uzimanje manjeg broja uzoraka za analizu

[ENFSI, 2003; UNODC and ENFSI, 2009].

Kvantitativna analiza bi trebala dati odgovor o koncentraciji pojedinih komponenti u materijalu
koji je predmet ispitivanja. Za razliku od industrijskih npr. farmaceutskih proizvoda, ilegalne
droge su Cesto heterogeni materijali, koji mogu imati prili¢no neujednacen sastav, o cemu treba
voditi racuna prilikom uzorkovanja. Ukoliko, zbog velike koli¢ine, nije prakti¢no
homogenizovati sav materijal, preporucuje se uzimanje viSe uzoraka sa razli¢itih mjesta, koji
se potom pomijeSaju i homogenizuju u cilju pripreme reprezentativnog primarnog uzorka
[McDermott, 2011; ENFSI, 2014]. Iako jedan primarni uzorak moZe biti dovoljan za analizu,
preporucuje se pripremiti najmanje dva takva uzorka. Visokokoncentrovani uzorci su obi¢no
homogeniji od razblazenih, uli¢nih uzoraka, Sta takode moZze uticati na odluku o broju uzoraka

koji ¢e se uzeti za kvantitativnu analizu [ENFSI, 2014].

Tesko je definisati koja strategija uzorkovanja je optimalna i pod kojim uslovima, jer na izbor
strategije utiCu brojni faktori, kao $to su vrsta i pojavni oblik droga, koli¢ina materijala,
kapacitet laboratorije, iskustvo analitiCara, cilj istrage i sl. [ENFSI, 2003; UNODC and ENFSI,
2009]. Postoje situacije kada se, zbog pravnih razloga, ne mogu ispostovati uobicajena pravila
uzorkovanja, kao npr. kada je koli¢ina uzorka ogranicena, a analitiCar treba sacuvati dio uzorka
kao fizicki dokaz na sudu [UNODC, 2009a]. Stoga je cilj da odabrana strategija uzorkovanja

odgovara potrebama tuZilaStva i suda u svakom pojedina¢nom sluc¢aju [ENFSI, 2003; UNODC
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and ENFSI, 2009]. Prilikom izbora strategije uzorkovanja treba imati u vidu da se eventualne

greske nastale tokom uzorkovanja ne mogu ispraviti kasnije tokom analize [ENFSI, 2014].

3.2. Morfolosko ispitivanje

3.2.1. Makroskopske karakteristike

Makroskopske karakteristike, odnosno izgled biljke i njenih pojedinih dijelova detaljno su

opisani u poglavlju 2.1. Fizicke osobine.

Kada se govori o identifikaciji na osnovu tih osobina znacajno je naglasiti da je izgled lista,
sjemena i cvijeta karakteristi¢an za konoplju, pa se detaljnim pregledom tih dijelova, ukoliko
su prisutni u uzorku, moZe se sa velikom vjerovatno¢om utvrditi da li se radi o biljnoj vrsti

Cannabis sativa L.

Za pouzdaniju identifikaciju ili kada se radi o sitnijim, manje prepoznatljivim dijelovima

biljnog materijala pristupa se mikroskopskom pregledu.

3.2.2. Mikroskopske karakteristike

Biljka Cannabis sativa L. ima karakteristicnu morfolosku gradu pogodnu za mikroskopsko
ispitivanje. Pojedini dijelovi biljke obiluju trihomama, odnosno dlakastim tvorevinama iz
epidermalnih ¢elija, Cije prisustvo je karakteristi¢na osobina kanabis biljke, koja se moze da se
uo¢i mikroskopskim ispitivanjem. Postoje dvije vrste trihoma koje se mogu posmatrati
mikroskopom sa faktorom povecéanja 40, kojom prilikom se jasno uocavaju Zlijezde koje luce
smolu i dlacice sa cistolitima koje poti¢u od epidermalnog tkiva lista [UNODC, 2009a;
McDermott, 2011].

Zljezdane trihome su primarne strukture u kojima se proizvodi i pohranjuje kanabis smola,
odnosno u njima se sintetizuju kanabinoidi. Cvijetni vrhovi Zenskih biljaka su posebno bogati
ovim strukturama, ali se mogu naci i na donjoj strani li$¢a, a ponekad na stabljikama mladih

biljaka [Mahlberg and Kim, 2004; UNODC, 2009a].
Postoje tri vrste Zljezdanih trihoma:

* Kitnjaste Zlijezdane trihome su najizraZenje tokom ranog razvoja. Uglavnom se nalaze

na epidermu donje povriine lista, peteljkama i mladim stabljikama. Zlijezde se sastoje
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od okrugle glave pre¢nika 30-50 um (Slika 13). Iako izgleda da su bez stabljike, one
imaju veoma kratku jednocelijsku stabljiku [Raman, V. et al., 2017].

« Zlijezde okrugle glave pre¢nika 50-70 um na viseéelijskoj stabljici duzine 100-200 pm
(Slika 14), posebno su gusto zastupljene na Zenskim biljkama. Stite biljku od §tetnog
svjetlosnog zracenja reflektujuci IC i UV svjetlost. Ove zlijezde proizvode najvecu
koli¢inu smole [Mahlberg and Kim, 2004; McDermott, 2011; Potter, 2014; Raman, V.
etal., 2017].

* Male gomoljaste Zljezdane trihome precnika 10-20 pm sa kratkom stabljikom (15-30
pm) prisutne su na svim povrSinama biljke [Mahlberg and Kim, 2004; Potter, 2014;
Raman, V. et al., 2017].

Slika 13. Kitnjaste Zlijezde Slika 14. Stabljike Zlijezdanih trihoma
(Izvor fotografija: UNODC, 2009a)

Ne-zljezdane trihome su brojne, jednocelijske, krute i zakrivljene dlake, sa vitkim istaknutim

vrhom:

» Cistoliticne trihome (Slika 15), duZine 50-125 pm, sa bazom prec¢nika 60-140 pm,
nalaze se na gornjoj povrSini kanabis lista i imaju karakteristican oblik medvjedih
kandZi usmjerenih prema vrhu lista. Baza ovih jednocelijskih dlacica sadrzi kristale
kalcijevog karbonata (cistolite). Cesto se kod slomljenih trihoma cistolit oslobada.
Cistoliticne trihome zajedno sa kristalima kalcijevog oksalata prisutnim u ¢elijama lis¢a
Stite biljku od insekata [UNODC, 2009a; McDermott, 2011; Small, 2017a; Raman, V.
et al., 2017];

* Ne-cistoliti¢ne trihome (Slika 16), duZine 250-370 pum, prisutne su na obe strane lista,
ali ih je viSe na donjoj strani. Ima ih i na povrSini stabljike i peteljki. Takoder djeluju
kao fizicka zastita od insekata, koji preferiraju donju povrSinu lis¢a [Small, 2017a;

Raman, V. et al., 2017].
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Slika 15. Cistoliticne trihome Slika 16. Ne-cistoliticne trihome
(Izvor fotografija: UNODC, 2009a)

Istovremeno prisustvo cistoliticnih dlacica oblika medvede kandZe na gornjoj povrsini lista i
dugih trihoma i kitnjastih Zlijezda na donjoj povrsini, je karakteristika jedinstvena za biljku
Cannabis sativa L. i omogucuje pozitivnu identifikaciju cak i fragmenata biljnog materijala
[UNODC, 2009a].

Nedostatak mofoloskog ispitivanja dolazi do izraZaja u sluc¢aju veoma mladih sadnica ili
stabljika bez liS¢a, koje ne mogu biti pouzdano identifikovane pregledom botanickih

karakteristika.

3.3. Hemijsko ispitivanje

U forenzickoj praksi, kvalitativnom i kvantitativnom hemijskom analizom ispituje se prisustvo
i koncentracija tri osnovna kanabinoida: tetrahidrokanabinola (THC), kanabidiola (CBD) i
kanabinola (CBN). U svjeZem biljnom materijalu prisutni su THC i CBD, dok CBN uglavnom
nije prisutan u svjezoj biljci, a nastaje razgradnjom THC u ubranom biljnom materijalu i drugim
kanabis preparatima tokom skladistenja. Kako psihoaktivni sastojak tetrahidrokanabinol (THC)
nastaje iz tetrahidrokanabinolne kiseline (THCA) neenzimatskom dekarboksilacijom,
kvantitativni analiticki pristup zavisi od toga da li se THCA i THC odreduju odvojeno ili se
odreduje tzv. ,jukupan THC* (THC + THCA). To moZe biti definisano nacionalnim
zakonodavstvom, a ukoliko to nije sluCaj, uobiCajena forenziCka praksa podrazumijeva
odredivanje ukupnog THC, budu¢i da to najbolje predstavlja farmakoloSko djelovanje
preparata. Ukupan THC obezbjeduje se dekarboksilacijom THCA do THC, §to se moZe provesti
zagrijavanjem ekstrakta prije analize ili u injektoru gasnog hromatografa [UNODC, 2009a].
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3.3.1. Preliminarni testovi

Preliminarno testiranje droga moZe se obavljati u laboratoriji i na terenu, a zasniva se na
hemijskim ili enzimatskim reakcijama aktivnih komponenti droga sa odgovaraju¢im

reagensima.

Proizvodaci kriminalisticko-tehnicke opreme, isporucuju komplete u kojima se nalaze testovi
za ispitivanje najfrekventnijih grupa droga. Metode testiranja su jednostavne za izvodenje, a
test reagensi i pribor su prilagodeni tako da ih, pra¢enjem uputstva za rad, mogu primjeniti i
osobe koje nisu hemijske struke (npr. kriminalistic¢ki inspektori), uz napomenu da je za pravilnu
primjenu i tumacenje rezultata potrebna odgovarajuca obuka. Pored jednostavne primjene, ove
testove karakteriSe visoka osjetljivost, pa tako i mali utroSak materijala, te brzo dobijanje
rezultata, zbog Cega se ponekad nazivaju ,,brzi testovi“. S druge strane ovi testovi nisu uvijek
dovoljno specifi¢ni za odredenu drogu ili grupu droga. Naime, uzorci droga mogu da sadrze
razliCite razblazivace, farmakoloski aktivne i nekativne dodatke, te komponente prisutne u
prirodnim materijalima, koji mogu ometati hemijsku reakciju i uticati na rezultat testa. Isto tako,
u ilegalnom prometu nisu rijetki uzorci koji mogu biti kombinacija nekoliko droga, Sto takoder
moZe uticati na rezultat testiranja. Zbog toga se pozitivan rezultat testa tumaci samo kao
moguce prisustvo jedinjenja ili grupe jedinjenja za koju je test namijenjen i u svim slucajevima
pozitivnog rezultata, uzorak mora biti dostavljen u laboratoriju na detaljnu analizu [UNIDCP,
1994; Widdop, 2011]. Negativan rezultat testiranja pokazuje da, u granicama osjetljivosti testa,
u uzorku nije utvrdeno prisustvo onih droga za koje je testiranje provedeno. U cilju pouzdanijeg
zaklju€ka, na istom uzorku se mogu primjeniti dva testa zasnovana na razli¢itim hemijskim
mehanizmima [UNIDCP, 1994]. Prilikom tumacenja rezultata, potrebno je dobro poznavanje
mehanizma i pouzdanosti odredenog testa, te poznavanje osobina i strukture droge i matriksa.
Medutim, uvijek treba imati na umu da su testovi namijenjeni samo preliminarnoj identifikaciji

sumnjivog materijala i ne mogu posluZiti kao dokaz [UNIDCP, 1994; Kwong, 2008].

Pored odredenih ogranicenja, dugogodiSnje iskustvo pokazuje da su preliminarni testovi
koristan alat, kako za dijagnozu i tretman pacijenata, tako i za sluZbe koje sprovode zakon, u
slucajevima kada treba preduzeti hitne aktivnosti na terenu i donijeti odluku u vezi sa sumnjivim

materijalom [UNIDCP, 1994; Kwong, 2008].

3.3.1.1. Hemijski testovi

Spot-testovi koji su zasnovani na hemijskim rekacijama poznati su i kao “obojeni testovi”, jer

se kao rezultat reakcije odgovarajuc¢eg reagensa i aktivne komponente u uzorku, pojavljuje
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karakteristi¢no obojenje. lako su testovi za kanabis medu najspecifi¢nijim obojenim testovima
i neke druge biljka (kana, muskatni orasci¢, topuz i petrovac) sadrZe jedinjenja koja pokazuju
slicnu reakciju, te mogu dati lazno pozitivne rezultate. Zbog toga je pozitivan rezultat testa
(pojava ocekivane boje) samo indicija o moguéem prisustvu kanabisa, a nikako konacna
identifikacija. Preliminarni rezultat testa neophodno je potvrditi primjenom dodatnih,

specificnijih i selektivnijih tehnika [UNODC, 2009a; McDermott, 2011].

Slika 17. Primjer komercijalnog testa za marihuanu

Radi provjere rezultata testa, te funkcionalnosti i pouzdanosti test reagenasa, preporucuje se
paralelno testirati i kontrolni uzorak kanabisa (npr. referentni standard THC ili smjesu

referentnih standarda osnovnih kanabinoida) i slijepi uzorak [UNODC, 2009a; Widdop, 2011].
U nastavku su navedeni obojeni testovi za ispitivanje kanabisa koji su naj¢es¢e u upotrebi.

Dugquenois-Levine Test

Prvu verziju ovog testa razvio je Duquenois, a viemenom se pojavilo viSe modifikacija istoga.
Studija sa 270 razlicitih biljnih vrsta i 200 organskih jedinjenja pokazala je da je Duquenois-
Levine modifikacija najspecificnija, te se najceS¢e primjenjuje [Brenneisen, 2007; Hazekamp

et al., 2010].

Test reagensi: 2 g vanillina 1 2,5 ml acetaldehida rastvoreno u 100 ml etanola; HClkonc ;
hloroform [UNIDCP, 1994; Widdop, 2011].

Postupak: Malu koli€inu usitnjenog uzorka, sa 2 ml (oko 50 kapi) reagensa, muckati u epruveti
1 minutu. Dodati 2 ml konc. hlorovodoni¢ne kiseline i promuckati, pa ostaviti da stoji par
minuta. Ako se boja razvije u roku 2-3 minute, dodati 2 ml hloroforma i lagano promuckati

[UNIDCP, 1994].
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Rezultat: Ljubicasta boja donjeg (hloroformskog) sloja indicira prisustvo kanabisa [UNIDCP,
1994; Widdop, 2011].

Vanillin OCH;

A9-tetrahydrocannabinol Duquenols chromophore

Slika 18. Hemijska reakcija Duquenois-Levine testa [Izvor: Bell, 2006]

Fast Blue B Salt Test

Test reagensi: 2,5 g Fast Blue B Salt (di-o-anizidin-tetrazolium-hlorid) pomijeSan sa 100 g
anhidrovanog natrijum-sulfata; hloroform (alternativno petroleter); 0,1 N rastvor natrijum-

hidroksida (alternativno 10% natrijum-bikarbonat) [UNIDCP, 1994; UNODC, 2009a].

Postupak: U epruvetu staviti po malo (na vrh $patule) usitnjenog uzorka i reagensa. Dodati 25
kapi hloroforma i muckati 1 minutu. Dodati 25 kapi 0,1 N rastvora natrijum-hidroksida i

muckati 2 minute [UNIDCP, 1994].

Rezultat: Ruzicasto-crvena boja donjeg (hloroformskog) sloja indicira prisustvo kanabisa
[UNIDCP, 1994]. Ova boja je kombinacija boja nastalih reakcijom sa osnovnim kanabinoidima:

prisustvo THC — ruZicasta, CBN — ljubicasta i CBD — narandZasto-smeda.
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Slika 19. Reakcija THC i Fast Blue B, pri cemu nastaje ruZicasto-crveno obojenje (diazonijum so)

[Izvor: Chinaka et al., 2000]

Fast Blue B Salt reagens ¢es¢e se primjenjuje kao sredstvo za vizuelizaciju kod hromatografije
na tankom sloju, ali se moZe koristiti i kao preliminarni spot-test [Brenneisen, 2007; Hazekamp

et al., 2010].
Fast Corinth V Salt Test

Test reagensi: petroleter; cink-hlorid; 2-metoksi-5-metil-4-(4-metil-2-nitrofenil)diazenil-
benzendiazonijum-dihlorid (1% u anhidrovanom natrijum-sulfatu), 1%-tni vodeni rastvor

natrijum-bikarbonata.

Postupak: Dva filter papira zajedno saviti na Cetvrtinu, pa razmotati u formu lijevka. Staviti
malu koli¢ina usitnjenog uzorka na sredinu gornjeg filter papira, dodati dvije kapi petroletera i
saCekati da prodre do donjeg filter papira, pa gornji papir odbaciti. Sacekati da se donji filter
papir osusi i dodati veoma malu koli¢ina reagensa u sredinu filter papira. Na kraju dodati 2 kapi

1% vodenog rastvora natrijum-bikarbonata.

Rezultat: Pojava ruZicasto-crvenog obojenja indicira prisustvo kanabisa. THC, CBN i CBD daju
istu nijansu, $to je odredena prednost reagensa za testiranje uzoraka razlicite starosti ili porijekla

[UNODC, 2009a].

55



3.3.1.2. Imuno-hromatografski testovi

Imuno-hromatografski testovi bazirani su na specificnim biohemijskim enzimatskim antigen —
antitijelo reakcijama, odnosno imunotestovi sadrZe antitijela pomocu kojih se detektuje
odredena droga ili njen metabolit, koji prepoznaju kao antigen, stvarajuc¢i kompleks antigen-
antitijelo [Moeller et al., 2008; Dasgupta and Datta, 2008; Deni¢ i sar., 2013]. Obic¢no se koriste
za testiranje prisustva tragova droga u bioloskom materijalu (urin, oralna te¢nost, rjede znoj)
osoba za koje se sumnja da su konzumirale drogu, ali se mogu primjeniti i na uzorke
zaplijenjenog materijala sumnjivog na droge, ako se isti prilagodi testiranju (ekstrakcijom ili

rastvaranjem).

Testovi su dostupni kao komercijalni kompleti koji sadrZe testove namijenjene testiranju
odredene droge ili grupe droga, u formi singl-test i multi-test traka ili kartica, u zavisnosti da li

se testira prisustvo jedne ili viSe droga (Slike 201 21).
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Slika 20. Primjer singl-test traka i kartica Slika 21. Primjer multi-test traka

Postoje uredaji za preliminarnu detekciju i identifikaciju droga zasnovani na razliitim
tehnikama, kao $to su hemiluminescencija, fluorescencija i radioimunotestiranje i sl. [Kwong,
2008; Niedbala and Gonzalez, 2011]. Uredaji su prakti¢nog dizajna i prilagodeni za koriStenje
na terenu, koriste veoma malu koli¢inu uzorka, potpuno su automatizovani i jednostavni za
rukovanje, a rezultati se dobiju u roku nekoliko minuta [Dasgupta and Datta, 2008; Kwong,
2008]. Uredaji za testiranje oralne teCnosti postali su popularni za testiranje ucesnika u
saobrac¢aju, zahvaljuju¢i moguénosti uzorkovanja na licu mjesta i pod nadzorom, za razliku od
urina. Koncentracija droga u oralnoj tecnosti je u boljoj korelaciji sa koncentracijom u krvi, te
ukazuje na to da li je droga skoro konzumirana, dok tragovi droga i njhovih metabolita u urinu

mogu poticati od droge konzumirane prije viSe dana pa i sedmica. Osnovni nedostaci oralne
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te€nosti kao uzorka su niska koncentracija aktivnih komponenti nekih droga (npr. THC) i

ograni¢ena koli¢ina uzorka [Garg, 2008].

Iako su imuno-hromatografski testovi specifi¢niji i pouzdaniji od obojenih testova, praksa je
pokazala da i oni mogu dati laZno pozitivan ili lazno negativan rezultat [Dragolji¢ i sar., 2019a].
LaZni rezultati testiranja mogu poticati od ukrStenih reakcija sa jedinjenjima sli¢ne strukture
prisutnim u uzorku ili matriksu [Dasgupta and Datta, 2008; Kwong, 2008; Niedbala and
Gonzalez, 2011]. Sastojci nekih lijekova — npr. nesteroidni antiinflamatorni lijekovi i inhibitori
protonske pumpe mogu biti uzrocnici lazno pozitivnih rezultata na kanabis [Moeller et al.,
2008]. Lazno negativni rezultat testa moZe biti posljedica niske koncentracije droge u
testiranom uzorku (ispod granice detekcije testa) ili interferencije sa nekim jedinjenjima
prisutnim u uzorku, a moZze biti da test nije dovoljno specifi¢an na neka jedinjenja iz odredene
grupe droga, pa ih ne detektuje. Zbog svega navedenog, ovi testovi se smatraju preliminarnim
i preporucuju se za terensku upotrebu, a u laboratoriji se koriste samo kao prva dijagnosticka
,.skrining tehnika®, jer su jednostavni za izvodenje i brzo se dobiju preliminarni rezultati, koji
su korisni za usmjeravanje daljih analiza [Moeller et al., 2008; Kwong, 2008; Deni¢ i sar.,

2013].

Zbog preliminarne prirode ovih testova i moguc¢ih lazno pozitivnih ili laZno negativnih
rezultata, ne smije se dozvoliti stigmatizacija niti vodenje postupaka protiv ispitanika, prije
nego §to se izvrsi provjera rezultata, primjenom specifi¢nih i selektivnih analitickih metoda i
tehnika u laboratoriji ovlaStene ustanove. Pouzdan i pravno valjan rezultat dobije se jedino
potvrdnim metodama, a kao zlatni standard u forenzici se koriste visoko-osjetljive analiticke
tehnike gasne ili teCne hromatografije sa masenom detekcijom (GC/MS, LC/MS), pomocu
kojih se moze pouzdano izvrsiti detekcija, identifikacija i kvantifikacija ciljanog analita u
uzorku i tako potvrditi ili opovrgnuti rezultat preliminarnog testiranja [Moeller et al., 2008;

Kwong, 2008].

3.3.2. Hromatografske metode i tehnike

Kanabis proizvodi se, zbog njihovog hemijskog sastava, mogu smatrati sloZenim smjesama, te
se za razdvajanje, detekciju i identifikaciju pojedinih komponenti u tim proizvodima mogu

veoma uspje$no primjeniti hromatografske tehnike.

Hromatografija, kao hemijska analiticka tehnika, prvi put se javila u stru¢noj literaturi
1903.godine kada je ruski nau¢nik Mihail Semenovi¢ Cvet uspio da razdvoji pigmente
hloroplasta iz petroletarskog ekstrakta biljnog zelenila primjenjujuci elucionu metodu, tako §to
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je u staklenoj cijevi napunjenoj ¢vrstim nosa¢em (kalcijum karbonat) na vrh kolone nanio
ekstrakt biljke, a zatim nakapavao Cisti alkohol koji je za sobom povlacio komponente iz
ekstrakta. Rezultat je bio razdvajanje smjese u niz Zutih i zelenih zona. Zbog tih efekata
razdvajanja koji su se ogledali u razdvojenim obojenim zonama pigmenata hloroplasta
(karotenoida i hlorofila) Cvet je ovu metodu nazvao hromatografija, Sto potice od grckih rijeci
,hromos* —bojai,,grafos* — pisati. Ta metoda je danas poznata kao adsorpciona hromatografija
[Maksimovi¢ i sar., 1998; Marjanovi¢, 2001; Jokanovi¢, 2014; Luterotti, 2014]. U svojim
obimnim istraZivanjima M.S. Cvet je ispitao preko stotinu razli¢itih punjenja kolone i efekte
upotrebe razlicitih rastvaraca, tako da je, osim za uvodenje hromatografije u analitiCku praksu,
zasluZan i za razvoj adsorpcione hromatografije i kolonske tehnike hromatografije. Znacajno je
napomenuti da je M.S. Cvet predpostavio da se ovom metodom mogu razvijati i neobojene
postavio Cvet zasnivaju se i savremene hromatografske metode iako se danas razdvajanje

supstanci vr$i na razli¢ite nacine.

Pod pojmom hromatografije danas se uobicajeno podrazumjevaju fizicko-hemijske analitiCke
tehnike koje omogucavaju razdvajanje, a potom identifikaciju sastojaka u multikomponentnim
uzorcima (smjesama). Razdvajanje se odvija u sistemu dvije faze, nepokretne (stacionarne) faze
koja moZe biti ¢vrsta ili te€na i pokretne (mobilne) faze koja moze biti gas ili tecnost.
Hromatografski postupci razdvajanja zasnivaju se na diferencijalnoj migraciji i distribuciji
sastojaka smjese i njihovoj raspodjeli izmedu nepokretne faze velike povrsine i pokretne faze
koja prelazi preko nepokretne noseci sa sobom komponente uzorka koji se analizira. Jedan od
osnovnih i prakticnih koncepata hromatografskog razdvajanja je odnos ravnoteZnih
koncentracija supstanci uspostavljenih izmedu te dvije faze. U hromatografskom sistemu, koji
Cine stacionarna faza, mobilna faza i uzorak, uspostavlja se dinamicka ravnoteZa definisana
ravnoteZznom konstantom tj. koeficijentom raspodjele (K) [Kaldsz and Béthori, 2000;
Marjanovi¢, 2001; Zivanovi¢, 2003: McNair and Miller, 2009; Luterotti, 2014], koji je uopsteno

dat izrazom:

K== [1]

Cm

gdje je:

¢s— koncentracija supstance u stacionarnoj fazi,

cm— Koncentracija supstance u mobilnoj fazi.
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Brzina kretanja molekula odredene supstance (komponente iz smjese) srazmjerna je brzini

kretanja mobilne faze i udjelu vremena koje molekule date supstance provedu u mobilnoj fazi.
Brzina kretanja neke supstance u hromatografskom sistemu zavisi od:

— brzine kretanja mobilne faze, koja je ista za sve komponente u smjesi;
— odnosa zapremine stacionarne i mobilne faze, koja je ista za sve komponente u smjesi;
— koeficijenta raspodjele, koji je specifican za odredenu supstancu tj. komponentu iz

smjese i odredeni hromatografski sistem.

Do razli¢itih brzina kretanja komponenti iz smjese, odnosno njihovog razdvajanja u prostoru
ili vremenu dolazi zbog razlika u koeficijentima raspodjele, jer su ostale veli¢ine jednake za sve
komponente u smjesi [Marjanovi¢, 2001]. Ako se razdvajanje vrSi pri konstantnom vremenu,

zavisnost kvalitativne karakteristike supstance od brzine kretanja je:

__lj _ predeni put komponente
Rf,l _

lr o predeni put mobilne faze

(2]

Princip hromatografskog razdvajanja zasniva se na interakciji molekula komponenti iz smjese
sa molekulama podloge, odnosno na razlikama u raspodjeli pojedinih komponenti izmedu
mobilne i stacionarne faze [Zivanovi¢, 2003; Jokanovi¢, 2014], §to je posljedica razligitih

fizicko-hemijskih procesa prikazanih u tabeli 2 [Marjanovi¢, 2001].

Tabela 2. Hromatografske metode prema fenomenu dominantnom u procesu razdvajanja

Hromatografska metoda Fizicko-hemijski mehanizam
adsorpciona hromatografija fenomen adsorpcije
podiona hromatografija fenomen raspodjele izmedu dvije faze
hromatografija na izmjenjivacima jona fenomen izmjene jona
hromatografija na molekulskim sitima fenomen molekulskog sita
afinitetna hromatografija fenomen visokospecifi¢nog afiniteta

Mehanizam hromatografskog razdvajanja supstanci koristi se u preparativne i analiticke svrhe.
Analiticka hromatografija primjenjuje se za kvalitativnu i kvantitativnu analizu, a preparativna
hromatografja podrazumijeva razdvajanje komponenti iz smjese u fazi pripreme uzoraka za
dalje analize, obi¢no primjenom odgovarajucih instrumentalnih tehnika [Jokanovi¢, 2014]. Za

preparativnu hromatografiju koriste se postupci za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Solid Phase
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Extraction/SPE i Solid Phase Micro Extraction/SPME), koji funkcioniSu na principu slicCnom
hromatografiji u koloni, a zasnivaju se na adsorpciji, kineti¢kim i difuzionim mehanizmima. U
odnosu na tradicionalne postupke ekstrakcije, primjenom SPE i SPME postupaka skracuje se
vrijeme izolacije analita i smanjuje se potro$nja organskih rastvaraca [Luterotti, 2014]. Mikro-
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi koristi se za uzorkovanje isparljivih hemijskih sastojaka headspace
tehnikom, direktno iz sumnjivog materijala, a potom se analiza vr$i gasnom hromatografijom

[UNODC, 2009a; Zadora and Zuba, 2009; Carlin and Dean, 2013].

Vremenom su razvijene brojne hromatografske tehnike, koje se koriste za razdvajanje

komponenti iz smjese u preparativnoj i analitickoj hemiji.
Osnovna podjela hromatografskih tehnika:

— kolonske tehnike (klasicna hromatografija u koloni, gasna hromatografija i te¢na
hromatografija);
— laminarne tehnike — hromatografije na ravnim povrSinama (hromatografija na papiru i

hromatografija na tankom sloju) [Marjanovi¢, 2001].

Pored navedene osnovne podjele, hromatografske tehnike mogu se podijeliti prema tome da li

se radi o klasi¢nim ili instrumentalnim tehnikama.
Klasi¢ne hromatografske tehnike:

* hromatografija u koloni (CC);
* hromatografija na papiru (PC);

* hromatografija na tankom sloju (7LC).

Instrumentalne hromatografske tehnike:

e gasna hromatografija (GC):
— pirolizna gasna hromatografija,
— gasno-masena hromatografija (GC/MS);
* tecna hromatografija (LC):
— tecna hromatografija visokih ili ultra visokih performansi (HPLC ili UHPLC),
— te¢no-masena hromatografija (LC/MS, HPLC/MS ili UHPLC/MS).

Hromatografske tehnike koriste se za razdvajanje hemijskih smjesa, organskog i neorganskog

porijekla i razliitih agregatnih stanja, na sastavne komponente, Cije se molekulske mase mogu
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kretati u veoma Sirokom rasponu, od najniZih (npr. molekul vodonika) do najvisih (npr. amiloza
i amilopektin). Naravno, hromatografskim tehnikama se mogu analizirati i jednokomponentne

supstance, u cilju njihove identifikacije.

Danas hromatografske metode spadaju u red najselektivnijih analitickih i preparativnih metoda
razdvajanja, a razvojem sistema za detekciju komponenti razdvojenih iz smjese, posebno u
kombinaciji sa drugim instrumentalnim metodama (infracrvena spektrofotometrija, masena
spektrometrija i dr.) dospjele su u sam vrh analitickih metoda i po svojoj osjetljivosti, zbog cega
su veoma rasirene u primjeni. O znacaju hromatografije moZe se zakljuciti po tome $to se danas
analize kompleksnog materijala ne mogu izvesti bez primjene hromatografskih metoda, kao i
iz Cinjenice da je Citav niz Nobelovih nagrada za nauku dodijeljen autorima hromatografskih

tehika ili nau¢nicima koji su u svom radu koristili hromatografske metode [Marjanovi¢, 2001].

U daljem tekstu opisane su hromatografske tehnike koje se naj¢esS¢e koriste za analizu kanabis

proizvoda.

3.3.2.1. Hromatografija na tankom sloju (TLC)

Prete¢a hromatografije na tankom sloju je hromatografija na papiru, koja je imala odredene
nedostatke: sporo razvijanje hromatograma, nepravilan put pojedinih komponenti, potreba
relativno velike koli¢ine uzoraka i sl. U pokuSaju da se uocene manjkavosti prevazidu, njemacki
naucnik Stahl je 1956. godine uspio da rijesi problem ravnomjernog nanoSenja tankog sloja
adsorbensa (smjese silikagela i gipsa) na staklenu plocu i tako dobio veoma reproduktivne
rezultate pri razvijanju hromatograma [Maksimovi¢ i sar., 1998], ¢ime je u analiticku praksu

uveo tehniku koja se u raznim varijantama koristi i danas.

Hromatografsko razdvajanje komponenti na tankom sloju moZe se izvesti pomoc¢u svih vidova

hromatografije, ali se najcesce koriste:

e adsorpciona hromatografija, zasnovana na adsorpciji rastvorenih komponenti na
grani¢noj povrSini pokretne i nepokretne faze pod uticajem medumolekulskih sila,

* podiona hromatografija, ¢ija je osnova u raspodjeli analiziranih komponenti izmedu
dvije medusobno nerastvorljive te¢ne faze, od kojih je jedna fiksirana na ¢vrstom nosacu
(stacionarna), a druga pokretna (mobilna) i ima ulogu da kretanjem kroz stacionarnu
fazu nosi sa sobom komponente nanesene na tanki sloj [Maksimovi¢ i sar., 1998;

Marjanovi¢, 2001].
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U vrijeme kada je ova tehnika nastala tanki sloj adsorbensa ili inertnog nosaca nanosio se na
staklenu plocu u laboratoriji, dok danas proizvodaci hemijske opreme i potrosnog materijala
izraduju TLC-plocCe sa fabricki nanesenim tankim slojem (silika gel, aluminijum ili magnezijum
oksid u smjesi sa gipsom, karboksimetil celuloza, inulin i sl.) na staklenu plocu, aluminijsku ili
plasti¢nu foliju. Dimenzije TLC-ploca su obi¢no standardizovane, kao 20 x 20 cm, 20 x 10 cm,
10 x 10 cm, 5 x 10 cm, mada neki proizvodaci izraduju i ploce drugih dimenzija. Debljina
tankog sloja kre¢e se od 0,2 do 2 mm. Tanki sloj moZe biti impregniran fluorescentnim
indikatorom (oko 1%), §to omogucuje identifikaciju pomoc¢u UV svjetla. [Kaldsz and Béthori,

2000; Poole, 2011; Jokanovi¢, 2014; Luterotti, 2014].

Hromatografija na tankom sloju se, kao i hromatografija na papiru, sastoji iz tri faze:
obrazovanje hromatograma, razvijanje hromatograma i detekcija (otkrivanje) zona ili tzv.
izazivanje hromatograma (popularno vizuelizacija). Vizuelizacija se vrS$i kada ispitivane

komponente nisu obojene.
Obrazovanje hromatograma

NanoSenje rastvora uzoraka i referentnih supstanci na hromatografsku plocu, volumena 1-10
pl, vsi se pomocu kapilarnih cjev€ica ili mikropipete na udaljenosti 1-2 cm od donjeg ruba i 2
cm od bo¢nih rubova plo¢e. Razmak izmedu startnih tacaka uzorka moze biti 1-1,5 cm. [Moffat,

1986; Zivanovié, 2003].
Razvijanje hromatograma

Nakon susenja, TLC ploca se stavi na razvijanje hromatograma u staklenu komoru, u koju je

prethodno stavljen razvija¢, odnosno mobilna faza (Slika 22).
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Slika 22. Shema razvijanja TLC ploce u staklenoj komori, uzlaznom tehnikom
(Izvor: Maksimovic¢ i sar., 1998)
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Kao razvijaci koriste se rastvaraci ili smjese rastvaraca u razli¢itim odnosima, a njihov izbor
zavisi od vrste stacionarne faze i prirode supstanci koje se analiziraju. Komponente razvijaca
(mobilne faze) trebaju biti hemijski inertne u odnosu na supstance koje se analiziraju. Pored
toga, mobilna faza treba biti isparljiva na sobnoj temperaturi. U stru¢noj literaturi mogu se naci
preporuceni sistemi za razvijanje odgovarajuc¢ih grupa jedinjenja. Tehnike za razvijanje
hromatograma kod tankoslojne hromatografije su: uzlazna hromatografija, silazna
hromatografija i horizontalna hromatografija. Najcesce se koristi uzlazna tehnika, kod koje se
mobilna faza (razvijac) pod uticajem kapilarnih sila kre¢e preko ploc¢e od dna prema vrhu ploce
[Maksimovi¢ i sar., 1998; Zivanovi¢, 2003; Jokanovig¢, 2014]. Molekuli uzoraka krecu se noSeni
mobilnom fazom i to tako da se razli¢ite komponente krecu razli¢itim brzinama. Nakon nekog
vremena pojedine komponente se nalaze na razli¢itim rastojanjima od startne tacke, odnosno
na razlic¢itim visinama na hromatografskoj ploci, kao vidljive ili nevidljive zone, pri cemu se
iste komponente u istim uslovima rada penju do jednake visine. Nivo do kojeg dospjeva razvijac
(mobilna faza) predstavlja front koji ne smije pre¢i preko gornje ivice plo€e, da ne bi istisnuo
komponente. Postoje i komore za istovremeno razvijanje veceg broja hromatografskih ploca
(npr. 5 ploc¢a), kao i komore sa dvodijelnim dnom, pogodnim za istovremeno razvijanje dvije

ploce u dva razlicita razvijaca [Kaldsz and Bathori, 2000; Moffat, 1986; Zivanovié, 2003].
Vizuelizacija (detekcija ili otkrivanje zona, odnosno izazivanje hromatograma)

Nakon razvijanja hromatograma, ploc¢a se susi i pristupa se vizuelizaciji tj. detekciji razdvojenih

komponenti, koja se moZe vrsiti na viSe nacina:

- vizuelnim uocavanjem obojenih komponenti,

- posmatranjem pod UV svjetlom, na talasnoj duzini 254 nm analiti se lociraju kao
nefluoresciraju¢e mrlje, na plocama sa fluorescentnim indikatorom, a na talasnoj duzini
350 nm supstance koje fluoresciraju (veliki broj organskih supstanci) mogu se uociti i
na plo¢ama bez fluorescentnog indikatora.

- hemijskom vizuelizacijom — prskanjem sa hemijskim reagensima u spreju, koji stupaju

u hemijsku reakciju sa pojedinim komponentama grade¢i obojena jedinjenja.

Navedeni redoslijed vizuelizacije uvijek treba poStovati, uz naglasak da hemijska vizuelizacija

treba biti poslednja.

63



U strucnoj literaturi moze se naci Citav niz reagenasa za
hemijsku vizuelizaciju nevidljivih komponenti, preporucenih
za odredena jedinjenja ili grupe jedinjenja. Kada se ispituju
nepoznate supstance preporucuje se primjena hemijskih
vizuelizatora opSte namjene tzv. univerzalni, koji stupaju u
reakciju sa grupama jedinjenja (npr. jodoplatinat ili ninhidrin
sprej, Dragendorfov reagens i sl.). Nakon vizuelizacije
uocavaju se obojene mrlje pojedinih komponenti, a mjerenjem
duzine od startne tacke do mrlje komponente i od startne tacke
do fronta razvijaca, odrede se veli¢ine na osnovu kojih se
izraCunava Ry - vrijednost tj. odnos izmedu predenog puta

komponente i predenog puta razvijaca.

Slika 23. TLC hromatogram kanabis
biljke i ref. standarda osn. kanabinoida

Rt - vrijednost se krece u intervalu 0 — 1, a moZe se izraziti i kao R x 100, ¢ime se eliminiSu
decimalni brojevi [Moffat, 1986; Kaldsz and Bathori, 2000; Poole, 2011; Luterotti, 2014;
Jokanovi¢, 2014]. Kvalitativna analiza tj. identifikacija komponenti kod tankoslojne
hromatografije vr$i se na osnovu boje mrlje i R - vrijednosti. Rf - vrijednosti zavise od
laboratorijskih uslova (temperatura, vlaga, itd.), zbog toga se preporucuje razvijanje referentnih
standarda odgovaraju¢ih komponenti na istoj TLC plo¢i sa uzorcima [Moffat, 1986;

Marjanovi¢, 2001; Zivanovié, 2003; UNODC, 2009a; Luterotti, 2014].

Kvantitativna analiza je znatno sloZenija od kvalitativne i za njeno izvodenje neophodno je
koristiti dodatne uredaje, a nanoSenje uzoraka na plocu vrsi se precizno pomocu odgovarajucih

dozatora.
Kvantitativna tankoslojna analiza moZe se izvrsiti na viSe nacina:

* Mjerenjem intenziteta boje mrlje, primjenom posebno konstruisanih spektrofotometara —
denzitometara, pomocu kojih se vrsi skeniranje svake izdvojene komponente, Sto se na
pisacu prenosi kao zapis u vidu krive. Povr§ina mrlje i intenzitet boje komponente
direktno su srazmjerni koncentraciji ispitivane komponente [Maksimovi¢ i sar., 1998;

Zivanovié, 2003].
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* Mjerenjem povrSine mrlje odredene komponente i komparacijom sa povrSinom mrlje
referentnog standarda iste komponente poznate koncentracije, vrS§i se proracun
koncentracije ispitivane komponente u uzorku, pri ¢emu je povrSina mrlje direktno
srazmjerna koncentraciji komponente [Zivanovié, 2003].

* Skidanjem razdvojenih komponenti sa plo¢e struganjem sloja adsorbensa zajedno sa
komponentom ili eluiranjem komponente odgovaraju¢im rastvaratem pomocu
namjenskog uredaja (eluohroma). Nakon skidanja kvantitativni sadrzaj komponente
odreduje se primjenom neke druge analiticke metode (npr. IR- ili UV- spektroskopije)

[Maksimovi¢ i sar., 1998; Marjanovi¢, 2001; Zivanovi¢, 2003; Luterotti, 2014].

Dvodimenzionalna hromatografija na ravnim povrSinama (na tankom sloju ili na papiru) izvodi
se tako Sto se ploca ili papir razvija u jednom pravcu u jednom razvijacu, potom se susi i ponovo
razvija okrenuta za 90° u istom ili drugom razvijacu. Nakon suSenja i vizuelizacije dobije se
hromatogram gdje su razdvojene komponente smjese rasporedene po cijeloj povrsini ploce.
Komponente se definiSu sa dvije Rt - vrijednosti, koje se mjere od startne tacke do fronta oba
razvijaca. Ovom tehnikom se povecava efikasnost razdvajanja, Sto omogucuje razdvajanje
komponenti srodne strukture koje se ne bi mogle razdvojiti samo jednim sistemom razvijaca,
ali se na jednu plo¢u moZe nanijeti samo jedan uzorak [Moffat, 1986; Kaldsz and Bathori, 2000;

Poole, 2011; Jokanovi¢, 2014; Luterotti, 2014].

Tankoslojna  hromatografija visokih performansi (High Performance Thin-layer
Chromatography/HPTLC) je unaprijedena tehnika, kod koje se koriste ploce sa znacajno
manjim Cesticama, a tme i veCom povrSinom tankog sloja u odnosu na klasi¢ne TLC ploce. U
literaturi je poznata i pod nazivom tankoslojna hromatografija pod visokim pritiskom, jer se u
komoru za hromatografisanje uvodi odgovarajuci gas (npr. azot) pod pritiskom, usljed cega
dolazi do brzeg kretanja mobilne faze preko tankog sloja stacionarne faze. Za ovu tehniku
koristi se manji volumen uzorka, a na jednoj plo¢i moZe se razviti 20-30 uzoraka. Potrebni
tehniCki uslovi podrazumijevaju specijalne komore za razvijanje, automatski aplikator za
nanosSenje uzoraka i denzitometar za kvantitativnu analizu. U poredenju sa klasicnom TLC,
primjenom HPTLC tehnike postiZe se bolja rezolucija, veca osjetljivost, krace vrijeme analize,
a u prednosti je i u pogledu reproduktibilnosti [Zivanovié, 2003; Fischedick et al., 2009;
Mohammad et al., 2010; Poole, 2011; Agatonovic-Kustrin and Loescher, 2013]. HPTLC
tehnika se takode moze uspjesno koristiti za detekciju i semikvantitativnu analizu metabolita

kanabisa u bioloskim uzorcima, npr. urinu [Sharma et al., 2010].
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Hromatografija na tankom sloju ima Siroku primjenu u analitickoj hemiji organskih i
neorganskih jedinjenja. Pored razvoja visokoosjetljivih instrumentalnih metoda, tankoslojna
hromatografija se u forenzickoj primjeni zadrzala do danas zahvaljuju¢i jednostavnosti
postupka izvodenja analize, ekonomicnosti, moguénosti istovremene analize veceg broja
uzoraka na jednoj ploci. U forenziCckim laboratorijama pomocu tehnike tankoslojne
hromatografije analiziraju se uzorci droga i lijekova, eksploziva, tragovi lako zapaljivih
supstanci (npr. naftni derivati) i drugi nepoznati uzorci koje je potrebno identifikovati
primjenom hemijskih metoda i tehnika. Medutim, treba imati na umu da je osjetljivost ove

tehnike manja u odnosu na instrumentalne hromatografske tehnike.

Postoji nekoliko metoda za kvalitativnu i semikvantitativnu TLC analizu kanabis preparata
koriStenjem razli¢itih stacionarnih faza i sistema razvijaca, te metoda za pripremu uzorka i
tehnika vizualizacije mrlja. Ve¢ina tih metoda daju prihvatljive rezultate, uz napomenu da svaka
metoda koja se uvodi u laboratorijsku praksu mora biti provjerena i potvrdena prije rutinske
upotrebe [UNODC, 2009a; Goutam, et al., 2015]. Za analizu kanabis preparata obicno se koriste
staklene ploce ili aluminijske folije, sa tankim slojem stacionarne faze Silica gel. Kao mobilna
(pokretna faza) mogu se Koristiti razni sistemi razvijaca, a razvijanje se odvija uzlaznom
tehnikom dok se ne postigne Zeljeni front razvijaca (oko 30 — 60 minuta, zavisno od

ambijentalne temperature).

U strucnoj literaturi [Moffat, 1986; Galand et al., 2004; Sharma et al., 2010; Poole, 2011;
Goutam et al., 2015; UNODC, 2009a] preporu€eni su brojni sistemi razvijaca za analizu

kanabinoida 1 kanabinoidnih kiselina:

— toluen

— ksilen:heksan:dietilamin (25:10:1)

— n-heksan:dietil eter (80:20)

— hloroform:etanol (90:10)

— benzen

— benzen:n-heksan:dietilamin (25:10:1)

— petrol eter:dietil eter (80:20)

— cikloheksan:di-izopropileter:dietilamin (52:40:8)

— n-heksan:dioksan:metanol (70:20:10) — preporucuje se za razdvajanje i identifikaciju

kanabinoidnih kiselina, dok ne omoguc¢uje odgovarajuce razdvajanje THC, CBD i CBN.
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Vizuelizacija kanabinoida vr$i se pod UV svjetlom i odgovaraju¢im reagensom u formi spreja.
NajcesS¢e se za vizuelizaciju koristi reagens poznat kao Fast Blue B Salt (di-o-anizidin
tetrazolium-hlorid). Sve ce$¢e se kao reagens koristi Fast Blue BB Salt (4-benzoilamino-2,5-
dietoksibenzendiazonijum-hlorid), umjesto Fast Blue B Salt, za koji se smatra da je kancerogen

[Maksimovi¢ i sar., 1998; UNODC, 2009a; Khan, 2012; Goutam et al., 2015].

Tri osnovna kanabinoida (CBD, THC i CBN) mogu se veoma lako identifikovati po mrljama
karakteristicnih boja, na razli¢itim udaljenostima od startne tacke (R¢ - vrijednostima), pri cemu

kanabidiol daje narandzastu, tetrahidrokanabinol ruzicastu, a kanabinol ljubi¢astu mrlju.

3.3.2.2. Instrumentalne hromatografske tehnike i metode

Kod instrumentalnih hromatografskih tehnika cijeli proces raspodjele i detekcije vrsi se u

zatvorenom sistemu komplikovanih, ali veoma pouzdanih i visokoosjetljivih uredaja.

Instrumentalnim hromatografskim tehnikama mogu se analizirati ¢vrsti, tecni i gasoviti uzorci,
s tim da zahtijevaju odredenu pripremu prije same analize. Cvrsti uzorci se rastvaraju u
pogodnom rastvaracu, te¢ni se po potrebi razreduju ili ekstrakcijom prevode u odgovarajuci
rastvor, dok se gasni uzorci u instrument uvode pomoc¢u namjenskih gasnih Sprica ili pomocu

headspace sistema.

Prilikom analize kanabis biljke i njenih preparata instrumentalne analitiCke tehnike koriste se
za identifikaciju, kvantifikaciju, klasifikaciju (droga tip ili vlakno tip) i individualizaciju

(ispitivanje porijekla uzoraka) [Hazekamp, 2008-2009].

3.3.2.2.1. Gasna hromatografija (GC)
Gasna hromatografija je instrumentalna analiticka tehnika kod koje se razdvajanje komponenti
iz smjese vrsi u hromatografskoj koloni. Mobilna faza je uvijek gas, a stacionarna faza moze
biti ¢vrsta (adsorpciona hromatografija) ili te¢na (podiona hromatografija) [Leach and Ramsey,
1986; Maksimovic¢ i sar., 1998]. Otkri¢e ove tehnike pripisuje se britanskim nau¢nicima Martin-
u i Synge-u, za koje su 1952. godine dobili Nobelovu nagradu, a metodu su razradili i u praksu

uveli James 1 Martin [Marjanovi¢, 2001; Stafford, 2005; Dawling, 2011].

Gasnohromatografski sistemi razlikuju se po vrsti gasa nosaca, sistemu injektiranja, vrsti
kolona i detektora. Prema tome, osnovni dijelovi gasnog hromatografa (Slika 24) su: izvor gasa
nosaca (boca ili generator), injekcioni blok (uredaj za unosSenje uzorka), hromatografska pe¢ sa
kolonom, detektor i pisa¢ hromatograma (kompjuter sa programom za obradu hromatograma)

[McNair and Miller, 2009; Luterotti, 2014].
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Slika 24. Shematski prikaz gasnog hromatorafa
(Izvor: Luterotti, 2014 )

Za gasnohromatografsku analizu supstance trebaju biti dovoljno isparljive do temperature
400°C (molekulska teZina < 600). Ukoliko jedinjenje ima viSe polarnih funkcionalnih grupa
isparljivost mu opada. Taj problem se prevazilazi derivatizacijom — polarne funkcionalne grupe
prevode se u nepolarne reakcijom metiliranja, acetiliranja ili sililiranja, pa se dobijeni derivat

analizira [Marjanovi¢, 2001; Dawling, 2011].

Uzorak, u tecnom ili gasovitom stanju, unosi se kroz injektor u struju gasa nosaca, pomocu
odgovarajuce $price, ru¢no ili autosemplerom. Svrha injektora je da se rastvor uzorka uvede u
sistem 1 da se odmah prevede u gasnu fazu, §to se postiZe podeSavanjem odgovarajuce
temperature injektora, koja je bar za 50°C viSa od temperature kolone. Zbog naglog Srenja
nastale gasne faze, potrebno je prilagoditi injekcioni volumen koji je najces¢e izmedu 0,1 i 10
ul [Marjanovié, 2001; Zivanovié, 2003; Jokanovi¢, 2014]. Npr. kod kapilarnih kolona preénika

0,25 mm, injekcioni volumen te¢nog uzorka obic¢no je do 1,5 ul [Stafford, 2005].

Danas postoje tri vrste injektora: split, splitless 1 on-column (direktni) injektor. Izborom
odgovarajuceg staklenog lajnera koji se postavlja u tijelo injektora postize se split ili splitless
nacin injektiranja. Kod split injektiranja podeSavanjem protoka na odgovaraju¢im ventilima
omogucuje se vent:column odnos u opsegu od 25:1 do 100:1, pri ¢emu manji dio uzorka ulazi
u kolonu. Split injektiranje je najjednostavniji nacin, a daje prihvatljive rezultate za vecéinu
analiza. Medutim, za uzorke koji sadrze lako isparljive komponente ili kada je niska
koncentracija analita u uzorku (smjesi), preporucuje se splitless tehnika injektiranja. Splitless
injektiranjem 80-95% injektiranog uzorka ulazi u kolonu, ¢ime se povecava osjetljivost za
komponente koje u uzorku mogu biti prisutne u tragovima. Kod on-column injektiranja uzorak
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se unosi direktno u hladnu kapilarnu kolonu, pa je pogodan za rad sa termicki nestabilnim
supstancama. Ova tehnika zahtijeva posebnu opremu i pribor, a nesto je sloZenija za rukovanje,
te je potrebna odredena vjestina i praksa [Stafford, 2005; Dawling, 2011; McNair and Miller,
2009; Carlin and Dean, 2013].

Pomoc¢u mobilne (pokretne) faze — gasa nosaca (hemijski inertni gas malog viskoziteta, npr. H,
He, Ar, N) odgovarajuceg protoka, ¢iji izvor moZe biti boca sa gasom visoke analiticke Cistoce
ili generator gasova [Carlin and Dean, 2013], uzorak iz injektora putuje kroz kolonu u kojoj se
nalazi stacionarna (nepokretna) faza. Kolone mogu biti punjene i kapilarne. Punjene kolone su
staklene ili metalne (bakar ili nerdajuci celik) cijevi, obi¢no duZine od 1 do 10 m i unutras$njeg
precnika 2-6 mm. Za punjene kolone u adsorpcionoj gasnoj hromatografiji koriste se punioci u
¢vrstom stanju, kao $to su molekulska sita (Al-silikat), silikagel, dijatomejska zemlja, porozni
polimeri (polistiren-divinilbenzen kopolimeri), aktivni ugalj ili teflonske kuglice [McNair and
Miller, 2009; Dawling, 2011; Luterotti, 2014]. Kolone za podionu gasnu hromatografiju pune
se inertnim ¢vrstim nosacem (npr. dijatomejska zemlja) koji je prekriven mikro-slojem tecne,
ali neisparljive stacionarne faze (najc¢esce silikon ili veoma viskozne te¢nosti) [Maksimovi¢ i
sar., 1998]. Kapilarne kolone, koje se sve viSe koriste, izradene su od kvarca, obloZene
poliamidom, radi bolje savitljivosti, a tanki film (0,1-1,5 um) stacionarne faze nanesen je na
unutrasnji zid kolone. Stacionarne faze su obi¢no visokomolekularni, termicki i hemijski
stabilni polimeri, npr. polisiloksani i polietilen glikoli. Stacionarna faza moze biti polarna,
nepolarna ili semipolarna, a primjenjuje se u zavisnosti od vrste supstanci koje se analiziraju,
odnosno njihove polanosti. Postoje i hiralne stacionarne faze koje se koriste za razdvajanje
optickih izomera (D i L enantiomera). [zbor stacionarne faze je od suStinskog znacaja za kvalitet
razdvajanja komponenti. Rezolucija zavisi i od dimenzija kolone, bolja je u uzZoj i duzoj koloni.
Npr. sa dvostruko duzom kolonom rezolucija se poveca za oko 40%. Uobicajena duZina
kapilarnih kolona je od 5 do 60 metara, a mogu biti duge i do 120 m. Unutrasnji pre¢nik
kapilarnih kolona obi¢no se kre¢e od 0,2 — 0,75 mm. Primjenom kapilarnih kolona dobije se
bolja rezolucija i uZi pikovi nego kod punjenih, Sto podrazumijeva bolje razdvajanje
komponenti i kada su sliéne strukture, zbog &ega su kapilarne kolone efikasnije. Sirina pika kod
kapilarnih kolona je obi¢no 15 do 30 sekundi ili manje [Leach and Ramsey, 1986; Stafford,
2005; McNair and Miller, 2009; Dawling, 2011; Carlin and Dean, 2013; Jokanovi¢, 2014;
Luterotti, 2014]. Danas u ponudi postoji Sirok spektar kolona razli¢itih dimenzija i stacionarnih
faza, sa navedenim uslovima i preporukama za primjenu istih, koji se mogu naci u katalozima

raznih proizvodaca hemijske opreme (Shimadzu, Thermo, Supelco,...).
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Kolona je smjeStena u hromatografskoj peci, koja se moZe zagrijavati po temperaturnom
programu koji se podeSava prema prirodi supstanci koje se analiziraju. Razdvajanje komponenti
iz smjese u hromatografskoj koloni vr$i se na osnovu interakcije pojedine komponente sa
stacionarnom fazom, S$to rezultira razliitim vremenom potrebnim za prolazak pojedinih
komponenti smjese kroz kolonu. Vrijeme zadrzavanja u koloni ili retenciono vrijeme (Ry)
karakteristi¢no je za pojedine komponente analizirane smjese, pa nakon prolaska kroz kolonu,
komponente u razli¢itim vremenskim razmacima dolaze na detektor, gdje se pojava svake
komponente biljeZi pojavom jednog pika (maksimuma) na dijagramu — hromatogramu
(kvalitativna analiza) [Leach and Ramsey, 1986; Dawling, 2011; Jokanovi¢, 2014]. Retenciono
vrijeme (R) zavisi od temperature kolone, protoka i vrste gasa nosaca, pada pritiska u koloni,
vrste stacionarne faze i dimenzija kolone [Luterotti, 2014]. Npr., retenciono vrijeme je direktno
proporcionalno duzini kolone, a obrnuto proporcionalno brzini proticanja gasa nosaca
[Zivanovié, 2003]. Kod kvantitativne analize mjera koncentracije analita je povrsini pika, pri
¢emu je koli¢ina pojedine komponente proporcionalna povrSini pika te komponente u

hromatogramu.

Uloga detektora u instrumentalnim hromatografskim tehnikama je da detektuju jedinjenja
nakon izlaska iz hromatografske kolone. Postoji viSe vrsta detektora koji se koriste zavisno od

supstanci koje se analiziraju. U nastavku su navedeni detektori koji se najées¢e primjenjuju.

Plameno-jonizacioni detektor (Flame Ionization Detector/FID) osjetljiv je na veliki broj
supstanci, zbog ¢ega se smatra donekle univerzalnim i najceSce se koristi. Radi na principu
jonizacije molekula u anodnom cilindru, izazvane visokom tempeaturom vodonik-kiseoni¢nog
plamena. Kada se izmedu srediSnje katode i cilindricne anode uspostavi razlika potencijala
dolazi do protoka struje. Jacina struje zavisi od broja jona koji se nadu u meduelektronskom
prostoru. Tehnicki je izveden tako §to se u njegovu komoru direktno uvodi oksidans (kiseonik
ili vazduh), dok se kroz plamenik uvodi gorivi gas — vodonik i gas nosa¢ [Maksimovic¢ i sar.,
1998; Zivanovic’, 2003; McNair and Miller, 2009; Dawling, 2011; Carlin and Dean, 2013]. U
rutinskim forenzickim analizama, za identifikaciju i kvantitativno odredivanje sadrzaja

osnovnih kanabinoida obi¢no se koristi GC/FID tehnika.

Detektor termic¢ke provodljivosti (Thermal Conductivity Detector/TCD) radi na principu
promjene elektri¢ne provodljivosti u zavisnosti od termicke provodljivosti izdvojene gasne
komponente. Osjetljivost ovog detektora proporcionalna je toplotnoj provodljivosti gasa
nosaca. Detektor radi na principu mjerenja razlike u toplotnoj provodljivosti ¢istog gasa i gasa

sa eluiranom supstancom nakon izlaska iz kolone. Univerzalan je pa moZe da detektuje sva
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jedinjenja, ali ima manju osjetljivost od vecine ostalih detektora [Leach and Ramsey, 1986;

Maksimovi¢ i sar., 1998; Marjanovi¢, 2001; Zivanovic’, 2003; McNair and Miller, 2009].

Detektor zasnovan na elektronskom zahvatu (Electron Capture Detector/ECD) radi na principu
jonizacije gasa nosaca, ali pod dejstvom radioaktivnog fS-zraenja uz pomoc¢ nekog f-emitera
(3Ni, *H, P°Sr). Ima mali dinamicki opseg, ali je veoma selektivan, sa visokom osjetljivo§¢u
prema komponentama koje imaju visok afinitet prema elektronima. Koristi se za analizu
jedinjenja koja sadrze halogene (npr. hlorovani insekticidi, halogenizovani pesticidi i herbicidi),
nitro-grupu ili karbonilnu grupu (npr. u analitici lijekova). U forenzici se Kkoristi za
identifikaciju nitro-aromatskih eksploziva [Zivanovié, 2003; McNair and Miller, 2009; Zadora
and Zuba, 2009; Dawling, 2011; Carlin and Dean, 2013]. Radioaktivan je, zbog ¢ega ga u nekim
zemljama ne moZe imati svaka laboratorija — za nabavku je potrebna dozvola nadleZnog

drzavnog organa.

Azot-fosfor detektor (Nitrogen-phosphorus Detector/NPD) koristi se za identifikaciju
jedinjenja koja sadrze azot i fosfor (npr. organofosforne pesticide) i neka halogena jedinjenja,
za koje prethodno opisani detektori nemaju dovoljnu osjetljivost. U konstrukcionom pogledu
vrlo je sli¢an plameno-jonizacionom detektoru [McNair and Miller, 2009; Carlin and Dean,

2013].

Maseni spektrometrijski detektor (MSD) je ustvari maseni spektrometar konstruisan tako da
moZe biti detektor hromatografu. Radi na principu jonizacije molekula koje izlaze iz gasnog
hromatografa. Molekuli se jonizuju pogodeni brzim elektronima koje emituje zagrijani filament
u jonskom izvoru detektora. Kao rezultat jonizacije dobije se mati¢ni jon (odgovara
molekulskoj masi supstance), a Cesto zbog visoke energije elektrona (70 eV) nastaju i
fragmentni joni, pa se kao rezultat dobije karakteristican maseni spektar jedinjenja, koji je
jedinstven za datu supstancu. Maseni selektivni detektor sa gasnim hromatografom predstavlja
sistem instrumenata poznat kao gasno-maseni hromatograf (GC/MS), €ijom primjenom se
dobiju posebno dobri analiticki rezultati [Kwong, 2008; McNair and Miller, 2009; Carlin and
Dean, 2013; Jokanovi¢, 2014]. GC/MS je tehnika izbora za ispitivanje hemijskog profila
kanabisa, radi utvrdivanja porijekla uzoraka. Pored hromatografske identifikacije po
retencionom vremenu, identifikacija se vrSi i na osnovu masenog spektra svake komponente
prisutne u hromatogramu uzorka, $to se moZe smatrati dvostrukom identifikacijom. Za
hemometrijsku klasifikaciju koriste se standardizovani GC profili, a pored kanabinoida
odreduju se i terpenoidi, koji se uglavnom sastoje od seskviterpena. GC profili kanabisa sa istim

porijeklom pokazuju slicne hromatografske obrasce, §to ukazuje na vezu medu uzorcima.
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Korelacione studije pokazuju da bi moglo biti moguce procijeniti geografsko porijeklo kanabis
uzorka na osnovu njegovog hemijskog potpisa. Medutim, zbog visoke prirodne varijabilnosti
kanabisa, potrebe za autenti¢cnim referentnim materijalom kanabisa poznatog porijekla i
koriStenja vjerovatnoce za opis regije porijekla, forenzicka vrijednost GC profila za potrebe
odredivanja porijekla mozZe biti ogranicena. S druge strane, ovaj pristup moze se koristiti za
uporedivanje serija analiza. To bi moglo pruZiti priliku da se poveZu uzorci iste starosti, fenotipa
i naCina proizvodnje. Izvodljivost bi trebala biti dokazana koriStenjem velikog skupa podataka.
[ElSohly et al., 2007; Hazekamp et al., 2010; Watson, 2011]. GC/MS tehnika je gotovo
nezamjenjiva kada je u pitanju analiza smjese organskih jedinjenja nepoznatog sastava, a
savremena tehnika tandem mas spektrometrije, koja znacajno unaprijeduje selektivnost
instrumenta, postala je standard za identifikaciju droga i lijekova u bioloSkim uzorcima.
Najcesca tehnicka izvedba tandem mas spektrometrije je konfiguracija serijski povezanih
kvadropolnih detektora (MS/MS), gdje prvi kvadropol djeluje kao maseni filter, dopustajuci
samo jonima odredenog odnosa m/z da produ do drugog kvadropola (kolizione ¢elije) gdje se
odvija fragmentacija jona. Tre¢i kvadropol dalje vr$i selekciju jednog ili viSe fragmentnih jona

koji prolaze do detektora [Kwong, 2008; Watson, 2011].

Moderni instrumenti su opremeljni softverima za
| podesavanje i pracenju parametara tokom analize,
kao i za prikupljanje podataka, te za koriStenje
biblioteka spektara referentnih supstanci nekoliko
stotina hiljada jedinjenja (npr. biblioteke spektara
NIST, Wiley i dr.), $to znaCajno olakSava
identifikaciju nepoznatih komponenti i skracuje
vrijeme analize [McNair and Miller, 2009;
Watson, 2011; Carlin and Dean, 2013].

Slika 25. Sistem instrumenata GC/MS-FID
sa autosemplerom

U komercijalnim MS bibliotekama spektara mogu se naci referentni maseni spektri najcescih
kanabinoida, u derivatizovanom ili nederivatizovanom obliku [UNODC, 2009a]. Ove
pogodnosti znacajne su kod forenzickih i toksikoloskih analiza, gdje su smjese nepoznatog
sastava (npr. ilegalni uzorci droga) Cest predmet analize, a brzina analize dolazi do izrazaja kao

doprinos efikasnom djelovanju nadleznih sluzbi po zavrSenoj analizi (npr. doprinos efikasnosti

72



istrage ili pruzanje adekvatne medicinske pomo¢i na osnovu toksikoloSke analize). Masena
spektrometrija, kao visoko osjetljiva i selektivna analiti¢ka tehnika svoje mjesto nalazi i u
industriji, a posebno je pogodna za hemijske analize sloZenih prirodnih proizvoda, koji ¢esto
sadrze nekoliko stotina jedinjenja u razli¢itim koncentracijama, kao S§to su kanabis proizvodi.
Pored endogenih organskih jedinjenja, kao Sto su kanabinoidi, terpeni i flavonoidi, masenim
detektorom se uspje$no analiziraju i egzogena jedinjenja, kao $to su mikotoksini, pesticidi i

herbicidi, ukoliko su prisutni u proizvodima [Nie et al., 2019].

Infracrveni spektrofotometar (model FTIR/Fourier-transform infrared detector) takoder moze
biti konstruisan kao detektor gasnom hromatografu. Kao rezultat se, pored hromatograma,
dobije i infracrveni spektar ispitivane supstance. Za neke supstance je manje osjetljiv od
masenog detektora, ali ima odredene prednosti, jer moze razlikovati izomere i nedestruktivan
je, pa se nakon ovog detektora u instrumentalnu liniju moze dodati i maseni detektor ¢ime se
dobije instrumentalna linija GC/FTIR/MS, S$to dodatno doprinosi kvalitetu identifikacije
[McNair and Miller, 2009; Dawling, 2011; Jokanovi¢, 2014].

Gasni hromatograf se moze povezati i sa pirolizerom ¢ime se dobije sistem uredaja pirolizer —
gasni hromatograf, gdje se uzorak prvo razlaZe pod uticajem visoke temperature u pirolizeru,
nakon cega se proizvodi piroliznog razlaganja uvode u gasni hromatograf gdje se dalje
analiziraju po principu klasi¢ne gasnohromatografske analize i identifikuju odgovaraju¢im
detektorom. Kao rezultat analize dobije se hromatogram — pirogram na osnovu kojeg se vrsi
kvalitativna i kvantitativna analiza komponenti nastalih pirolizom. Ova metoda se u forenzici
koristi za analizu organskih sastojaka boja i lakova, mastila, vlakana, razlic¢itih materijala na

bazi polimera i sl. [Zadora and Zuba, 2009; Carlin and Dean, 2013].

Kvalitativna gasnohromatografska analiza moZe se izvoditi direktno ili indirektno. Direktna
metoda kvalitativne analize vr§i se na bazi retencionog vremena u komparaciji sa retencionim
vremenom referentnog standarda odgovarajuceg analita. Indirektna metoda kvalitativne analize
zasniva se na modifikacijama analiziranih supstanci, a primjenjuje se prilikom identifikacije
supstanci koje se ne rastvaraju u odredenoj grupi rastvaraca ili se ne mogu prevesti u gasovito
agregatno stanje na odredenoj temperaturi kolone, kao i u slucajevima preklapanja pikova,
odnosno nedovoljne rezolucije analita u uzorku. Modifikacija moZe da podrazumijeva
degradaciju analiziranih supstanci, a mozZe se izvesti piroliticki (cijepanjem molekula na dva ili
viSe proizvoda pirolize) ili fotoliticki (izlaganje supstance UV ili VIS zracenju). Hemijska
modifikacija (derivatizacija), koja se u forenzici ceS¢e primjenjuje, podrazumijeva reakciju

supstanci sa odgovaraju¢im hemjskim agensima, sa ciljem dobijanja novih jedinjenja (derivata)
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koja su rastvorljiva, isparljiva i stoga pogodna za analizu. Derivatizacijom se obi¢no polarne
funkcionalne grupe prevode u manje polarne ili nepolarne, a provodi se sa ciljem povecanja
osjetljivosti ili rezolucije. Za identifikaciju se koriste retenciona vremena derivata, koja se
uporeduju sa retencionim vremenim referentnih standarda koji su takode prevedeni u derivate
iste vrste. Derivatizacija se koristi i u kvantitativnoj analizi. Derivatizacioni postupci koji se
cesto koriste su metiliranje, acetiliranje i sililiranje. Kao metil-agens koristi se diazometan,
acetil-agensi su acetanhidrid, acetil-hlorid i acetil-imidazol, a poznati silatni agensi su
trimetilsililhlorid, N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamid (MSTFA) i N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamid/trimetilhlorsilan (BSTFA/TMCS) [Leach and Ramsey, 1986; Zivanovig,
2003; McNair and Miller, 2009; Carlin and Dean, 2013].

Kanabis preparati se za GC analizu mogu pripremiti sa ili bez postupka derivatizacije, $to zavisi
od svrhe analize. Ako je potrebno odrediti posebno sadrazaj tetrahidrokanabinola (THC), a
posebno tetrahidrokanabinolne kiseline (THCA), neophodno je provesti derivatizaciju (npr.
sililiranje sa MSTFA) prije GC analize [Brenneisen, 2007]. OgraniCenja se javljaju prilikom
proucavanja sveukupnog hemijskog sastava kanabis proizvoda, jer je tesko izvrSiti
kvantitativnu derivatizaciju svih komponenti u sloZenoj smjesi kao $to je kanabis [Hazekamp
et al., 2010]. Ukoliko se odreduje ukupan THC u uzorku (zbir slobodnog THC i THC
generisanog od THCA) ne vrsi se derivatizacija. U tom slucaju je potrebno osigurati potpun

proces dekarboksilacije THCA do THC.

Postoji viSe metoda kvantitativne gasnohromatografske analize, a izbor metode zavisi od
potrebne preciznosti rezultata. Najcesce se koriste metoda eksternog standarda, metoda
internog standarda i metoda kalibracione krive. Metoda eksternog standarda zasniva se na
primjeni referentnog standarda ispitivanog analita. Standardni rastvor poznate koncentracije
analizira se pod istim radnim uslovima kao uzorak, te sluZi za proracun koncentracije
ispitivanog analita u uzorku. Ova metoda je prakti¢na za izvodenje i daje dobre rezultate
ukoliko se odrZavaju isti radni uslovi instrumenta. Metoda internog standarda podrazumijeva
dodavanje odgovarajuceg inertnog jedinjenja referentnom standardu i uzorku u fazi pripreme
rastvora. Interni standard sluzi za proracun koncentracije ispitivanog analita, na osnovu
medusobnog odnosa internog standarda i referentnog standarda poznatih koncentracija, te
odnosa internog standarda i analita iz uzorka. Interni standard dodat uzorku u fazi pripreme
podvrgnut je istom postupku kao uzorak, a niveliSe i injekcioni volumen, §to doprinosi
preciznosti. Kao interni standard pri analizi kanabisa obi¢no se koriste se tribenzilamin (TBA)

ili tetrakosan (TCS). Metoda kalibracione krive podrazumijeva pripremu rastvora referentnog
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standarda razli¢itih koncentracija, koji se analiziraju pod istim radnim uslovima kao uzorak, te
sluze u svrhu uspostavljanja kalibracione funkcije. Kvantitativna analiza se zasniva na
interpolaciji povr§ina pikova analita iz hromatograma uzorka u prethodno definisanu
kalibracionu krivu [Leach and Ramsey, 1986; Marjanovi¢, 2001; Zivanovié, 2003; Jokanovi¢,

2014; Luterotti, 2014].

Analiticka tehnika gasne hromatografije primjenjuje se u farmaciji, petrohemiji, ekologiji,
prehrambenoj industriji, a u forenzici se primjenjuje za analizu uzoraka droga i lijekova,
alkohola i droga u bioloSkim uzorcima (krv i urin) i druge toksikoloske analize, zatim za analizu

tragova eksploziva, tragova lako zapaljivih supstanci itd.

3.3.2.2.2. Tec¢na hromatografija (LC)
Tec¢na hromatografija je instrumentalna hromatografska tehnika, kod koje se, sli¢no drugim
hromatografskim tehnikama, supstance razdvajaju na osnovu distribucije izmedu stacionarne i

mobilne faze, pri ¢emu je mobilna faza tecna.

Klasi¢na te¢na hromatografija koristila je plasti¢ne ili staklene kolone duZine do 50 cm i
precnika 2-5 mm, ispunjene poroznim materijalom, a mobilna faza kretala se kroz kolonu silom
gravitacije ili je uredaj bio opremljen pumpom osrednjih performansi, zbog ¢ega se ta tehnika

danas ne smatra dovoljno efikasnom.

Te¢na hromatografija visokih performansi (High Performance Liquid Chromatography/HPLC)
je modernija analiticka tehnika kod koje se mobilna faza dovodi pomoc¢u pumpe pod visokim
pritiskom, zbog Cega se ova tehnika ¢esto naziva i te€na hromatografija visokog pritiska [Gill,
1986; Marjanovi¢, 2001; Jokanovi¢, 2014]. Osnovni dijelovi tecnog hromatografa (slika 26) su:
rezervoar mobilne faze, pumpa, injektor, kolona, detektor i pisa¢ hromatograma (kompjuter sa

programom za obradu hromatograma).

Sprica

injektor  predkolona

£

komora za pumpa
mijesanje
otapala

P brtva

kolona

spremnici
otapala sustav

podataka

detektor

Slika 26. Shema tecnog hromatografa (Izvor: Luterotti, 2014)
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Pumpa obezbjeduje ulazni pritisak mobilne faze i odgovaraju¢i konstantan protok kroz
hromatografski sistem [Marjanovi¢, 2001; Kupiec and Kemp, 2011]. Rastvaraci koji se koriste
kao mobilna faza trebaju biti visoke Cisto¢e (HPLC-grade), a pri izboru treba voditi rauna o
polarnosti rastvara¢a i supstanci koje se analiziraju, te o vrsti kolone i detektora [Zivanovic,
2003; Kupiec and Kemp, 2011]. Smjesa rastvaraca moze biti stalnog sastava, odnosno elucione
mo¢i (izokratski postupak) ili promjenjivog sastava, pri ¢emu se eluciona mo¢ mijenja po
unaprijed definisanoj funkciji (programirana ili progresivna elucija) [Marjanovi¢, 2001; Kupiec
and Kemp, 2011]. Rastvoreni uzorak se u injektor unosi autosemplerom ili ru¢no pomocu
mikrolitarske Sprice, a mobilna faza ga konstantnom brzinom pod visokim pritiskom uvodi u
kolonu. Kolona je klju¢na za dobro hromatografsko razdvajanje komponenti i njeno odrZavanje
doprinosi funkcionalnosti HPLC sistema. Stoga se preporucuje postavljanje kratke zaStitne
predkolone ili predkolonskog filtera ispred analiticke kolone, radi zastite kolone od necistoca
iz uzorka. Analiticke HPLC kolone su cijevi od nerdajuceg celika ili stakla, uobicajene duZine
10 do 30 cm, unutra$njeg pre¢nika do 5 mm, punjene sa SiO2, dijatomejskom zemljom ili nekim
polimerom u obliku sferi¢nih zrnca pre¢nika 3 do 10 um, na koja je nanesena tecna stacionarna

faza [Gill, 1986; Kupiec and Kemp, 2011; Luterotti, 2014].

Kao i kod gasne hromatografije, identifikacija se vrs$i na osnovu retencionog vremena pikova
prisutnih u hromatogramu, a kvantitativna analiza se zasniva na Cinjenici da je koncentracija

komponenti srazmjerna visini ili povrSini pika.

Za detekciju se mogu koristiti razli¢iti detektori, €iji izbor zavisi od prirode supstanci koje se

analiziraju:

- Spektroskopski detektori (UV-VIS i IR),

- Fluorescentni detektor (FL),

- Fotodiodni detektori (DAD ili PDA),

- Elektrohemijski detektor (EC),

- Detektor na bazi mjerenja indeksa refrakcije (RI),

- Maseni spektrometrijski detektor (MS).

Tehnikom tecne hromatografije moZe se posti¢i mnogo efikasnije razdvajanje, zbog cega je ovo
jedna od najmo¢nijih tehnika u analiti€¢koj hemiji. Pomocu nje se mogu razdvojiti, identifikovati
i kvantifikovati rastvorljive komponente iz veoma sloZenih uzoraka (smjese velikog broja
sliénih analita). Ova tehnika je i veoma osjetljiva, Sto omogucuje identifikaciju komponenti

prisutnih u tragovima (milioniti, bilioniti dio). Primjenom posebnih hromatografskih kolona i
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specificnom vrstom pumpe koja obezbeduje konstantan i visok pritisak u sistemu postignuta je

i zadovoljavajuca brzina analize.

Slika 27. Sistem instrumenata HPLC/MS/MS-PDA

Unaprijedena metoda te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom ultra visokih performansi
(Ultra-high performanse liquid chromatography/UHPLC) zadrZzava principe i selektivnost
HPLC, ali ima poboljsanu osjetljivost, rezoluciju i krac¢e vrijeme analize, Cime se jo$ proSiruje

primjenjivost ove hromatografske tehnike [Kupiec and Kemp, 2011; Radwan et. al., 2017].

Zahvaljujuéi visokoj osjetljivosti i rezoluciji, ova tehnika se primjenjuje u farmaceutskoj,
biohemijskoj, klini¢koj, kozmetickoj i industrijskoj praksi, te ekologiji i drugim oblastima.
Veoma je znaCajna primjena u forenzici, za analizu uzoraka organskog porijekla kao §to su
tragovi eksploziva, uzorci droga, ali i za analizu tragova droga i lijekova, te njihovih metabolita
u bioloskim uzorcima, kao i za druge toksikoloSke analize [Radwan et. al., 2017]. Zbog
mogucnosti analize makromolekula kao $to su steroidi, aminokiseline, Seceri i sli¢ne supstance
koje nisu pogodne za gasnohromatografsku analizu, ovo je tehnika izbora za doping kontrole.
Tec¢na hromatografija sa masenim detektorom (LC/MS, HPLC/MS i UHPLC/MS sistemi) je
veoma pogodna za identifikaciju mikotoksina, tragova ili metabolita droga i lijekova, a
postupak identifikacije se znac¢ajno unaprijeduje primjenom tandem MS detektora (LC/MS/MS,
HPLC/MS/MS i UHPLC/MS/MS sistemi instrumenata), zbog Cega je ova tehnika zastupljena
u farmaceutskoj industriji, forenzickim 1 istraZivackim laboratorijama [Kupiec and Kemp,

2011; Watson, 2011; Nie et al., 2019].

Tecna hromatografija omogucuje istovremenu identifikaciju kiselih i neutralnih
fitokanabinoida bez derivatizacije, u svrhu odredivanja hemotipa, procjene starosti uzorka,
proucavanja efekata proizvodnih procesa i uslova skladiStenja, komparacije serije uzoraka ili

direktne kvantifikacije THC u vodenom biljnom preparatu (npr. kanabis ¢aj) [Brenneisen,
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2007]. HPLC tehnikom, koriste¢i UV ili PDA detektor, mogu se efikasno analizirati
kanabinoidi bez degradiranja komponenti uzorka, stoga se HPLC tehnika koristi u mnogim
laboratorijama. Za kvalitativnu identifikaciju, retenciono vrijeme i spektar pojedinog
kanabinoida moraju se podudararati. Ipak, nije lako posti¢i analizu svih glavnih kanabinoida u
kanabis ekstraktu, jer kod sloZenih uzoraka moZe do¢i do preklapanja hromatografskih pikova.
U cilju prevazilaZzenja tog problema, sve viSe je u primjeni maseni detektor (HPLC/MS ili
UHPLC/MS - sistem instrumenata). VaZan faktor za efikasnu analizu fitokanabinoida je
dostupnost pouzdanih spektroskopskih i hromatografskih podataka. Iako su takvi podaci,
dobijeni tokom eksperimenata izolacije i identifikacije, objavljeni za skoro sve poznate

kanabinoide, oni su rastrkani po ogromnoj koli¢ini nau¢nih radova [Hazekamp et al., 2010].

3.3.3. Dodatne analiticke tehnike i pristupi za analizu kanabis proizvoda

IstraZivanje novih metoda analize kanabinoida i dalje je aktuelno i u literaturi se povremeno
opisuje primjena novih postupaka. Tehnika kapilarne elektrohromatografije sa PDA
detektorom pokazala se primjenjivom za analizu fitokanabinoida. Prou¢avana je i superkriticna
te€na hromatografija povezana sa hemijskom jonizacijom na atmosferskom pritisku i MS
detektorom, ali sa ograni¢enim uspjehom, iako je karakteriSe krace vrijeme analize nego GC ili

HPLC tehnike i ne zahtijeva derivatizaciju [Brenneisen, 2007; Hazekamp, 2008-2009].

3.3.3.1. Masena spektrometrija odnosa masa stabilnih izotopa (IRMS)

Masenom spektrometrijom odnosa masa stabilnih izotopa moZe se odrediti sadrzaj
ugljenikovog izotopa C'3 u biljnom materijalu. Varijacije odnosa stabilnih izotopa ugljenika i
azota mogu biti koristan podatak u forenzickom smislu, za odredivanje geografskog porijekla
biljnog materijala [Nie et al., 2019]. Za razliku od drugih droga poput heroina i kokaina, ilegalni
kanabis nije hemijski obraden i samim tim odrZava svoj prvobitni profil elemenata i izotopa,
koji se moze koristiti kao pokazatelj geografskog porijekla. Medutim, razli¢iti uslovi uzgoja
(npr. uzgoj u zatvorenom ili na otvorenom, odnosno u zemljiStu ili hranjljivoj podlozi, vrsta
zemljiSta i dubriva, navodnjavanje itd.) mogu uticati na izotopski sastav biljke, a time i
diskriminacija moZe biti ograni¢ena. Osim toga, upotrebljivi rezultati moguci su samo kada je

dostupan autenti¢an referentni materijal kanabisa, poznatog porijekla [UNODC, 2009a].

3.3.3.2. DNK profilisanje

DNK polimorfizmi mogu biti korisni za odredivanje fenotipa biljke u svrhu razlikovanja droga-

tip i vlakno-tip kanabisa, u ranoj fazi uzgoja [Piluzza et al., 2013]. Odredivanje genetskih profila
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uzoraka i njihovo uporedivanje moglo bi biti primjenjivo u istrazi za povezivanje proizvodaca,
trgovaca i potroSaca. Pri tome se ne smije zanemariti da, za razliku od ljudske DNK koja je kao
otisak prsta, biljna DNK ne mora biti jedinstvena, jer je kloniranje biljaka, pa tako i kanabis
varijeteta, prili€no uobi€ajeno. Odgovaraju¢i DNK profili dva uzorka dokazuju da isti poticu
od istog varijeteta, ali ne dokazuju da poticu od istog uzgajivaca, jer uzgajivaci cesto prodaju
reznice. Takode, DNK testiranjem se ne mogu razlikovati uslovi okoline u kojima je biljka
uzgajana. Stoga je ponekad upitna forenzicka vrijednost poredenja uzoraka na osnovu rezultata

dobijenih sa ovom relativno skupom tehnikom [ElSohly et al., 2007; UNODC, 2009a].
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Uzorci

Uzorci biljnog materijala biljke Cannabis sativa L., koriSteni u istraZivanju, poticu iz zaplijena
Sirom Republike Srpske. Biljni materijal nije razvrstan prema porijeklu (domaci ili uvozni),
nacinu uzgoja (na otvorenom ili u zatvorenom), jer ti podaci nisu uvijek dostupni kod
zaplijenjenih ilegalnih uzoraka. Takode, nisu razdvojene sorte (sensemila, industrijska konoplja
i sl.), jer ih kod ilegalnih uzoraka nije uvijek moguce procijeniti prema izgledu, posebno kada
je uzorak u obliku usitnjenog biljnog materijala pripremljenog za trziste ili konzumiranje ili

kada je u pitanju sadrZaj cigareta.
Uzorci biljnog materijala su razli¢itog pojavnog oblika:

— osuseni biljni vrhovi;

— osuSen i usitnjen biljni materijal (forma poznata kao marihuana), u manjim ili ve¢im
pakovanjima;

— sadrZaj improvizovanih cigareta (osuSen i usitnjen biljni materijal, sam ili pomijeSan sa
duvanom);

— svjeze stabljike biljaka,

— osuSeni grumenovi smole, tamno smede boje.

Prije analize izvrSeno je vaganje uzoraka, pregled fiziCkih karakteristika, a mikroskopski
pregled morfoloskih karakteristika biljnog materijala raden je po potrebi. Materijal je
uzorkovan i pripremljen na odgovarajuci nacin zavisno od pojavnog oblika. Za analizu je
koriSten osusen, usitnjen i homogenizovan biljni materijal, iz kojeg su odstranjene sjemenke i
dijelovi stabljike. Gdje je bilo mogucée odabrani su vrhovi biljke, kao reprezentativni kada je u
pitanju analiza psihoaktivnog sastojka. Prilikom uzorkovanja sadrzaja improvizovanih cigareta,
odstranjen je duvan, ukoliko je bio prisutan. Koli¢ina usitnjenog biljnog materijala koristenog
za pojedinacne analize iznosila je od 0,1 do 0,5 g, zavisno od raspoloZive koli¢ine uzorka i

primjenjene analiticke tehnike.

Nakon prve analize, ostatak biljnog materijala pakovan je u papirnu ambalaZu, a uzorci za
slijedece analize uzmani su periodi¢no. Imajuci u vidu uticaj vazduha (kiseonika), svjetlosti i
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poviSene temperature na razgradnju psihoaktivnog sastojka THC, uzorci su ¢uvani u suhom i

tamnom prostoru, na sobnoj temperaturi.

4.2. Hemikalije i pribor

Referentni standardi osnovnih kanabinoida, marke Alltech® i Lipomed AG®, koristeni su za
pripremu standardnih rastvora. Referentni standardi kanabidiola (CBD) i kanabinola (CBN) su
u formi praska, Cistoce 98,80-100% i 98,4-100% redom. Standardi tetrahidrokanabinola (THC)
su u formi rastvora u metanolu ili etanolu, koncentracije 1 mg/ml, 2 mg/ml ili 5 mg/ml, Cistoce

99,9 — 100%.

Za ekstrakciju su koriSteni organski rastvaraci hloroform (Cistoce 99-99,4%), etanol (Cistoce

99,8%), toluen (Cistoce 99%) i petroleter (pure, < 15% n-heksana).

Za mjerenje mase referentnih standarda i alikvota uzoraka koriStene su digitalne analitiCke
vage, preciznosti 0,0001 g. Usitnjavanje i homogenizacija uzoraka radena je u porculanskom
avanu. Za pospjesenje ekstrakcije biljnog materijala koriSteni su horizontalni Sejker Promax

1020, Heidolph ili ultrazvucno kupatilo Ultrasonic 475H, Langford Sonomatic.

4.3. Analiticki postupci

4.3.1. Preliminarno testiranje

Preliminarno testiranje pomocu spot-test obojenih reakcija, primjenom reagenasa Fast Blue B
Salt ili Duquenois-Levine, radeno je u samo odredenim slucajevima, prema procjeni analitiCara,
uglavnom kod usitnjenog biljnog materijala kod kojeg se slabije uocavaju morfoloSke

karakteristike ili kada su u pitanju uzorci smole ili ulja.

4.3.2. Hromatografija na tankom sloju

Tehnika hromatografije na tankom sloju koristena je za kvalitativnu analizu, odnosno hemijsku
identifikaciju osnovnih kanabinoida prisutnih u uzorcima, kao skrining tehnika u slucaju

istovremene analize veceg broja uzoraka.

Metodom semikvantitativne hromatografije na tankom sloju radeno je semikvantitativno
odredivanje tetrahidrokanabinola (THC), u odnosu na koncentraciju 0,2% THC, pri ¢emu je

izvrSena validacija metode.
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Koristene su TLC ploce sa tankim slojem 200 pum Silica gel 60 Fass (sa fluorescentnim

indikatorom) na aluminijskoj podlozi, dimenzija 20 x 20 cm, na koje se moZe nanijeti 10-15

uzoraka.

Razvijanje TLC-hromatograma odvijalo se u zatvorenoj TLC-komori, uzlaznom tehnikom,

sistemima razvijaca:

— n-hexan : dietileter (80:20)
— cikloheksan : diizopropileter : dietilamin (52:40:8)

Vizuelizacija kanabinoida radena je:

e UV syjetlom na 254 nm,

* Fast Blue B Salt reagensom.

4.3.3. Gasna hromatografija

u

Kvalitativne i kvantitativne gasnohromatografske analize radene su primjenom instrumenata:

e GC-17A, marke SHIMADZU sa FID detektorom,
*  GC Trace, marke Thermo Scientific sa FID i MS detektorom,

e GC System 7890B, marke Agilent Technologies sa FID detektorom.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. SadrZaj i medusobni odnos osnovnih kanabinoida u biljci Cannabis sativa L.

Podaci o sadrZaju osnovnih kanabinoida u uzorcima biljnog materijala biljke Cannabis sativa
L., dobijeni su analizama uzoraka u hemijskoj laboratoriji Jedinice za forenziku —
Kriminalisticko-tehnickog centra, Ministarstva unutraSnjih poslova Republike Srpske u Banja
Luci. Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 3718 uzoraka biljnog materijala i 28 uzoraka
kanabis smole (hasis), koji poticu iz zaplijena Sirom Republike Srpske u duzem vremenskom
periodu (period 1999. — 2008. godine i 2011. — 2016. godine). IstraZivanjem nisu obuhvacene
2009. i 2010. godina, jer u tim godinama nije radena kvantitativna analiza dovoljnog broja
uzoraka. U tabeli 3 prikazan je broj analiziranih uzoraka po godinama, uz napomenu da broj
uzoraka ne odrazava broj zaplijena, jer odreden broj zaplijenjenih uzoraka koji su analizirani
samo kvalitativno — tehnikom hromatografije na tankom sloju ili kvalitativnom

gasnohromatografskom analizom, takode nije obuhvacen ovim istrazivanjem.

Tabela 3. Broj analiziranih uzoraka po godinama

Godina Br. uzoraka Br. uzoraka Godina Br. uzoraka Br. uzoraka
biljke smole biljke smole

1999 114 1 2007 221 -
2000 153 - 2008 175 -
2001 190 - 2011 152 -
2002 205 - 2012 242 1
2003 211 - 2013 333 -
2004 148 4 2014 462 4
2005 177 4 2015 341 8
2006 202 1 2016 392 5

Ukupno analizirano uzoraka: 3718 28

Iz podataka navedenih u tabeli 3 vidi se da je kanabis smola mnogo rjeda i pojavljivala se samo
povremeno do 2014. godine, od kada je prisutno nesto viSe ovih uzoraka, ali je njihov broj i

dalje zanemariv u odnosu na biljne uzorke.

Za potrebe istrazivanja obradeni su podaci analiza tri osnovna kanabinoida u uzorcima biljnog
materijala: psihoaktivni tetrahidrokanabinol (THC), kanabidiol (CBD) i kanabinol (CBN).
Podaci dobijeni analizom i prora¢unom (procentualni sadrzaj i medusobni odnosi osnovnih
kanabinoida) obradeni su koriStenjem Microsoft Excel 2016.
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5.1.1. Sadriaj psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola (THC) — psihoaktivni
potencijal kanabisa

Rezultati analiza pokazali su da se sadrZaj tetrahidrokanabinola (THC) kre¢e od 0,01 do 27,48%

u uzorcima biljnog materijala i do 31,57% u uzorcima kanabis smole, §to pokazuje da su na

ilegalnom trziStu prisutni kanabis preparati sa velikim razlikama u psihoaktivnom potencijalu.

Na osnovu rezultata analiza, uzorci biljnog materijala su razvrstani prema sadrzaju THC u Sest
grupa:

I - uzorci sa sadrzajem THC < 0,2% (ne smatraju se drogom);

II - uzoreci sa sadrzajem THC 0,2 — 0,5% (efeketi pri konzumiranju su minimalni);

IIT - uzorci sa sadrzajem THC 0,5 — 2% (niskopotentni);

IV - uzorci sa sadrzajem THC 2 — 5% (srednjepotentni);

V - uzorci sa sadrzajem THC 5 — 10% (srednje do visokopotentni);

VI - uzorci sa sadrzajem THC > 10% (visokopotentni).

Kada se posmatra ukupan broj analiziranih biljnih uzoraka (Slika 28), moZe se konstatovati da
najveci udio predstavljaju tzv. droga-tip uzorci sa sadrzajem THC > 0,2%. Njihova prosjecna
zastupljenost u periodu 1999. — 2016. godine iznosi 96,29% i krece se od 90,13% (2011. god.)
do 99,02% (2002. god.) (tabele 41 5).

>10% <0,2% THC
- 0,2-0,5% THC
3,71% uzoraka sa £0,2% THC
/ 6,62% uzoraka sa 0,2-0,5% THC
/5-10% THC 28,60% uzoraka sa 0,5-2% THC
'70,5-2% THC
34,28% uzoraka sa 2-5% THC
20,23% uzoraka sa 5-10% THC

m 6,56% uzoraka sa >10% THC

2-5% THC

Slika 28. Dijagram procentualne zastupljenosti uzoraka prema sadrzaju
psthoaktivnog sastojka THC

Medu uzorcima sa sadrzajem THC > 0,2% najzastupljeniji su uzorci III grupe (0,5 — 2% THC)
i IV grupe (2 — 5% THC) i zajedno Cine preko 60% od ukupnog broja uzoraka.
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Slika 29. Zastupljenost grupa uzoraka po godinama

Posmatrano po godinama (Slika 29, tabele 4 1 5), moZe se uociti trend smanjenja udjela uzoraka
sa nizim sadrzajem THC (grupe I, I1 1 III), te porast zastupljenosti uzoraka sa visokim sadrzajem

THC (grupe V i VI) i pored povremenog odstupanja u pojedinim godinama.

Tabela 4. Procentualna zastupljenost grupa uzoraka prema sadriaju THC
za period 1999. — 2008.god.

Procentualna zastupljenost grupa prema sadrzaju THC
Godina  1(<02%) I1(0,2-0,5%) III(0,5-2%) 1V (2-5%) V (5-10%) VI(>10%)

1999 5,22 11,30 42,61 28,70 12,18 -
2000 5,23 8,50 30,72 36,60 15,68 3,27
2001 5,24 1,57 19,90 48,69 19,37 5,24
2002 0,98 3,90 25,36 37,07 21,95 10,73
2003 1,42 5,21 21,33 42,18 22,75 7,11
2004 5,00 7,14 53,57 24,29 7,14 2,86
2005 4,65 8,72 32,56 29,07 15,70 9,30
2006 1,96 5,88 35,30 41,67 13,72 1,47
2007 3,20 10,05 30,13 33,79 17,35 5,48
2008 3,43 6,29 25,15 29,71 25,72 9,71
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Tabela 5. Procentualna zastupljenost grupa uzoraka prema sadriaju THC
za period 2011. —2016.god.

Procentualna zastupljenost pojedine grupe prema sadrzaju THC
Godina 1(<0,2%) 11(0,2-05%) III1(0,5-2%) IV (2-5%) V (5-10%) VI(>10%)

2011 9,87 7,89 33,55 33,55 13,82 1,32
2012 2,89 7,85 26,03 42,56 18,60 2,07
2013 1,50 4,50 17,42 26,73 30,93 18,92
2014 2,60 541 18,18 37,01 31,60 5,19
2015 4,11 5,57 25,81 25,81 27,86 10,85
2016 2,04 6,12 19,90 31,12 29,34 11,48

Do 2012. godine najzastupljeniji su uzorci III i IV grupe, nakon ¢ega se biljeZi znacajno
povecanje procentualne zastupljenosti uzoraka V grupe. Njihov udio u ukupnom broju uzoraka
2013. godine iznosio je 30,93%, Sto predstavlja znacajno povecanje u odnosu na zastupljenost
od 7,14 — 25,72% u prethodnom periodu. Iste godine zabiljeZen je maksimalan udio
visokopotentnih uzoraka grupe VI. Uzorci IV grupe su uglavnom najbrojniji i njihova

zastupljenost je relativno stabilna u vremenu [Dragolji¢ i sar., 2018].

Povecanje broja visokopotentnih i smanjenje broja niskopotentnih uzoraka rezultira
povecanjem srednjeg godiSnjeg potencijala (srednja vrijednost sadrzaja THC u uzorcima
odredene godine) u vremenu, kao Sto je prikazano u tabeli 6 i dijagramu (Slika 30). To je
posebno izrazeno u odredenim godinama: 2002., 2003., 2008. i u periodu 2013. — 2016. god., u
kojima srednji godi$nji potencijal ima vise vrijednosti, sa znacajnim udjelom visokopotentnih
uzoraka i malim udjelom niskopotentnih uzoraka.

Tabela 6. Srednji godisnji potencijal (prosjecan sadriaj THC), standradna
devijacija, najmanji i najveci procenat THC, po godinama

Godina Sr. THC SD Min. THC Maks. THC
[%] [£] [%] [%]
1999 1,95 1,81 0,02 8,61
2000 3,10 2,81 0,06 14,01
2001 3,80 2,74 <0,01 17,08
2002 4,61 3,92 0,02 22,58
2003 4,35 3,53 0,02 22,63
2004 2,32 2,71 0,01 22,59
2005 3,63 3,69 0,01 22,45
2006 2,89 2,13 0,04 11,88
2007 3,45 3,14 0,03 17,30
2008 4,53 3,97 0,08 27,48
2011 2,51 2,26 0,02 11,00
2012 3,21 2,37 0,06 12,12
2013 5,91 421 0,10 25,80
2014 4,41 3,07 0,04 20,80
2015 4,53 3,79 0,02 18,30
2016 4,95 3,89 0,04 22,91
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Posmatrano u vremenu, srednji godiSnji psihoaktivni potencijal uzoraka kanabis biljnog
materijala je u porastu i krece se od 1,95% THC u 1999. godini do 4,95% u 2016. godini, sa
maksimumom u 2013. godini (5,91% THC). Srednji potencijal na bazi svih obradenih uzoraka
iznosi 3,76+1,04% THC.
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Slika 30. Dijagram potencijala uzoraka kanabis biljnog materijala
za period 1999. — 2008. god. i 2011-2016

Iz pregleda srednjeg godisnjeg psihoaktivnog potencijala analiziranih uzoraka, prikazanog na
slici 30 i u tabeli 6, vidljivo je da je i pored povremenog pada (2004., 2006. i 2011. godine)

psihoaktivni potencijal biljnog materijala, generalno u porastu.

Ovaj povremeni pad potencijala moZe se dovesti u vezu sa prethodno provedenim policijskim
akcijama u kojima su otkrivene i procesuirane organizovane kriminalne grupe, gdje je kao
posljedica doslo do pada ukupne ponude droga na ilegalnom triZiStu na odredeno vrijeme
[Vlada RS, 2016].

Kada se dobijeni podaci uporede sa dostupnim podacima iz drugih drzava, uocava se slican
trend. Brojne studije pokazuju da je u posljednjim decenijama doslo do znac¢ajnog povecanja
potencijala kanabisa Sirom svijeta [Pijlman et al., 2005; McLaren et al., 2008; Mehmedic et al.,
2010; Cascini et al., 2012; Tsumura et al., 2012; Swift et al., 2013; Niesnik et al., 2015; EISohly
et al., 2016; Dujourdy and Besacier, 2017; Freeman et al., 2018]. U izvjeStajima Kancelarije
Ujedinjenih Nacija za droge i kriminal, porast potencijala kanabisa zabiljeZen je u Evropi,

Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Australiji [UNODC, 2011, 2012, 2013b, 2014b, 2015].

Prema izvjestaju Evropskog monitoring centra za droge i zavisnost (European Monitoring

Centre for Drugs and Drug Addiction/EMCDDA) i Europola, potencijal kanabis preparata
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skoro je udvostrucen u posljednjoj deceniji [EMCDDA and Europol, 2016]. Na osnovu
dostupnih podataka [EMCDDA, 2018c], prikazanih u tabeli 7., moZe se zakljuciti da je u
posmatranom periodu (2000. — 2016. god.), a posebno od 2003. godine, potencijal kanabis
biljke u nekim evropskim drZzavama, npr. Bugarskoj, Ceskoj, Estoniji, Madarskoj, Poljskoj,

Portugalu i Slovackoj, viSestruko uvecan, dok je u Austriji udvostrucen.

Tabela 7. Srednji godisnji potencijal kanbis biljnog materijala u nekim evropskim drzavama,
za period 2000. — 2016. godine
Srednji potencijal kanabis biljnog materijala (% THC)

s 20
"5 o] 2 ,ﬁ = <
LCD % s g x % 51 « g % = g” ";;
g % = % 3 z 2 & £ £z
< & ) SR =) = = = & & @
2000 - 10,4 - - - <2,0 6,3 - - 0,2
2001 5,0 6,0 - - - <2,0 5,8 1,0 - 52 1,6
2002 9,0 6,0 - - - 8,0 49 8,0 0,5 - 3,1 3,1
2003 - 13,8 2,0 9,2 - 8,5 7,9 1,2 - 1.4 3,8
2004 4.8 13,3 - 3,0 - 8,0 5,8 1,7 0,6 3,5 2,6
2005 5,6 - 2,4 3,8 3,3 6,1 - 1,7 1,0 3,0 6,1
2006 7,2 6,7 2,0 4.5 2,0 7,8 5,4 1,8 1,3 6,3 6,4
2007 6,7 9,2 1,5 4.7 - 7,5 2,2 10,2 1,2 5,2 3,9 49

2008 72 9,1 1,6 5,5 6,6 5,8 4,7 9,8 1,4 69 48 7,6
2009 5,9 9,9 2,4 4,2 8,0 8,5 5,9 11,2 1,3 7,7 38 12,4
2010 7.5 11,1 1,5 1,7 10,0 9,8 7,8 11,8 1,3 76 52 1,7

2011 7,0 10,7 3,7 72 11,1 10,6 6,4 11,3 1,0 96 52 1,7
2012 9,7 13,2 3,5 7,1 13,4 10,0 8,5 9,1 5,0 87 54 9,2
2013 9,6 10,4 9,1 10,0 13,4 12,7 12,4 8,5 6,5 98 6,6 7,1

2014 8,9 13,0 13,1 82 12,7 13,0 10,5 11,2 72 11,0 7,8 90

2015 9,8 21,7 123 83 13,5 11,4 8,9 11,3 6,8 10,0 83 12,1

2016 10,7 12,1 - 74 13,9 11,4 10,8 9,9 87 99 72 -

U Francuskoj je znac¢ajan porast psihoaktivnog potencijala zabiljeZen do 2002. godine, a potom
je uslijedio period sa relativno stabilnim vrijednostima. Od 2005. do 2010. godine uocljive su
fluktuacije potencijala, nakon ¢ega 2011. godine ponovo dolazi do znacajnijeg porasta.
Potencijal kanabisa u Italiji bio je relativno stabilan do 2012. godine, kada je doSlo do
znacajnijeg porasta. Belgija, Luksemburg i Njemacka spadaju u zemlje sa relativno stabilnim,
ali i tradicionalno visokim potencijalom kanabisa. Prema dostupnim podacima EMCDDA, u
periodu 2002. — 2014. godine potencijal u Njemackoj varirao je u rasponu 8 — 10% THC, a u
Luksemburgu 8-11% THC. U Belgiji je 2015. godine zabiljeZena rekordna vrijednost srednjeg
godiSnjeg psihoaktivnog potencijala kanabis biljke od 21,7% THC.
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Marihuana uzgojena u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama, ranije je smatrana slabom (nizak
sadrzaj THC) u odnosu na evropsku, ali su unaprijedenja u oblasti selekcije i uzgoja vremenom
rezultirala potentniju marihuanu. Tako je 1974. godine srednji sardzaj THC u americkoj
ilegalnoj marihuani bio ispod 1%, u 1980-im srednji sadrzaj THC iznosio je u prosjeku 3%, a
1994. godine zabiljeZena je srednja vrijednost sadrzaja THC 5%. Danas procenat THC varira
od 0,5% u divljim biljkama do preko 20% u vjestackim hibridnim varijetetima koji, nasuprot
visokom sadrzaju THC, obi¢no sadrZe veoma nizak nivo CBD i drugih kanabinoida [Lee, 2005;

Andre et al., 2016].

Iako psihoaktivni potencijal kanabis biljke na prostoru Republike Srpske nije visok kao u nekim
evropskim drZzavama (Belgija, Njemacka, Luksemburg, Francuska, Italija itd.) i kod nas je
evidentan trend rasta, kako srednjeg psihoaktivnog potencijala tako i broja visokopotentnih
uzoraka kanabisa [Dragolji¢ i sar., 2018]. Takav trend se moZe ocekivati i u buduénosti na
nasim prostorima, imajuéi u vidu da postoji veza izmedu visokog potencijala biljke i uzgoja u
zatvorenom prostoru, pod vjestackim uslovima, Sto je fenomen koji je ve¢ neko vrijeme prisutan

i kod nas [Dragolji¢ i Vasi¢-Daki¢, 2014].

lako poredenje rezultata analiza izmedu drZava, posebno u duZem vremenu, zavisi od viSe
faktora (vrsta kanabis proizvoda, nacin uzorkovanja, prirodna degradacija THC u vremenu,
primjena razli¢itih analitickih tehnika itd.) predocCeni podaci jasno pokazuju promjene
psihoaktivnog potencijala kanabisa, te ukazuju na trendove koji se mogu ocekivati u
buduénosti. Medunarodne organizacije koje se bave problematikom ilegalnih droga, kao §to su
Kancelarija Ujedinjenih Nacija za droge i kriminal, Evropska mreza forenzickih nauc¢nih
instituta i Naucna radna grupa za analizu ilegalnih droga, preporucuju standardizovane
procedure za uzorkovanje i analizu [UNODC, 2009a; UNODC and ENFSI, 2009; SWGDRUG,
2005, 2016] i organizuju medulaboratorijska testiranja, radi relevantnije komparacije rezultata

izmedu laboratorija.

Pracenje potencijala ilegalnih kanabis proizvoda, kao pokazatelja onoga $ta se trenutno koristi
u populaciji, vazno je sa stanoviSta efekata na zdravlje korisnika, posebno kada se radi o
potentnijim proizvodima [ElSohly et al., 2016]. Rekreativna upotreba kanabis preparata ima
negativan uticaj na zdravlje, posebno u ranoj adolescenciji, pri ¢emu visokopotentni preparati
kanabisa predstavljaju vec¢i zdravstveni rizik za korisnike, S$to je u korelaciji sa ucestalim
posjetama korisnika kanabisa hitnim medicinskim sluzbama [Volkov et al., 2014; UNODC,
2015, 2017]. Zabiljezeno je povecanje posjeta adolescenata (u dobu od 15 do 17 godina)

zdravstvenim ustanovama, povezanih sa upotrebom marihuane, za skoro 50% u periodu 2005
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—2010. godine [CBHSQ-DAWN, 2012], §to se podudara sa povecanjem potencijala kanabisa
tokom istog perioda [UNODC, 2017]. Ako se uzme u obzir da se od potentne biljke dobiju i
potentniji preparati: kanabis smola (has$iS) i kanabis ulje, koji zavisno od postupka proizvodnje,
mogu sadrzavati i 80 — 90% THC, to za korisnike moZe predstavljati ozbiljan zdravstveni rizik.
Ovom pitanju svakako treba posvetiti znacajnu paznju, jer pored ilegalnog konzumiranja,

kanabis ulje se sve vise koristi kao pomo¢na terapija kod odredenih oboljenja.

5.1.2. Sadriaj kanabidiola (CBD)

Psihoaktivni potencijal i farmakolosko djelovanje kanabisa su sloZena pitanja i zavise od vise
faktora. Biljka Cannabis sativa L. sadrzi 120 kanabinoida, ¢iji efekti nisu u potpunosti poznati.
Izmedu ostalog, smatra se da kanabidiol (CBD) umanjuje psihoaktivne efekte
tetrahidrokanabinola (THC), pa za kompletniju sliku o farmakoloskim osobinama kanabisa,
treba uzeti u obzir i sadrzaj CBD, koji nije tako Cesto monitorisan, §to stvara poteskoce u

procjeni uticaja kanabisa na zdravlje [UNODC, 2015].

Kada se prati sadrzaj CBD u analiziranim uzorcima, vidljivo je da njegova koncentracija opada
u zadnjih nekoliko godina, sa oko 0,4%, koliko je u prosjeku iznosio do 2012. godine, na oko

0,26% u periodu 2013. — 2016. godine (Slika 31).
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Slika 31. Dijagram srednje koncentracije CBD, po godinama

Tokom obrade rezultata konstatovano je da je, paralelno sa sve ve¢im brojem visokopotentnih
uzoraka, u porastu i broj uzoraka sa niskim sadrzajem CBD, za razliku od ranijeg perioda kada

je u uzorcima, pored razli¢ite koncentracije THC, bio prisutan i CBD u znacajnijoj koli¢ini
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[Dragolji¢ i sar., 2016]. Kao primjer, na slici 32 prikazani su hromatogrami dva uzorka sa istim
sadrzajem THC (3,5%), dok se sadrzaj CBD u njima znacajno razlikuje i iznosi: 1,6% (slika
32 A)10,05% (slika 32 B).
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Slika 32. Primjeri hromatograma uzoraka sa razlicitim sadrZajem CBD

Istovremeno je zapaZen sve veci broj uzoraka koji uopste ne sadrze CBD, Sto ranije nije bio
slucaj. Naime, do 2006. godine CBD je redovno bio prisutan u uzorcima, u 2007. godini
utvrdeno je da 3,6% uzoraka ne sadrzi CBD, u 2013. godini 6,7% uzoraka nisu imali CBD, dok
se broj uzoraka bez CBD popeo na 17,4% u 2014. godini i takvo stanje se zadrzalo do 2016.
godine [Dragolji¢ i sar., 2019b]. Sli¢an trend postoji i u drugim evropskim drZavama, a
povezuje se sa unaprijedenim metodama uzgoja u zatvorenom koje obezbjeduju kanabis sa viSm

sadrzajem THC i niskim CBD [Zamengo et al., 2013].

Kako CBD ima anti-psihoticke efekte, odnosno umanjuje psihoaktivni potencijal THC,
smanjujuci tako rekreativnu vrijednost kanabisa, konzumenti koji koriste kanabis bez CBD
mogu biti u ve¢em riziku, jer visoko-potentni kanabis proizvodi bez CBD imaju potencijal da
budu Stetniji [Potter et al., 2008]. Zbog toga Kancelarija Ujedinjenih Nacija za droge i kriminal
preporucuje da se u evaluacijama potencijala kanabisa, pored THC, prati i nivo CBD [UNODC,
2006].

5.1.3. Sadriaj kanabinola (CBN)

Kanabinol (CBN) nije prisutan u svjezoj biljci i smatra se primarnim proizvodom oksidativne
degradacije THC tokom skladiStenja biljnog materijala, te moZe biti indikator starosti uzoraka

[Ross and Elsohly, 1997; De Backer et al., 2012].
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Na dijagramu koncentracije CBN (Slika 33) moZe se o€itati da su uzorci do 2007. godine imali
manje CBN (od 0,07 do 0,2%), za razliku od uzoraka iz kasnijeg perioda, u kojima je sadrZaj
CBN u rasponu od 0,28 do 0,65%.
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Slika 33. Dijagram srednje koncentracije CBN, po godinama

Visa koncentracija CBN u uzorcima dostavljenim na analizu posljednjih godina moze se dovesti
u vezu sa dinamikom dostavljanja uzoraka u laboratoriju. Naime, u ranijem periodu uzorci su
dostavljani u laboratoriju odmah nakon zaplijene pa je sadrZaj kanabinoida utvrden analizom
vjerno predstavljao stanje u vrijeme zaplijene. Kasnije, promjenom odredenih procedura u
istraznom postupku, zapazeno je da se uzorci dostavljaju u laboratoriju mjesecima nakon
zaplijene, a u meduvremenu se ¢uvaju u depozitima, pod razli¢itim uslovima. Tokom tog
perioda skladiStenja dolazi do degradacije THC, te je u vrijeme analize sadrzaj THC niZi, a
sadrzaj CBN vi$i negu u momentu zaplijene uzoraka. Dakle, analizom starijih uzoraka kanabisa
ne dobije se vjerna slika sadrZaja kanabinoida u uzorcima u vrijeme zaplijene. Zbog toga se
preporucuje uzorke kanabis preparata dostaviti u laboratoriju na analizu odmah nakon zaplijene,
kako bi rezultat analize odrazavao stvarno stanje sadrZaja kanabinoida u vrijeme zaplijene

uzoraka i tako bio vjerodostojan dokaz za potrebe sudskog postupka.

5.1.4. Medusobni odnosi osnovnih kanabinoida

S obzirom da sadrZaj kanabinoida, posebno THC, u biljnom materijalu nije stabilan i mijenja
sa vremenom, karakterizacija bijke u svrhu razlikovanja hemijskog fenotipa (hemotipa) moze
se izvrSiti na osnovu odredivanja medusobnog odnosa osnovnih kanabinoida, definisanih kao
hemotip indeksi. Za razliku od kvantitativnog sadrZaja kanabinoida, koji moZe varirati, njihov

medusobni odnos u biljci je prilicno stabilan [Tipparat et al., 2014; Grassi and McPartland,
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2017]. Fetterman i saradnici [1971] su predlozili relativno jednostavnu metodu karakterizacije
hemijskog fenotipa biljke, baziranu na medusobnom odnosu tri osnovna kanabinoida, koja je
najraSirenija u forenzickoj praksi:

% A°—~THC +% CBN
% +% [3]

fenotip odnos = % CBD
0

Uzorci sa fenotip odnosom > 1 su klasifikovani kao ,,droga-tip*, a uzorci sa fenotip odnosom <
1 kao ,,vlakno-tip* kanabis [Fetterman et al., 1971]. Analogno se, za odredivanje hemijskog
fenotipa biljke, koristi i odnos THC/CBD, gdje ,,droga-tip* biljke karakterise odnos THC/CBD
> 1, a ,,vlakno-tip* biljke odnos THC/CBD < 1 [De Meijer et al., 1992; Grassi and McPartland,
2017].

Small 1 Beckstead (1973) su prepoznali intermedijer hemotip. Prema njihovom sistemu
klasifikacije, biljke sa visokim odnosom THC/CBD (znatno visi od 1) pripadaju hemotipu I
(droga-tip), biljke ¢iji je odnos THC/CBD oko 1 pripadaju hemotipu II (intermedijer tip), dok
biljke sa niskim THC/CBD odnosom (mnogo nizim od 1) pripadaju hemotipu III (vlakno-tip)
[Hillig and Mahlberg, 2004]. Small i Beckstead su predloZili i definisanje hemotipa na osnovu
kvantitativnog odredivanja THC i CBD, izrazenog kao postotak kanabinoida u suhoj masi

biljnog materijala, te u skladu sa sadrzajem istih predloZili su sljedece kategorije:
Hemotip I: THC > 0,3%, CBD < 0,5%;
Hemotip II: THC > 0,3%, CBD > 0,5%;
Hemotip III: THC < 0,3%, CBD > 0,5%.

Hemotip IV: biljke sa znacajnim sadrZajem kanabigerol monometiletera (CBGM)

[Raman and Joshi, 2003; Grassi and McPartland, 2017].

U ovom slucaju droga-tip biljke bi bile sa sadrzajem THC > 0,3%, jer se smatra da uzorci sa
sadrzajem THC do 0,3% u suhoj masi biljnog materijala nemaju potencijal za koriStenje u
rekreativne svrhe. Ovaj kriterijum pogodan je za determinaciju potencijala odrasle biljke, dok
se za razlikovanje visokopotentnog i niskopotentnog tipa mladih nezrelih biljaka koristi odnos

koncentracija THC i CBD [De Backer et al., 2012; Small, 2017b].

Hillig 1 Mahlberg su koristili logaritam odnosa THC/CBD i predlozili sistem klasifikacije
determiniSu¢i tri hemotipa kanabis biljke: hemotip I — droga-tip biljke imaju odnos
logio(THC/CBD) > 1 (odgovaraju¢i odnosu THC/CBD > 10), hemotip II — intermedijer-tip
biljke ima srednji logio(THC/CBD) odnos izmedu -0,6 i 1 (odgovaraju¢i odnosu THC/CBD od
0,25 do 10) i hemotip III — tzv. vlakno-tip biljke ima odnos logio(THC/CBD) < -0,7
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(odgovaraju¢i odnosu THC/CBD < 0,2) [Hillig and Mahlberg, 2004, Dujourdy and Besacier,
2017].

Na osnovu analiza sadrZaja tri osnovna kanabinoida u uzorcima biljnog materijala koji su
predmet ovog istraZivanja, izvrSeno je izracunavanje njihovog medusobnog odnosa na tri

prethodno opisana nacina, te su zajedno sa odgovaraju¢im hemotipom, prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Medusobni odnos osnovnih kanabinoida i hemotip

£ THC+CBN THC £ THC, 5
S CBD cBp £ %810 (ﬁ) £
S = =
1999 4.3 4761 0.68 T
2000 739 720 1 0.86 I
2000 10,80 1056 1 L02 I
2002 10.95 072 1 1,03 I
203 1242 1208 1 1,08 I
2004 651 627 1 0.80 I
2005 891 A4 1 093 Il
2006 8.1 850 1 093 I
2007 626 605 1 078 I
2008 8.2 780 1 0.89 I
2011 7.76 661 1 0.82 I
20121097 044 1 097 I
2013 2583 2463 1 1,39 I
2014 1638 521 1 BE I
2005 19,18 1678 1 1.22 I
20162172 1980 1 1,30 I

Primjenom razli¢itih metoda karakterizacije hemotipa uzoraka, moZze se zakljuciti da hemotip
indeksi odredeni prema Fettermann odgovaraju droga-tipu uzoraka (hemotip I), dok hemotip
indeksi odredeni prema logaritamskoj vrijednosti odnosa THC/CBD svrstavaju vise od 50%
obradenih uzoraka u intermedijer-tip kanabisa (hemotip II). UopSteno se moze reci da koriStenje
hemotip indeksa prema logio(THC/CBD) ide u korist intermedijera ili vlakno-tipa kanabisa,
dok primjena hemotip indeksa prema Fettermann ve¢inu analiziranih uzoraka svrstava u droga-
tip. Stoga neki autori preferiraju primjenu logio(THC/CBD) parametra za odredivanje fenotipa

kanabisa [Tipparat et al., 2014].

Kada se posmatraju srednje godisnje koncentracije THC i CBD (Slike 301 31) uocava se trend
porasta THC i smanjenja CBD, rezultiraju¢i promjenu odnosa THC/CBD od oko 5, koliko je
iznosio 1999. godine do oko 25 u 2013. godini (tabela 8 i Slika 34), a time i povec¢anje ukupnog

kanabis potencijala.
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Na slici 34 je vidljivo da medusobni odnos osnovnih kanabinoida, izrazen odnosom THC/CBD
ili (THC+CBN)/CBD ima sli¢ne vrijednsti, za period do 2008. godine, kada su uzorci u
prosjeku imali nizi sadrZaj CBN, a do odredenih razlika dolazi nakon toga, sa porastom CBN u
uzorcima. Inace, smatra se da odnos tri osnovna kanabinoida, definisan relacijom
(THC+CBN)/CBD, vjernije odrazava diferencijaciju izmedu droga-tip i vlakno-tip biljaka, iz
razloga Sto CBN nije prisutan u svjezoj biljci i nastaje degradacijom THC sa vremenom. U tom
smislu, moZe se smatrati da analizom utvrden CBN u uzorku biljnog materijala potice od

razgradenog THC, stoga njihov zbir priblizno odgovara sadrzaju THC u biljci u momentu

branja.
30
25,83
a
3 4,63 21,72
Z 20 19,18
o 6, 19,8
+
< 16,78
1521
= 10,05 242
2 10
Q 7,39/1
o
= 49377 0,
4,76
0
P TS @ NI RN SRR
N A A A A A A A A AT AT A A A
vrijeme [god.]

Slika 34. Medusobni odnos THC/CBD i (THC + CBN)/CBD, po godinama

Medusobni odnos osnovnih kanabinoida znacajan je i kao pokazatelj rizika od psihoti¢nih
efekata, a time i rizika od razvijanja zavisnosti. Kanabis preparati sa viS§im sadrZajem
psihoaktivnog THC i nizim sadrZzajem CBD, koji ima antipsihoti¢ne efekte, potentniji su i
predstavljaju veéi zdravstveni rizik [Freeman and Winstock, 2015; Piomelli et al., 2016]. Pored
sadrzaja THC, podatak o sadrzaju CBD, te odnos THC/CBD pruZaju znacajne informacije o
Stetnim efektima kanabisa [Freeman et al,, 2018]. Prema tome, moglo bi se re¢i da odnos
THC/CBD predstavlja ukupni psihoaktivni potencijal biljke. Trend porasta ukupnog kanabis
potencijala u Republici Srpskoj odgovara medunarodnim trendovima, koji biljezZe dramati¢an
porast potencijala kanabis preparata tokom godina, rezultiraju¢i negativan uticaj na zdravlje
korisnika [Di Forti et al., 2014, 2015; Volkow et al., 2014; Niesink et al., 2015; ElSohly et al.,
2016; Dujourdy and Besacier, 2017; Freeman et al., 2018].
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S obzirom da se hemotip indeksi odreduju radi razlikovanja industrijskog vlakno-tipa biljke od
droga-tip biljke namijenjene zloupotrebi, proucavanje i poredenje hemotip indeksa dobijenih
na razli¢ite naine mogu doprinijeti usaglasavanju i razvoju kriterija za regulisanje dozvoljenog
uzgoja, za kojim postoji sve vece interesovanje [Tipparat et al., 2012]. Neki autori sugeriSu da
bi detaljnija analiza sastojaka, koja bi obuhvatila vec¢i broj kanabinoida i jo§ neka jedinjenja
(npr. terpene), unaprijedila determinaciju hemijskog profila i karakterizaciju tipa biljke
[Elzinga et al., 2015; Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Hazekamp et al., 2016; Fischedick, 2017;
De la Fuente et al., 2020].

Medutim, u forenzickoj praksi se pokazalo da odredivanje hemotipa na osnovu medusobnog
odnosa osnovnih kanabinoida nije dovoljno za determinaciju tipa kanabis biljke i moze
prouzrokovati nejasnoc¢e u sudskom postupku. Diferencijacija izmedu droga-tipa i vlakno-tipa
biljke u forenzici manje se oslanja na hemijsku karakterizaciju na osnovu hemotipa, dok je
sadrzaj psihoaktivnog sastojka presudan za procjenu o tome da li se biljka moze koristiti kao
droga. Klasifikacija prema hemotip indeksu na osnovu odnosa kanabinoida moZe se koristiti
kao sekundarni kriterijum [Kallawicha et al., 2008]. Npr. u sluc¢ajevima kada nije kvantitativno
odreden sadrzaj THC, determinacija tipa biljke moze se odrediti pomoc¢u hemotip indeksa na

osnovu medusobnog odnosa povrsina pikova osnovnih kanabinoida u hromatogramu.
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5.2. Promjena koncentracije tetrahidrokanabinola (THC) i kanabinola (CBN) sa
vremenom

Poznato je da se u ubranom biljnom materijalu biljke Cannabis sativa L. psihoaktivni sastojak
tetrahidrokanabinol (THC) razgraduje i da njegova koncentracija opada sa vremenom, pri cemu
se najvecio dio tetrahidrokanabinola (THC) razlaze do kanabinola (CBN), koji inace nije
prisutan u svjeZoj biljci u znacajnoj koli¢ini, nego nastaje kao poizvod oksidativne degradacije

THC tokom stajanja ubranog biljnog materijala.

U ovom radu nastavljeno je ranije istraZivanje radeno sa ciljem utvrdivanja dinamike razgradnje
THC i nastajanja CBN. U prethodnom istraZivanju prac¢ena je promjena koncentracije THC i
CBN u vremenu, za 20 uzoraka biljnog materijala, tokom perioda od Sest godina. Na osnovu
rezultata analiza odredeni su osnovni kineticki parametri reakcije razlaganja THC i tom
prilikom je zakljueno da najprihvatljivija zakonitost za razgradnju tetrahidrokanabinola
odgovara reakcijama prvog reda, na osnovu Cega je odredena konstanta brzine reakcije

razlaganja THC, prema relaciji:

k= iln [4]

t Cca

Srednja vrijednost konstante brzine reakcije razlaganja THC odredena na osnovu
SestogodiSnjeg istrazivanja 20 uzoraka iznosila je k. = 0,547 godina’!, pri ¢emu je poluvrijeme
reakcije t» = 1,27 [Dragolji¢, 2012]. IstraZivanje je nastavljeno pra¢enjem promjene
koncentracije THC i CBN u deset uzoraka tokom naredne tri godine, a rezultati analiza za svih
devet godina prikazan su u tabelama 9 i 10. Oznake uzoraka odgovaraju oznakama iz ranijeg

istrazivanja.

Tabela 9. Pregled koncentracije THC u 10 uzoraka tokom perioda od 9 godina

starost Koncentracija THC u uzorcima [%]

uzorka 1 3 4 5 7 10 14 16 17 19
CO(THC) 17,30 13,04 904 720 530 3,00 230 222 1,03 0,50
1 god. 11,01 795 461 364 271 1,63 1,64 133 0,67 0,31
2 god. 7,00 549 235 184 139 088 1,06 080 044 0,20
3 god. 4,46 338 1,20 093 0,70 047 0,73 048 029 0,12
4 god. 2,84 2,15 062 047 036 026 056 029 0,19 0,08
5 god. 1,80 1,37 031 024 0,18 0,014 0,51 0,17 0,12 0,05
6 god. 1,15 098 0,16 0,12 0,10 0,06 039 0,10 0,08 0,03
7 god. 0,58 0,54 0,08 007 005 004 023 0,07 005 0,02
8 god. 0,36 0,34 004 003 003 002 0,11 004 0,03 0,01
9 god. 0,29 0,22 002 002 001 001 006 003 002 0,01
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Rezultati analiza pokazuju da u ubranom biljnom materijalu sadrzaj THC opada sa vremenom
(tabela 9). Pad koncentracije THC znacajniji je u prvim godinama, §to je izraZenije kod uzoraka
sa viSom pocetnom koncentracijom (uzorci 1 i 3 ). Takode je zapazeno da je u osmoj godini
kod vecine uzoraka THC prisutan u tragu, a posebno u uzorcima sa po¢etnom koncentracijom
THC 9,04% i niZom, kod kojih je THC pao na oko 0,01 —0,04%. Nakon toga, u devetoj godini,
promjena koncentracije THC je minimalna i deSava se na nivou druge decimale.

Istovremeno sa padom koncentracije THC u uzorcima se povecava sadrzaj CBN (tabela 10).

Tabela 10. Pregled koncentracije CBN u 10 uzoraka tokom perioda od 9 godina

starost Koncentracija CBN u uzorcima [ %]

uzorka 1 3 4 5 7 10 14 16 17 19
CO(CBN) 0,02 0,01 000 001 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
1 god. 0,11 0,09 007 0,07 006 0,02 0,04 0,04 0,03 0,02
2 god. 029 027 0,15 0,16 023 005 0,14 0,12 0,07 0,04
3 god. 0,67 060 028 029 044 0,17 029 0,23 0,09 0,05
4 god. 091 091 040 043 062 028 036 040 0,14 0,07
5 god. 1,31 1,27 057 047 0,69 033 040 049 0,17 0,09
6 god. 1,69 1,53 061 051 075 036 047 0,51 0,19 0,10
7 god. 1,81 166 064 054 077 037 051 0,53 0,20 0,11
8 god. 1,90 1,76 065 0,55 078 037 0,55 0,54 0,21 0,11
9 god. 1,93 1,79 065 0,55 078 037 0,57 0,55 0,21 0,11

Sli¢no kao kod THC, promjena koncentracije CBN veca je u prvim godinama nego kasnije, pa
se tako u osmoj i devetoj godini koncentracija CBN gotovo ne mijenja. MoZe se re¢i da je CBN
u ispitivanim uzorcima dostigao plato u osmoj godini, nakon ¢ega njegove vrijednosti ostaju
relativno konstantne. To je o¢ekivano, s obzirom da je CBN glavni proizvod degradacije THC,

nakon $to je THC pao na minimalne vrijednosti CBN nema viSe od ¢ega da nastaje.

Promjene koncentracija oba kanabinoida proporcionalne su vremenu cuvanja, §to moze
posluziti za procjenu priblizne starosti uzoraka marihuane na osnovu njihovog sadrZaja u
uzorku i medusobnog odnosa CBN/THC. Medutim, prilikom procjene starosti uzoraka treba
uzeti u obzir uslove skladistenja uzoraka (prisustvo svjetlosti, vlaznost i temperatura) koji imaju
znacajan uticaj na proces degradacije THC [Turner et al. 1973, Trofin et al., 2011; Sevigny,

2013; Dragoljic¢ i sar., 2013]. Generalno, §to je vi$i odnos CBN/THC, to su uzorci stariji.

Radi prac¢enja dinamike degradacije, na osnovu rezultata analiza deset uzoraka odredene su
konstante brzine reakcije razlaganja THC. U tabelama 11 i 12 prikazani su odgovarajuci

parametri i konstante brzine reakcije iz istraZivanja u ukupnom periodu od devet godina.

98



Tabela 11. Koncentracija THC, Inco/c; i konstante brzine reakcije za uzorke 1, 3,4, 516

Qé _ Uzorak br. 1 Uzorak br. 3 Uzorak br. 4 Uzorak br. 5§ Uzorak br. 6
o]
= ED CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct
>~ [%] [%] [%] [%] [%]
0 17,30 13,04 9,04 7,20 5,30
1 11,01 0,452 7,95 0,495 4,61 0,673 3,64 0,682 2,71 0,671
2 7,00 0,905 5,49 0,865 2,35 1,347 1,84 1,364 1,39 1,338
3 4,46 1,355 3,38 1,350 1,20 2,019 0,93 2,047 0,70 2,024
4 2,84 1,807 2,15 1,803 0,62 2,680 0,47 2,729 0,36 2,689
5 1,80 2,263 1,37 2,253 0,31 3,373 0,24 3,401 0,18 3,382
6 1,15 2,711 0,98 2,588 0,16 4,034 0,12 4,094 0,10 3,970
k= 0,452 godina! | k=0,450 godina! | k= 0,673 godina | k=0,681 godina! | k= 0,670 godina’!
7 0,58 3,395 0,54 3,184 0,08 4,727 0,07 4,633 0,05 4,663
8 0,36 3,872 0,34 3,647 0,04 5,420 0,03 5,481 0,03 5,174
9 0,29 4,088 0,22 4,082 0,02 6,114 0,02 5,886 0,01 6,273

k= 0,459 godina’!

k= 0,453 godina™!

k= 0,674 godina™!

k = 0,677 godina’!

k= 0,670 godina™!

Tabela 12. Koncentracija THC, Incy/c, i konstante brzine reakcije za uzorke 10, 14, 16, 171 19

Uzorak br. 10

Uzorak br. 14

Uzorak br. 16

Uzorak br. 17

Uzorak br. 19

= —

£3

‘= 80| crHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct CTHC Inco/ct

> [%] [%] [%] [%] [%]
0 3,00 2,30 2,22 1,03 0,50
1 1,63 0,610 1,64 0,338 1,33 0,512 0,67 0,430 0,31 0,478
2 0,88 1,226 1,06 0,775 0,80 1,021 0,44 0,850 0,20 0,916
3 0,47 1,854 0,73 1,148 0,48 1,531 0,29 1,267 0,12 1,427
4 0,26 2,446 0,56 1,413 0,29 2,035 0,19 1,690 0,08 1,833
5 0,14 3,065 0,51 1,506 0,17 2,569 0,12 2,150 0,05 2,303
6 0,06 3,912 0,39 1,775 0,10 3,100 0,08 2,555 0,03 2,813

k=0,611 godina! | k =0,341 godina™! | k= 0,510 godina! | k = 0,426 godina™! | k = 0,469 godina’

7 0,04 4,317 0,23 2,303 0,07 3,457 0,05 3,025 0,02 3,219
8 0,02 5,011 0,11 3,040 0,04 4,016 0,03 3,536 0,01 3,912
9 0,01 5,704 0,06 3,646 0,03 4,304 0,02 3,941 0,01 3,912

k = 0,616 godina™!

k =0,351 godina’!

k = 0,505 godina’!

k = 0,430 godina’!

k = 0,466 godina’!

Srednja vrijednost konstante brzine reakcije razlaganja THC odredena na osnovu analiza deset

uzoraka tokom perioda od devet godina iznosi je k. = 0,530 godina™'.

Na primjerima uzoraka broj 3 i 16 prikazan je dijagram zavisnosti koncentracije u funkciji

vremena, prema kojem se moZe graficki odredivati koncentracija THC (Slika 35).
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& 13,04 —&— uzorak 3
12 —&—uzorak 16

Koncentracija THC [%]

Vrijeme [god.]

Slika 35. Dijagram zavisnosti ctuc = f(t), za uzorke br. 3i 16

Na osnovu dijagrama zavisnosti lnz—0 = f(t), moze se graficki odrediti konstanta brzine ove
t

hemijske reakcije kao reakcije prvog reda (linearna zavisnost In 2—0 ) (Slika 36).
t

—&—uzorak 3 4,304
45 ] ’
—l—uzorak 16 4,016

0,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vrijeme [god.]

Slika 36. Dijagram zavisnosti Incy/c; = f(t), za uzorke br. 3i 16

Za reakcije prvog reda poluvrijeme reakcije odreduje se na osnovu relacije:

In2 0,693
tij2= =" [5]
Prema srednjoj vrijednosti konstante brzine razlaganja THC (k. = 0,530 godina™), dobijene na
osnovu analiza deset uzoraka tokom devet godina, poluvrijeme ove reakcije iznosi t; = 1,3
godina. To znaci da se sadrZaj aktivne komponente smanji na polovinu pocetne vrijednosti za

nesto vise od godinu dana.
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Na osnovu izraza za konstantu brzine reakcije prvog reda i podataka dobijenih analizama, mogu
se izracunati forenzic¢ki vrijedni podaci, kao §to je vrijeme za koje ¢e koncentracija THC pasti
ispod forenziCki znacajne vrijednosti (npr. ispod 0,2% ili cak do 0,00). Takode, mozZe se
izraCunati koncentracija koja se, na osnovu dinamike razlaganja, ofekuje u uzorku nakon

odredenog vremena Cuvanja:

Ce=co- e M (6]

Npr. kod uzorka br. 16, sa pocetnom koncentracijom 2,22% THC, prema relaciji [6] za godinu
dana ostalo bi jo$ 1,31% THC, Sto pribliZzno odgovara eksperimentalno dobijenoj vrijednosti od

1,33% THC.

Analogno tome, u slucajevima kada je iz odredenog razloga analiza biljnog materijala radena
nakon protoka odredenog vremena (uzorak cuvan u depozitu), na osnovu dobijene
koncentracije THC (c,) i konstante brzine reakcije razlaganja THC, moZe se izraCunati po€etna
koncentracija THC (co), odnosno koncentracija u vrijeme kada je biljka ubrana, $to moZe imati

forenziCki znacaj.

Stopa degradacije THC visa je u prvoj godini nego u narednim godinama, pa se moZe
konstatovati da je postotak gubitka sadrzaja THC u funkciji njegove pocCetne koncentracije.
Razgradnja je brza, posebno u prvim godinama, kod uzoraka sa veCom pocetnom
koncentracijom THC, dok je kod uzoraka sa niZom pocetnom koncentracijom (npr. ispod 1%)
razgradnja ravnomjernija. U korelaciji sa stopom opadanja koncentracije THC, koncentracija
CBN raste po visoj stopi u prvim godinama nego kasnije, Sto se moZe vidjeti na dijagramu

zavisnosti koncentracije CBN u funkciji vremena (Slika 37).

Iako je CBN glavni proizvod razgradnje THC, iz odnosa njihovih koncentracija dobijenih
analizama jasno je da se sav razgradeni THC ne konvertuje u CBN, $to ukazuje na postojanje i
drugih proizvoda razgradnje. Naime, javlja se izomerizacija A°-THC u A3-THC, koja je
izrazenija na poviSenoj temperaturi, sa ravnotezom u korist termodinamicki stabilnijeg izomera

A3-THC [Hazekamp et al., 2010).
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Slika 37. Dijagram zavisnosti ccgy = f(t), za uzorke br. 3i 16

Turner i ElSohly [1979] su predlozili moguc¢i put razgradnje THC, koji ukljucuje formiranje
sloZenih i nestabilnih racemskih smjesa epoksidnih i hidroksilovanih intermedijera, kao §to su
9,10-dihidroksi-A6a(10a)-THC,  10-etoxy-9-hydroxy-A6a(10a)-THC 1  8,9-dihidroksi-
A6a(10a)-THC. Oni su takode zakljucili da se ovi intermedijeri mogu detektovati samo gasnom
hromatografijom kao njihovi trimetilsilil (TMS) derivati, te da su ta jedinjenja osjetljiva na
toplotu, a kao najzastupljeniji konacni proizvod nastaje CBN. Stoga se u uzorku koji je

uskladiSten duZe vrijeme moZe naci relativno velika koli¢ina CBN.

Prilikom obrade rezultata primjeéene su odredene varijacije izmedu uzoraka, koje se odnose na
procenat gubitka THC, a time i na konstante brzine reakcije, kao i na nastanak CBN. Tu treba
imati u vidu da biljne uzorke karakteriSe heterogenost po viSe osnova, pa tako sadrzaj
kanabinoida zavisi od viSe faktora, kao Sto su varijetet biljke, geografsko podrucje, klima i
uslovi uzgoja, zenska ili muska biljka (zenske sadrze vise THC), te Cinjenice da razliciti dijelovi
iste biljke imaju razli¢it sadrzaj kanabinoida (npr. cvjetni vrhovi i gornji listovi sadrZze viSe
THC). Kod zaplijenjenih uzoraka ti faktori nisu poznati, $to na izvjesan nacin otezava obradu
rezultata analiza. Izborom reprezentativnog dijela uzorka biljnog materijala u fazi uzorkovanja,
kao i homogenizacijom uzorka u fazi pripreme za analizu, smanjuje se uticaj heterogenosti

uzorka na rezultate.

Ipak, ovaj kineticki pristup, kako za retrogradnu procjenu koncentracije THC na osnovu
naknadno izvrSene analize, tako i za procjenu starosti kanabis uzoraka, moze se primjeniti samo
u poznatim uslovima skladiStenja uzoraka. To znaci da bi svaka laboratorija trebala odrediti

kineticku konstantu na vlastitim uzorcima, koji se ¢uvaju u odredenim uslovima.
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5.3. Neki aspekti pripreme i analize kanabis uzoraka

U strucnoj literaturi mogu se naci brojne metode za pripremu i analizu kanabisa, primjenom
razlicitih analitiCkih tehnika. Svaka forenzicka laboratorija procjenjuje koje metode i tehnike
¢e se primjenjivati u svakodnevnom rutinskom radu, a koje u odredenim situacijama, zavisno
od specifi¢nih zahtjeva. Na izbor metoda i tehnika utice pojavni oblik i koli¢ina uzorka, zahtjevi
definisani propisima, kapacitet laboratorije u pogledu tehni¢ke opremljenosti, kao i frekvencija

i broj uzoraka koji se dostavljaju na analizu.

Prema Zakonu o sprecavanju i suzbijanju zloupotrebe opojnih droga u Bosni i Hercegovini,
biljka Cannabis sativa L., njeni dijelovi, aktivni sastojci biljke izdvojeni u bilo kojem obliku
(smole, ekstrakti i tinkture), kao i njen glavni psihoaktivni sastojak tetrahidrokanabinol svrstani
su u Tabelu I: Zabranjene supstance i biljke [SI. gl. BiH br. 08/06]. Stoga je forenzicka analiza
uzoraka sumnjivih na kanabis preparate usmjerena na identifikaciju, u smislu utvrdivanja da li
isti poticu od biljne vrste Cannabis sativa L., a posebno na analizu prisustva psihoaktivnog
sastojka A’-tetrahidrokanabinola. Istim Zakonom dozvoljen je uzgoj i promet biljke konoplje
(Cannabis sativa L.) u industrijske svrhe, ukoliko sadrzaj tetrahidrokanabinola u suhoj
supstanci biljke ne prelazi 0,2%, uz dozvole nadleznih organa. Stoga, forenzicka analiza u

nekim sluc¢ajevima podrazumijeva i analizu sadrZaja tetrahidrokanabinola.

Hemijska forenzicka laboratorija identifikaciju ilegalnih droga bazira na hemijskim analizama,
pa je mikroskopski pregled uzoraka ispitivanih u ovom radu koriSten samo u slucaju kada
morfoloSke karakteristike biljnih dijelova nisu bile makroskopski vidljive. U sli€nim
situacijama, koriSteni su i obojeni spot testovi, s obzirom na njihovu preliminarnu prirodu,
samo kao skrining tehnika. Za pouzdanu identifikaciju uzoraka sumnjivih na kanabis koriStene
su metode i tehnike hemijske analize, kao §to su hromatografija na tankom sloju i gasna

hromatografija.

Metode analiza koje se koriste za forenziCka ispitivanja moraju biti pouzdane, kako bi se
njihovom primjenom dobili tacni i nedvosmisleni rezultati, koji ¢e biti prihvaceni kao dokaz u
sudskim postupcima [ILAC, 2002]. U tom smislu, prednost se daje upotrebi priznatih metoda
objavljenih u relevantnoj strucnoj literaturi, koje su provjerene i potvrdena im je pouzdanost u
konkretnim laboratorijskim uslovima. Mogu se primjenjivati i metode razvijene ili prilagodene
u laboratoriji, uz proveden postupak validacije metode. Validacija metode podrazumijeva
potvrdivanje, ispitivanjem i prikupljanjem objektivnih dokaza, da su zahtjevi za predvidenu

specificnu upotrebu zadovoljeni i mora biti toliko sveobuhvatna koliko je dovoljno da se
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zadovolje potrebe za odredenu primjenu [BAS EN ISO/IEC 17025:2006]. Prema tome,
postupak validacije metode obuhvata provodenje eksperimenata i njihovo dokumentovanje sa
ciljem prikupljanja objektivnih dokaza da metoda odgovara planiranoj upotrebi. To
podrazumijeva eksperimentalno utvrdivanje odabranih parametara validacije i poredenje sa
kriterijima utvrdenim za te parametre, pri ¢emu oprema i pribor moraju biti kalibrisani, a
referentni materijali moraju biti sljedivi do nivoa certifikovanih referentnih materijala. Za
uspjeSnu validaciju analiticke metode neophodno je na pocetku definisati zahtjevane
performanse metode i saciniti plan validacije, kojeg se treba pridrzavati tokom postupka
validacije. Validacija treba obuhvatiti cijeli proces od pripreme uzorka do analize, ukljucujuci
tumacenje rezultata [BAS EN ISO/IEC 17025:2006; UNODC, 2009c; Carlin and Dean, 2013;
ILAC, 2013; BATA 2014, 2017].

U nastavku je paZnja posvecena faktorima koji mogu da uti¢u na rezultat analize, pocev od
uzorkovanja, preko pripreme uzoraka do analize. Eksperimentalno su ispitane performanse
primjenjenih metoda tankoslojne i gasne hromatografije, kao $to su: specifi¢nost/selektivnost,
granica detekcije, uticaj matriksa, ponovljivost, medupreciznost i otpornost (robusnost). Ispitan
je 1uticaj nekih faktora na rezultat kvantitativne analize, kao Sto su postupak ekstrakcije, tehnika
injektiranja, primjena metode eksternog ili internog standarda i primjena indirektnog

referentnog standarda.

5.3.1. Uzorkovanje kanabis biljke i njenih preparata

Biljke i biljne preparate karakteriSe visoka heterogenost, kako u fizickom tako i u hemijskom
smislu (svaki dio biljke ima razli¢it hemijski sastav), te je postupak uzorkovanja veoma vaZan

za dobijanje pouzdanih rezultata analize [Sexton and Ziskind, 2013; ENFSI, 2014].

Za uzorkovanje sa plantaZza moZe se primjeniti postupak uzorkovanja zasnovan na preporukama
Evropske Unije za plantaZe industrijske konoplje, koji je prilagoden prakticnim aspektima i
raznovrsnosti ilegalnih kanabis preparata. Kada se vizuelno konstatuje da su biljke na plantaZi
iste vrste, moZe se uzeti, po slu¢ajnom izboru, 30 cvjetnih vrhova (jedan vrh po biljci), odsjeci
u duZini od oko 20 cm i spremiti u papirnu vrecicu. Potrebno je voditi racuna da se uzorci

uzimaju sa cijele povrSine plantaze, a ne samo sa rubova [UNODC, 2009a].

Prilikom uzorkovanja velike koli¢ine ilegalnog kanabisa, koji moZe biti u obliku ubranih
stabljika biljnog materijala (Slika 38), suhih cvjetnih vrhova ili biljnog materijala pakovanog
na drugi nacin, za potrebe laboratorijske analize obi¢no se uzima po jedan uzorak na svakih 30

istovrsnih uzoraka. Ukoliko je broj uzoraka manji od 30 svi se dostavljaju u laboratoriju. Kada
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je u pitanju veliki broj jedinki sa prepoznatljivim karakteristikama kanabisa, moZe se primjeniti
i statisticka metoda uzorkovanja zasnovana na Bajesovom modelu vjerovatno¢e [UNODC,

2009a].

Slika 38. Ubrane biljke Cannabis sativa L.

Ukoliko se radi o vec¢oj koli€ini (npr. 5-10 kg) djelimi¢no usitnjenog biljnog materijala (forma
marihuane), koji se sastoji od malih fragmenata cvjeta, lista i stabljike, za uzorkovanje se
preporucuje metoda uzorkovanja poznata kao ,coning and quartering”. Postupak
podrazumijeva formiranje materijala u obliku hrpe, koja se potom spljosti u formu kruga ili
kvadrata, pa se krug podijeli na Cetiri pribliZzno ista dijela. Dvije naspramne Cetvrtine se uzmu i
pomijesaju, a preostale dvije Cetvrtine se odbace. Postupak se ponavlja dok se koli¢ina ne
redukuje na potrebnu koli¢inu uzorka, koji ¢e se koristiti za analize [Sexton and Ziskind, 2013;

ENFSI, 2014].

Uzorci kanabis smole mogu se uzeti u stanju u kojem su pronadeni (Slika 39). Ukoliko je smola
u obliku komprimovanih plo¢a — blokova, potrebno je uzorke za ispitivanje uzeti sa razlicitih
podrucja, kako bi oni bili reprezentativni za cijeli blok. To se postiZe mjestimi¢nim otvaranjem
bloka i uzimanjem uzoraka. Budu¢i da je poznato da na povrsini dolazi do oksidacije, uzorke

treba uzeti iz svjeZe slomljene unutrasnje povrSine bloka [UNODC, 2009a].
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(a) (b)
Slika 39. Uzorci kanabis smole

Za kvantitativnu analizu vece koli¢ine kanabis smole moZe se primjeniti postupak uzorkovanja
kao za praSkaste materijale, tako Sto se sa viSe mjesta uzmu uzorci od oko 1 g, koji se potom

pomjesaju da se dobije reprezentativan primarni uzorak [ENFSI, 2014].

Da se izbjegne trulenje i biodegradabilnost biljnog materijala, koji u pravilu sadrzi odredenu
koli¢inu vlage, uzorke treba prosu$iti na vazduhu i pakovati u papirnu ambalazu. Do
dostavljanja u laboratoriju uzorke treba ¢uvati na tamnom i hladnom mjestu. U takvim uslovima
skladiStenja usporava se degradacija psihoaktivnog sastojka tretrahidrokanabinola, osjetljivog

na kiseonik iz vazduha i UV svjetlo, koji ga oksidiraju do CBN [UNODC, 2009a].
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5.3.2. Hromatografija na tankom sloju - kvalitativna i semikvantitativna analiza

Hromatografija na tankom sloju koristi se u forenzickoj praksi za rutinske analize, zahvaljujuci
ekonomicnosti, relativno jednostavnom postupku izvodenja analize, moguénosti istovremene
analize veceg broja uzoraka na jednoj ploc¢i (10 do 15 uzoraka srodne vrste), Sto doprinosi

efikasnosti laboratorijskog rada.

Hemijska identifikacija kanabisa za forenzicke svrhe podrazumjeva identifikaciju kanabinoida
u uzorku (kvalitativna analiza), a forenzicka praksa se bazira na identifikaciju tri osnovna
kanabinoida, gdje se pored ciljnog analita psihoaktivnog tetrahidrokanabinola (THC), kao

prate¢i analiti identifikuju kanabidiol (CBD) i kanabinol (CBN), ukoliko su prisutni u uzorku.

Ako je za ispitivanje dovoljno kvalitativno dokazivanje prisustva kanabinoida (potvrda
predpostavke zasnovane na mikroskopskom ili makroskopskom pregledu da je biljni materijal
kanabis) homogenizacija biljnog materijala nije neophodna. Dovoljno je za ekstrakciju odabrati

dijelove biljke sa vis§im nivoom kanabinoida (cvjetni vrhovi i gornji listovi).

Za ekstrakciju je odabran reprezentativan dio uzoraka marihuane: biljni materijal koji se sastoji
od osusenih i usitnjenih cvjetnih vrhova i listova, bez sjemenki i dijelova stabljike. Uzorci
svjeze biljke suSeni su na sobnoj temperaturi, a potom su cvijetni vrhovi i listovi usitnjeni za

ekstrakciju.

Uzimaju¢i u obzir uobicajene koncentracije osnovnih kanabinoida u kanabis preparatima,
pogodnom koli¢inom materijala za ekstrakciju moze se smatrati oko 500 mg kanabis biljke,
100 mg kanabis smole i 50 mg kanabis ulja. Ekstrakcija se vr$i na sobnoj temperaturi sa 10 ml
organskog rastvarata muckanjem na horizontalnom Sejkeru ili u ultrazvu¢nom kupatilu 15
minuta, a moZe se primjeniti i pasivna ekstrakcija kada se smjesa uzorka i rastvaraca ostavi da
stoji oko 1 sat. Za kvalitativnu identifikaciju, mogu biti dovoljne i manje koli¢ine uzorka i
rastvaraca, prema procjeni analitiCara, uz napomenu da svaku modifikaciju metode treba
provjeriti i potvrditi. Budu¢i da su kanabinoidi rastvorljivi u vecini organskih rastvaraca
(metanol, petrol eter, n-heksan, toluen, hloroform) i kombinacijama rastvaraca kao §to su
metanol : hloroform (9:1 ili 1:1), svi se mogu koristiti za ekstrakciju. Ipak treba uzeti u obzir
da nepolarni rastvaraci daju relativno Cist ekstrakt neutralnih kanabinoida kvantitativno, dok
polarni rastvaraci i njihove kombinacije daju dobre kvantitativne ekstrakcije kanabinoidnih
kiselina. Nakon ekstrakcije preporucuje se filtriranje, a moZe se koristiti i te¢ni supernatant bez

prethodnog filtriranja [UNODC, 2009a].
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Standardni rastvori kanabinoida pripremljeni su u koncentraciji 0,5 mg/ml odgovarajuceg

kanabinoida u metanolu ili etanolu, a do upotrebe su ¢uvani na hladnom i tamnom mjestu.

Prilikom validacije metode kvalitativne analize, potrebno je ispitati sljedece performanse
metode: specifiCnost/selektivnost, granicu detekcije, uticaj matriksa, ponovljivost,

medupreciznost i otpornost (robusnost) [UNODC, 2009¢; Trullols et al., 2004].

Ispitivanje performansi metode sprovedeno je analizom uzoraka kanabis biljke zajedno sa

referentnim standardima osnovnih kanabinoida, prema sljede¢im koracima:

» Na TLC-plocu dimenzija 20 x 10 cm pomoc¢u mikrokapilara nanesu se rastvori
referentnih standarda i ekstrakti uzoraka na prethodno obiljeZene startne tacke sa
medusobnim razmakom 1,5 c¢cm, na udaljenosti 1 cm od donjeg ruba ploce. Prije
koriStenja mikrokapilare se isperu Cistim rastvaracem (ista vrsta rastvaraca kao za
rastvaranje i ekstrakciju). Za svako nanoSenje koristi se ¢ista mikrokapilara, posusena
na filter papiru, a nakon upotrebe mikrokapilare se odlazu u drugu ¢asu sa istom vrstom
rastvaraca, radi ispiranja. Na prvu startnu tacku nanese se slijepa proba (Cist rastvarac),
potom pojedinacni rastvori standarda THC, CBN i CBD poznate koncentracije, pa
rastvor smjese standarda i ekstrakti uzoraka. Po 10 pl rastvora standarda i ekstrakata
uzoraka nanosi se postepeno na prethodno obiljeZene startne tacke, tako da pre¢nik
startne mrlje ne prelazi 3-4 mm. Na kraju se obiljezi linija fronta za razvijanje,
preporuceno 1 cm od gornjeg ruba ploce (duZina fronta 8 cm za plocu visine 10 cm).

» Nakon nanosenja rastvora standarda i ekstrakata uzoraka, formirane startne mrlje se suse
na sobnoj temperaturi, a za to vrijeme se pripremi odgovaraju¢a mobilna faza (sistem
razvijaca). Mobilna faza se sipa u staklenu komoru, predvidenu za razvijanje ploce (nivo
teCnosti do 1 cm) i ostavi poklopljeno 10 do 15 minuta, da se postigne zasi¢enje para
razvijaca.

» Ploca se stavlja u komoru, tako da je donji kraj potopljen u mobilnu fazu, radi razvijanja
uzlaznom tehnikom. Razvijanje je zavr§eno kada mobilna faza dostigne obiljeZenu liniju
fronta.

» Prije vizuelizacije ploce treba osusiti, Sto se moZe obaviti u digestoru na sobnoj
temperaturi ili kratko pomocu toplog vazduha (fenom), a moZe se koristiti i suSnica.
Ploce se prvo posmatraju pod UV-svjetlom (254 nm), a uoCene mrlje se oznace
grafitnom olovkom, nakon Cega slijedi hemijska vizuelizacija rastvorom Fast Blue B

Salt, u formi sprej-reagensa.
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Reagens Fast Blue B Salt treba biti svjeZze pripremljen. Preporucuje se dnevna priprema

reagensa na jedan od sljedecih nacina:

— reagens 1: 50 mg u 20 ml NaOH (0,1N),

— reagens 2: 50 mg u 1 ml vode i dodati 20 ml metanola.

Za pravilno razvijanje boja vazno je da TLC ploce budu alkalne, $to se moze postic¢i upotrebom
reagenasa 1 ili alternativno, nanoSenjem dietilamina u spreju, prije prskanja ploce sprej-
reagensom Fast Blue B Salt. Slican efekat se moZe posti¢i prskanjem rastvorom Fast Blue B

Salt u vodi, pa potom rastvorom 0,1 M NaOH [UNODC, 2009a; Hazekamp et al. 2010].

Ako je potrebno da boje budu postojane duZe vrijeme to se moZe posti¢i slijedeéim
redoslijedom prskanja: Dietilamin — Fast Blue B Salt rastvor (reagens 2) — Dietilamin. U ¢istoj
plasti¢noj vrecici ploce se mogu Cuvati duZe vrijeme, bez tamnjenja. Kao alternativa, razvijene
i vizuelizovane plo¢e (TLC — hromatogrami) mogu se skenirati ili fotografisati radi

obezbjedenja trajnog zapisa rezultata analize [Moffat, 1986; UNODC, 2009a].

5.3.2.1. Procjena selektivnosti i specificnosti metode hromatografije na tankom sloju
Metoda je selektivna ako su osnovni kanabinoidi dobro hromatografski razdvojeni medusobno,
ali i od ostalih jedinjenja koja ¢ine matriks kanabisa, a mogu se analizirati istom metodom. Isto
tako, potrebno je dobro razdvajanje od supstanci koje se koriste za pripremu uzoraka (rastvaraci
i komponente razvijaca). Selektivnost kod metode tankoslojne hromatografije ogleda se u tome
da svaki osnovni kanabinoid u matriksu ima svoju mrlju, karakteristicnu po boji i Rf-

vrijednosti, te da su im mrlje medusobno razdvojene za minimum 0,1 cm.

Metoda je specifi¢na ukoliko se mrlje osnovnih kanabinoida iz uzoraka biljke slazu po boji i
Rf-vrijednostima sa mrljama referentnih standarda, pri ¢emu odstupanje u Rf-vrijednostima ne

smije biti vece od 0,2.

Selektivnost i specifi¢nost metode testirane su pomocu rastvora referentnih standarda THC,

CBN i CBD.

Za odredivanje Rf-vrijednosti pripremljeni su i analizirani rastvori referentnih standarda tri

osnovna kanabinoida u etanolu, koncentracije 1 mg/ml, kao i smjesa standarda.

Nakon razvijanja TLC-ploce izvrSena je vizuelizacija hromatograma, a potom mjerenje

predenog puta svakog kanabinoida (d) i odredivanje medusobnog rastojanja mrlja:
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drac—degn=5,5cm —-5,0cm =0,5cm > 0,1

desp —drac=6,0cm—5,5cm=0,5cm > 0,1

IzraCunavanje Rf-vrijednosti izvr§eno je prema formuli 2, a iste su u formi Rf x 100,

pojedinacno i u smjesi, prikazane u tabeli 13.

Tabela 13. Rf - vrijednosti osnovnih kanabinoida

Ref. Rf x 100
standardi THC CBD CBN
St.cBD) - 75,0 -
St.ctHo) 68,7 - -

St.ccen - - 62,5
Smjesa st. 68,7 75,0 62,5

Na slici 40 jasno se uocavaju mrlje razlicitih boja, karakteristi¢nih za svaki kanabinoid: THC —
ruzic¢asta, CBD — oranz-smeda, CBN — ljubicasta, medusobno razdvojene za ne manje od 0,1
cm, te se moZe zakljuciti da metoda obezbjeduje dobro hromatografsko razdvajanje tri osnovna

kanabinoida, $to znaci da je metoda selektivna.

Slika 40. TLC hromatogram ref. standarda osnovnih kanabinoida

Uporedivanjem boja i Rf-vrijednosti mrlja kanabinoida u smjesi standardnih rastvora, sa

bojama i Rf-vrijednostima odgovarajuc¢ih kanabinoida u rastvorima pojedinac¢nih standarda
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utvrdeno je podudaranje, pri cemu odstupanje Rf-vrijenosti nije ve¢e od 0,2, ¢ime je dokazana

specifi¢nost ispitivane analiticke metode.

5.3.2.2. Odredivanje granice detekcije THC metodom tankoslojne hromatografije
Granica detekcije definiSe se kao najniZza koncentracija analita koja moZe biti detektovana
odredenom metodom u datom matriksu [Trullols et al., 2004]. Granica detekcije odredena je za
ciljni analit — psihoaktivni tetrahidrokanabinol, koriStenjem rastvora THC standarda razlicitih
koncentracija. Potrebno je odrediti da li metoda omogucava identifikaciju THC u uzorcima

kanabisa sa niskom koncentracijom THC (ispod 0,2%).

Rastvori razlicitih koncentracija pripremljeni su razblazenjem standardnog rastvora THC konc.
1 mg/ml (tabela 14). Na startne tacke naneseno je po 10 pl rastvora koji su analizirani
tankoslojnom hromatografijom. Nakon vizuelizacije razvijenog hromatograma rastvora
referentnog standarda razli€itih koncentracija, THC je identifikovan na osnovu karakteristi¢ne

boje mrlje odgovarajuce Rf-vrijednosti.

Tabela 14. Referentni standard THC razlictih koncentracija

Oznaka V(10 pl), konc. Nanesena masa Rf
THC [mg/ml] THC [pg]

GD1 1 10,00 0,77
GD2 0,5 5,00 0,76
GD3 0,2 2,00 0,76
GD4 0,067 0,67 0,75
GD5 0,04 0,40 0,74
GD6 0,008 0,08 0,75
GD7 0,004 0,04 0,76
GDS8 0,0027 0,027 0,77
GD9 0,0016 0,016 -

Granica detekcije odredena je kao najniZa nanesena masa THC za koju je jasno vidljiva mrlja

(0,08 ng), dok se kod rastvora sa manje THC mrlja ne uocava jasno (Slika 41).
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Slika 41. TLC hromatogram razvijenih standarda THC razlicitih koncentracija

5.3.2.3. Ispitivanje uticaja matriksa na identifikaciju kanabinoida metodom tankoslojne
hromatografije

Metoda mora omogucditi identifikaciju THC u prisustvu svih jedinjenja koji se nalaze u biljci
(matriks), a mogu se detektovati ovom tehnikom. Drugim rije¢ima, ni jedno jedinjenje prisutno

u biljci ne smije ometati identifikaciju THC.

Kanabis biljka sadrzi preko 500 razli¢itih jedinjenja, od kojih je preko 100 kanabinoida, tako
da je gotovo nemoguce nabaviti referentne standarde i eksperimentalno odrediti Rf svih
jedinjenja koja se mogu nalaziti u biljci. Medutim, tokom dugogodis$nje primjene tehnike
tankoslojne hromatografije za analizu kanabis uzoraka, nije zabiljeZen slucaj da se Rf-
vrijednost nekog od osnovnih kanabinoida (THC, CBD i CBN) poklopila sa Rf-vrijednosti neke
druge komponente iz kanabis biljke. Ipak, u cilju potvrde da matriks biljke nema uticaj na
identifikaciju ciljnih analita, tokom postupka validacije metode izvrSena je analiza uzoraka
biljke Cannabis sativa L., prethodno analiziranih primjenom druge analiticke tehnike (GC/MS)

kojom je potvrdeno prisustvo THC, CBD i CBN u uzorcima.

Odvagano je po 250 mg usitnjenih biljnih uzoraka koji su ekstrahovani sa po 5 ml hloroforma
u trajanju 30 minuta na horizontalnom Sejkeru. Nakon ekstrakcije izvrSeno je filtriranje, a
potom uparavanje filtrata radi dekarboksilacije kanabinoidnih kiselina, te su upareni ostaci

rastvoreni hloroformom i ekstrakti podeSeni na koncentraciju 50 mg/ml i analizirani.

Vizuelizacijom razvijenog TLC-hromatograma biljnih ekstrakata konstatovano je prisustvo

mrlja u bojama karakteristicnim za tri osnovna kanabinoida, na odgovaraju¢im Rf-

112



vrijednostima, ¢ime je dokazano da matriks uzoraka nema uticaj na selektvnost i specificnost

metode.

5.3.2.4. Ponovljivost, medupreciznost i otpornost metode tankoslojne hromatografije

Ponovljivost je provjerena nizom analiza standarda razli¢itih koncentracija i uzoraka, koje su
izvedene kako pod istim uslovima, tako i pod razli¢itim uslovima (npr. dnevna temperatura i
vlaznost u laboratoriji). Medupreciznost je provjerena tako $to iste rastvore na istu plo¢u nanesu

dva analiti¢ara.

Ponovljivost i medupreciznost su potvrdene time $to u nizu izvedenih analiza postoji visok
kvalitet slaganja mrlja odgovarajuc¢ih kanabinoida po boji Rf-vrijednosti, pri istim uslovima,

odnosno na istoj TLC-ploci.

Provjerom otpornosti (robusnosti) utvrduje se koliko je metoda otporna na neke promjene koje
se mogu ocekivati u rutinskom laboratorijskom radu. U tom smislu provjeren je uticaj
rastvaraca koji se koristi za ekstrakciju kanabis uzoraka, uticaj nacina ekstrakcije i stabilnost

ekstrakta uzorka ¢uvanog u razli¢itim uslovima odredeno vrijeme.

Ispitivanje uticaja rastvaraca provjereno je tako §to su uzorci biljnog materijala ekstrahovani sa
Cetiri razlicita rastvaraca: hloroform, toluen, etanol i petroleter, te analizirani po prethodno
opisanom postupku. Utvrdeno je da tri osnovna kanabinoida imaju mrlje karakteristicnih boja i
odgovarajuc¢ih Rf-vrijednosti u sva Cetiri rastvaraca, pa se moze zakljuciti da se bilo koji od
ispitanih rastvaraca moZe koristiti za ekstrakciju. Na isti na¢in mogu se ispitati i drugi rastvaraci
ili kombinacije rastavraca, pogodni za ekstrakciju kanabisa (npr. n-heksan, metanol:hloroform

(9:1)idr.).

Provjera uticaja nacina ekstrakcije na rezultat analize izvrSena je tako $to su biljni uzorci
ekstrahovani 30 minuta na horizontalnom $ejkeru ili 15 minuta u ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon
analize ekstrakata utvrdeno je da su vidljive karakteristi¢cne mrlje odgovarajucih Rf-vrijednosti

za sva tri kanabinoida, te se moZe konstatovati da se mogu primjenjivati oba na¢ina ekstrakcije.

Stabilnost ekstrakta biljnog uzorka provjerena je tako $to su ekstrakti analizirani odmah nakon
ekstrakcije, a potom su podijeljeni na dva dijela, od kojih je dio Cuvan na sobnoj temperaturi, a
dio u frizideru na +4°C. Nakon 24 h izvrSena je analiza, pri ¢emu su u biljnim ekstraktima
identifikovani osnovni kanabinoidi na osnovu mrlja karakteristi¢nih boja i odgovaraju¢ih Rf-
vrijednosti (Slika 42). Na osnovu toga se moze zakljuciti da su biljni ekstrakti stabilni 24 h, bilo

da se ¢uvaju u frizideru ili na sobnoj temperaturi.
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Slika 42. TLC hromatogram razvijenih biljnih ekstrakata

Sli¢no se moZe ispitati stabilnost ekstrakata i u duzem periodu, npr. do tri dana [Mati¢ i sar.,
2017], ukoliko je to potrebno, ali se period od 24 h smatra dovoljnim. Naime, ukoliko se svi
ekstrakti pripremljenih uzoraka ne stignu analizirati istog dana, analiza preostalih ekstrakata

analizirace se sljede¢i dan.

Prema izvrSenim ispitivanjima parametara za pracenje otpornosti metode, analiticar moZe
odabrati nacin pripreme uzoraka, u smislu izbora rastvaraca, nacina ekstrakcije i Cuvanja
ekstrakata. Kada se procijeni da je potrebno, mogu se ispitati i drugi parametri koji mogu imati

uticaj na otpornost metode.
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5.3.2.5. Semikvantitativno odredivanje THC metodom tankoslojne hromatografije

Metoda semikvantitativne tankoslojne hromatografske analize kanabisa za forenzicke svrhe
namijenjena je semikvantitativnom odredivanju glavnog psihoaktivnog sastojka
tetrahidrokanabinola (THC), pri ¢emu se istovremeno moze kvalitativno dokazati prisustvo
kanabidiola (CBD) i knabinola (CBN). S obzirom da je, prema propisima, za industrijske svrhe
dozvoljen uzgoj i promet biljke ¢iji sadrzaj tetrahidrokanabinola u suhoj supstanci biljke ne
prelazi 0,2%, metodom semikvantitativne analize odreduje se da li je sadrZaj THC u uzorku

manyji ili veéi od te vrijednosti.

Kriterijumi za potvrdivanje rezultata prilikom analize kanabis uzoraka (biljka, smola ili ulje)

semikvantitativnom metodom tankoslojne hromatografije:

— da se Rf-vrijednost i boja mrlje THC u ekstraktu uzorka slaze sa referentnim standardom
THC (razlika Rf ne veéa od 0,2);

— darastojanje izmedu mrlje THC i mrlja CBD i CBN nije manje 0,1 cm;

— da je mrlja THC u ekstraktu uzorka po intenzitetu boje ista ili intenzivnija od mrlje

standarda, za sadrzaj THC jednak ili veci od 0,2%.

Radi provjere navedenih kriterijuma izvrSena je analiza tri uzorka biljnog materijala metodom
tankoslojne hromatografije, a rezultati su uporedeni sa gasnohromatografskom analizom istih

uzoraka.

Odvagano je po 100 mg tri uzorka osusenog i usitnjenog biljnog materijala, te su nakon
ekstrakcije i uparavanja rastvaranjem sa po 2 ml hloroforma podeseni na masenu koncentraciju
biljne materije 50 mg/ml, odnosno 50 pg/pl. Na plocu je naneseno po 10 pl biljnih ekstrakata,
Sto odgovara masi 500 pg uzorka i 10 pl standarda THC koncentracije 0,1 mg/ml, odnosno 1
pg THC. Na osnovu toga, maseni udio THC u uzorcima za mrlje istog intenziteta kao u

standardu, dat je izrazom:

_ 1ug . _
w = (Sooﬂg) 100 = 0,2% [7]

115



= &

e A @ =5 i )
EMboL, CRD - CEN. Ve cAM-A Boo s X, Howrn

0,099 51D

Slika 43. TLC ploca razvijenih standarda kanabinoida i biljnih uzoraka

Prema slici 43, kada je mrlja THC u uzorku istog ili veceg intenziteta boje u odnosu na mrlju
standarda THC konc. 0,1 mg/ml, udio THC u uzorku je jednak ili veéi 0,2% (uzorci CAN-1 i
CAN-2). [zostanak mrlje ili pojava mrlje manjeg intenziteta boje od mrlje standarda upucuje na

to da je procenat THC u uzorku manji od 0,2% (uzorak CAN-3).

Isti biljni ekstrakti su analizirani metodom gasne hromatografije (GC/FID) i utvrden je sadrzaj

THC:

uzorak CAN-1 sadrzi 1,08% THC,
uzorak CAN-2 sadrzi 0,62% THC i
uzorak CAN-3 sadrzi 0,12% THC.

Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima tanskoslojne hromatografije moze se zakljuciti da
semikvantitativna metoda tanskoslojne hromatografije zadovoljava potrebne kriterijume, pri
¢emu treba naglasiti da se semikvantitativnom metodom ne odreduje tacan procenat THC u
uzorcima, ve¢ se samo odreduje da li je udio THC manji ili ve¢i od 0,2%, $to je granica za

dozvoljeni uzgoj, u skladu sa propisima.
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5.3.3. Metode gasno-hromatografske analize kanabisa

Gasna hromatografija je tehnika izbora za analizu kanabis preparata, a pogodna je kako za
analizu razli¢itih uzoraka tako i za analizu tragova (npr. tragovi na priboru). Za analizu kanabis
preparata najcesce se koriste tehnike gasne hromatografije sa plameno jonizacionim detektorom

(GC/FID) i gasne hromatografije sa masenim spektrometrom kao detektorom (GC/MS).

5.3.3.1. Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionim detektorom (GC/FID)
Kod gasne hromatografije identifikacija se vr$i na osnovu retencionog vremena (Rt) odredene
komponente uzorka u komparaciji sa Rt referentnog standarda odgovaraju¢e komponente.
Radni uslovi instrumenta trebaju biti podeSeni tako da svaki kanabinoid ima specificno Rt, a za
selektivnost je vazno dobro razdvajanje pikova, kako osnovnih kanabinoida, tako i drugih
komponenti prisutnih u matriksu uzorka. lako se u literaturi moZe na¢i mnogo metoda
preporucenih za analizu kanabis preparata, optimalni radni uslovi definiSu se nizom
eksperimenata, sa ciljem dobijanja kvalitetnih, medusobno dobro razdvojenih pikova u
razumnom vremenu analize. Za smjese jedinjenja sa sli¢nim retencionim osobinama moZe se
primjeniti izotermna metoda (tabela 15), kojom se izbjegava postupak hladenja hromatografske
pe¢i sa maksimalne do pocetne temperature, nakon analize svakog uzorka, $to ima uticaj na

trajanje analize. To posebno dolazi do izraZaja prilikom analize serije istovrsnih uzoraka.

Tabela 15. Radni uslovi gasnog hromatografa

Kolona Kapilarna, stacionarna faza: 5% difenil, 95% dimetilpolisiloksan),
dimenzija: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Injektor Split/Splitless, temp. 280°C

Injekcioni volumen 1 pl (injektiranje ru¢no ili autosemplerom)

Split ratio 20:1

Temperatura peci 260°C izotermno, 8 min.

Gas nosac azot (N) ¢istoce 99.9999%, konstantnog protoka 2 ml/min,

Detektor FID (plameno-jonizacioni detektor), temp. 300°C,

Protok gasova: Hz 35 ml/min i vazduh 350 ml/min.

Odredivanje specifi¢nih retencionih vremena (Rt) za tri osnovna kanabinoida (THC, CBD i
CBN) izvrSeno je analizom rastvora referentnih standarda svakog kanabinoida, prema radnim
uslovima instrumenta navedenim u tabeli 15. Uticaj rastvaraca na selektivnost i specificnost
metode GC/FID, kao vaZnih parametara validacije, testiran je sa hloroformom, etanolom i
toluenom. Analiza biljnog materijala ekstrahovanog sa ova tri rastvaraca izvrSena je pod istim
radnim uslovima instrumenta, a Rt kanabinoida u ekstraktima uzoraka u komparaciji sa Rt

kanabinoida u rastvorima standarda prikazana su u tabeli 16.
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Tabela 16. Rt kanabinoida u rastvorima standarda i ekstraktima uzorka

'2 g s '§ Rt kanabinoida u ekstraktima uzorka
T biljke Cannabis sativa L.

» “ Hloroform Toluen Etanol
CBD 4,46 4,45 4,41 4,42 4,42
THC 5,57 5,56 5,56 5,56 5,57
CBN 6,54 6,54 6,49 6,51 6,50

Na osnovu retencionih vremena CBD, THC i CBN u rastvorima standarda i ekstraktima uzoraka
moze se zakljuciti da su Rt u prihvatljivim granicama (+ 0,05). Na hromatogramu biljnog
ekstrakta (Slika 44) mozZe se vidjeti redoslijed eluacije CBD, THC i CBN, pri stacionarnoj fazi

kolone, navedenoj u tabeli 15.

8000, C:\Im Files\Thermo\Chrom-Card Trace-Focus GC\Walidacija kanabis\Kanabis\BA2 dat
638.0+
L’j'jﬁ THC
476.0
(mWVolt)
314.04
|(,6.51 CBMN
152.04
L’4'42 CBD
!“M! ! 1463 12123 |3-54 A B
100 I T T T T I T B
0.0 1.6 3199  (mun) 4799 6.399 7.998

Sample name -BA2 (# §)

Slika 44. Hromatogram ekstrakta kanabis biljke

Na hromatogramu se takode vidi se da su osnovni kanabinoidi dobro hromatografski
razdvojeni, $to znaci da je metoda selektivna. Pikovi su ostri, bez tejlinga i dvostrukih vrhova,
$to ukazuje da nema uticaja matriksa na rezultat kvalitativne analize. Za ekstrakciju biljnih
uzoraka moZe se upotrebiti bilo koji od ispitanih rastvaraca, a na slican nacin se mogu ispitati i

drugi rastvaraci ili njihove kombinacije.

Donja granica detekcije je najmanja koncentracija analita koja se odredenom metodom moze
detektovati. Procjena moze biti vizuelna, na osnovu odnosa signal/Sum (S/N) i predstavlja
najmanji signal koji se vizuelno moZe prepoznati. U forenzickoj praksi odreduje se donja
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granica detekcije za psihoaktivni sastojak THC, pri ¢emu je prihvatljiva donja granica detekcije
koncentracija od 0,01 mg/ml, iako mogu biti detektovane i niZe vrijednosti. Pik treba biti vidljiv,

pri ¢emu ga instrument detektuje na odgovaraju¢em retencionom vremenu.

Za odredivanje donje granice detekcije, jos jednog znacajnog parametra validacije, pripremljeni
su rastvori referentnog standarda THC razlicitih koncentracija. Analize su ponovljene u tri dana
od strane tri analiticara, ¢ime je dokazana ponovljivost i medupreciznost. Rezultati analiza su

prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Rastvori referentnog standarda THC razlicitih koncentracija
Rt THC u rastvorima standarda razlicitih koncentracija

Konc
THC
[mg/ml]

I dan 11 dan III dan
1.analiti¢ar 2.analiti¢ar 3.analiti¢ar

1,000 5,54 5,56 5,55
0,500 5,54 5,55 5,54
0,250 5,54 5,55 5,53
0,125 5,54 5,54 5,53
0,062 5,54 5,54 5,53
0,031 5,54 5,53 5,53
0,016 5,54 5,55 5,55
0,008 5,53 5,55 5,52
0,004 - - -

0,002 - - -

0,001 - - -

Kod svih detektovanih pikova Rt je u granicama prihvatljivosti (£0,05). Utvrdena je donja
granica detekcije pri koncentraciji 0,008 mg/ml, pri kojoj je pik vidljiv i instrument ga detektuje
kao THC, §to je preciznije od potrebnog uslova prihvatljive granice detekcije od 0,01 mg/ml.
Rastvori su analizirani tokom tri dana ¢ime je utvrdena i stabilnost rastvora THC tokom tog

perioda.

Gornja granica detekcije je najveca koncentracija pri kojoj se pik na hromatogramu identifikuje
kao pik THC. Odredivanje gornje granice detekcije u ovom slucaju nije od znacaja, jer biljka
ne sadrZi tako visoke koncentracije THC, dok se koncentrovani preparati (npr. kanabis ulje)
mogu razblaziti do koncentracije koja ¢e dati pik prepoznatljive veliCine. Zbog toga nije

neophodno ispitivati gornju granicu detekcije prilikom kreiranja metode za analizu kanabisa.

Gasnohromatografska identifikacija po retencionom vremenu nije potpuno pouzdana, kada se
uzme u obzir postojanje nekoliko desetina hiljada organskih jedinjenja, jer prakti¢no moZze doc¢i

do poklapanja retencionog vremena dva ili viSe jedinjenja srodne strukture [McNair and Miller,
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2009]. Ta mogucnost je posebno izraZena prilikom analize sloZenih smjesa, kao Sto je kanabis
biljka koja sadrZi viSe od 500 jedinjenja. Stoga je, kada se koristi tehnika gasne hromatografije
sa FID ili nekim drugim univerzalnim detektorom, neophodno primjeniti jo§ neku analiticku
tehniku. Kod biljnog materijala to moze biti makroskopski i mikroskopski pregled fizickih
karakteristika, ukoliko su one vidljive (poglavlja 2.1. i 3.2.2.). Kada te karakteristike nisu
uocljive, kao u slu¢aju veoma usitnjenog biljnog materijala ili preparata kanabis smole i ulja,
primjenjuju se hemijske tehnike, kao $to je tankoslojna hromatografija, kojom se vrsi dvostruka
identifikacija — prema Rf vrijednosti i prema karakteristicnim bojama osnovnih kanabinoida sa

reagensom za vizuelizaciju (poglavlje 5.3.2.).

Medutim, kada se raspolaze sa malom koli¢inom uzorka, nedovoljnom za primjenu vise
razli¢itih tehnika, a imajuéi u vidu da retenciono vrijeme kao parametar gasne hromatografije
ne moze pouzdano potvrditi identitet pika, tada je tehnika izbora gasna hromatografija sa

masenim spektrometrijskim detektorom, poznata kao gasno-masena hromatografija (GC/MS).

5.3.3.2. Gasna hromatografija sa masenim spektrometrijskim detektorom (GC/MS)

Ova kombinovana tehnika je Siroko rasprostranjena za analizu organskih jedinjenja u sloZenim
smjesama, jer pored hromatografske identifikacije po retencionom vremenu, omogucuje
identifikaciju pojedinih kmponenti na osnovu masenih spektara jedinjenja, Sto doprinosi
pouzdanosti identifikacije. Dakle, kod gasno-masene hromatografije, specifi¢no je retenciono
vrijeme ciljnih analita u hromatogramu, kao i prisustvo karakteristi¢nih pikova (m/7) u masenim

spektrima, dok za selektivnost metoda mora omoguciti dobro hromatografsko razdvajanje.

Selektivnost kao parametar validacije GC/MS metode ispitana je poredenjem retencionih
vremena (Rt) osnovnih kanabionoida odredenih pojedinac¢no i Rt vrijednosti kanabionoida u
smjesi. Za odredivanje retencionih vremena (Rt) pripremljeni su rastvori referentnih standarda
tri osnovna kanabinoida u metanolu, koncentracije 0,5 mg/ml i analizirani su pojedinacno, a
potom je analizirana smjesa tri standarda. Radni uslovi instrumenta podeSeni su tako da se
obezbijedi zadovoljavajuca detekcija i prihvatljivo razdvajanje tri osnovna kanabinoida u

hromatogramu (tabela 18).
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Tabela 18. Radni uslovi instrumenta
Injektor Temperatura 260°C

Injekcioni volumen: 1 Wl (autosampler)
Split ratio 25:1
Gas nosac He (5.0), 2 ml/min,

Kolona TR-5MS: 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm,
5% Phenyl Polysilphenylene Siloxane

Program Pocetna temperatura: 170°C — 1 min.
hromatografske pecéi Rata: 20°C/min. do 260°C
Konac¢na temperatura: 260°C — 3 min.
Ukupno vrijeme analize: 8,5 min.
Detektor (MS) Transfer line: 270°C, Solvent delay: 2 min.

Rezultati analiza prikazani su u Tabeli 19, gdje se vidi da svaki kanabinoid ima svoje specifi¢no
retenciono vrijeme, a stepen slaganja Rt pojedinog kanabinoida u smjesi standarda sa Rt

odgovarajuceg standarda kanabinoida zadovoljava kriterijum 0,05 minuta.

Tabela 19. Rt kanabinoida u rastvorima referentnih
standarda pojedinacno i u smjesi

Rastvori Rt
standarda CBD THC CBN
THC-st. - 5,84 -
CBD-st. 5,41 - -
CBN-st. - - 6,19
Smjesa 5,41 5,83 6,19
standarda

Na osnovu retencionih vremena moZe se zakljuditi da metoda obezbjeduje dobro

hromatografsko razdvajanje osnovnih kanabinoida (Slika 45), $to znaci da je metoda selektivna.
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Slika 45. Hromatogram smjese referentnih standarda osnovnih kanabinoida (CBD, THC i CBN)

121



Maseni spektri osnovnih kanabinoida evaluirani su pomocu biblioteke spektara kojom
raspolaze softver instrumenta (SWGDRUG, NIST) i poredenjem sa spektrima u literaturi.
Karakteristi¢ni pikovi (m/z) masenih spektara osnovnih kanabinoida, prema komercijalnim
bibliotekama (NIST, Willey) i stru¢noj literaturi prikazani su u tabeli 20 [Moffat et al., 1986;
SWGDRUG, 2005].

Tabela 20. Karakteristicni pikovi (m/z) osnovnih kanabinoida u masenom spektru

Kanabinoidi CAS m/z
A°-tetrahidrokanabinol (A°-THC)  1972-08-3 299, 231, 314, 271, 243, 258
kanabidiol (CBD) 13956-29-1 231, 246, 174, 193, 314
kanabinol (CBN) 521-35-7 295, 238, 310, 119, 251

Sli¢nost spektara vrednuje se indeksom kvaliteta (mmatch quality), a identifikacija se bazira na
podacima punog spektra (SCAN). Ako maseni spektar jedinjenja odgovara spektru iz biblioteke
sa indeksom kvaliteta > 90 zahtjev je zadovoljen. Ako je indeks kvaliteta > 80 < 90 dozvoljeno
je primjeniti softverske alate radi poboljSanja spektra. Za definitivnu identifikaciju ciljnog
analita treba biti prisutan i molekularni jon-pik u spektru. Identifikacija jedinjenja prema

masenom spektru prikazana je na primjeru kanabinola (Slika 46).
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Slika 46. Maseni spektar CBN u rastvoru smjese referentnih standarda (a) i
spektar CBN iz biblioteke spektara instrumenta (b), sa indeksom kvaliteta
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Prisustvo karakteristi¢nih pikova (m/z) u spektrima analiziranih rastvora referentnih standarda
osnovnih kanabinoida, ukljucujuéi i molekularni jon-pik, pokazalo je da spektri kanabinoida iz
smjese standarda odgovaraju spektrima standarda pojedinih kanabinoida, ¢ime je zadovoljen

uslov specifi¢nosti na osnovu masenih spektara.

Za ispitivanje donje granice detekcije za psihoaktivni sastojak THC, kao parametra validacije
GC/MS metode, pripremljeni su rastvori razli¢itih koncentracija, razblazivanjem rastvora

referentnog standarda do koncentracije 0,0015 mg/ml (tabela 21).

Tabela 21. Rastvori referentnog standarda THC
razlicitih koncentracija

Oznaka Konc. THC Rt

rastvora [mg/ml]
THC-1 0,20 5,84
THC-2 0,10 5,84
THC-3 0,07 5,85
THC-4 0,04 5,84
THC-5 0,01 5,84
THC-6 0,004 5,83
THC-7 0,0025 5,83
THC-8 0,0015 -

Utvrdena je donja granica detekcije na koncentraciji 0,0025 mg/ml, pri kojoj je pik THC u
hromatogramu vidljiv i instrument ga detektuje kao A°-THC, §to je preciznije od potrebnog

uslova prihvatljive donje granice detekcije od 0,01 mg/ml.

Detektovani pikovi THC u analiziranim rastvorima od THC-1 do THC-7 imaju Rt u granicama
prihvatljivosti od £0,05 minuta (prihvatljiv interval 5,79 — 5,89 minuta), kao i karakteristi¢ne

masene spektre.

Specifi¢nost i selektivnost kao parametri validacije GC/MS metode testirani su na uzorcima
ekstrahovanim u 2 razli¢ita rastvaraca, hloroformu i etanolu. Uticaj matriksa na identifikaciju
osnovnih kanabinoida, primjenom GC/MS metode, ispitan je analizom tri uzorka kanabis
biljke, prethodno analizirana primjenom drugih analiti¢kih tehnika (TLC i GC/FID) kojima je
potvrdeno prisustvo THC, CBD i CBN u uzorcima.
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Za analize je odvagano po 100 mg osusenog i usitnjenog biljnog materijala koji su ekstrahovani

na sljede¢i nacin:

— uzorak obiljeZen kao Cann-1 ekstrahovan je etanolom, a uzorak obiljeZen kao Cann-2
hloroformom, 15 minuta u ultrazvu¢nom kupatilu;
— uzorak obiljezen kao Cann-3, ekstrahovan je hloroformom, 30 minuta pomocu

horizontalnog Sejkera.

Nakon filtriranja, filtrati su upareni do suha, suhi ostatak je rastvoren u 3 ml odgovarajuceg
rastvaraca. Tako pripremljeni ekstrakti su analizirani. Ekstrakti uzoraka Cann-2 i Cann-3 su
zatim podijeljeni u dva dijela, od kojih je dio Cuvan na sobnoj temperaturi (Cann-2A i Cann-

3A), a drugi dio u frizideru (Cann-2B i Cann-3B), te su ponovo analizirani nakon 24 sata.

Na hromatogramu analiziranog uzoraka (Slika 47) jasno su vidljivi pikovi CBD, THC i CBN,
sa vrijednostima Rt u granicama 0,05 minuta (tabela 22), u odnosu na Rt referentnih standarda
(tabela 19).
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Slika 47. Hromatogram ekstrakta kanabis biljke (uzorak Cann-2A)

Tabela 22. Rt vrijednosti kanabinoida u
ekstraktima biljnih uzoraka

Biljni Rt
ckstrakti ~ CBD A°-THC  CBN
Cann-1 541 584 6,19

Cann-2 5,41 5,84 6,19
Cann-2A 5,40 5,83 6,18
Cann-2B 5,40 5,83 6,18
Cann-3 5,41 5,84 6,19
Cann-3A 5,40 5,83 6,18
Cann-3B 5,40 5,83 6,18
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Maseni spektri kanabinoida u analiziranim ekstraktima biljke odgovaraju masenim spektrima
odgovarajucih standarda kanabinoida, sa prisutnim karakteristicnim pikovima (m/z) (Slika 48).
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Slika 48. Maseni spektri osnovnih kanabinoida u ekstraktu kanabis biljke:
(a) CBD, (b) A°*-THC i (c) CBN

Na osnovu dobijenih rezultata analiza moZe se konstatovati da matriks biljnih uzoraka ne ometa
identifikaciju osnovnih kanabinoida na odgovaraju¢im retencionim vremenima, $to znaci da
nema uticaja matriksa na rezultate analiza. Zadovoljena je i ponovljivost, pri ¢emu je sve analize
radio jedan analiti¢ar, na istom instrumentu, tako $to su ekstrakti analizirani po dva puta u istom

danu.

Tokom ispitivanja uticaja matriksa ispitana je i otpornost, odnosno osjetljivost analitiCke
metode na manje promjene radnih uslova, koje se mogu ocekivati u laboratorijskom radu
(upotreba razli€itih rastvaraca za ekstrakciju, nacin ekstrakcije, stabilnost ekstrakta u vremenu,

temperatura i sl.). Manje promjene radnih uslova, koje ne uti¢u bitno na rezultat analize, ulaze
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u podrucju otpornosti metode. Ispitivanjem tih promjena definiSe se podrucje radnih uslova u

kojem se metoda moze koristiti.

Ovom prilikom ispitani su rastvaraci etanol i hloroform, a mogu se koristiti i drugi rastvaraci
ili kombinacije rastvarac¢a (npr. toluen, petroleter i sl.) [Dragolji¢ i sar., 2017]. Na osnovu
podudarnosti Rt i masenih spektara pojedinih kanabinoida moze se zakljuciti da se analizom
etanolnih i hloroformskih ekstrakata dobiju prihvatljivi rezultati, te se oba rastvarata mogu
koristiti za ekstrakciju. Prate¢i rezultate za uzorke Cann-2 i Cann-3 (tabela 22) mozZe se
zakljuciti da nacin ekstrakcije pomocu ultrazvuénog kupatila ili horizontalnog Sejkera, ne utice
na rezultat analize osnovnih kanabinoida, te se moZe primjeniti bilo koji od navedenih

postupaka ekstrakcije.

Nakon 24 sata analizirani su isti ekstrakti, koji su za to vrijeme ¢uvani na sobnoj temperaturi
(Cann-2A i Cann-3A) i u frizideru na +4°C (Cann-2B i Cann-3B). Iz hromatograma analiziranih
biljnih ekstrakata (slika 47, tabela 22) moze se zakljuciti da su Rt kanabinoida u granicama
+0,05 minuta u odnosu na Rt odgovaraju¢ih kanabinoida u rastvorima referentnih standarda
(tabela 19). Isto tako, maseni spektri pojedinih kanabinoida u analiziranim ekstraktima
odgovaraju masenim spektrima referentnih standarda (Slika 48, tabela 20). Dakle, sva tri
osnovna kanabinoida (THC, CBD i CBN) su stabilna u ekstraktima u vremenskom intervalu od
24 sata, a temperaturni uslovi u kojima su cuvani biljni ekstrakti (na sobnoj temperaturi i u

frizideru) ne uti¢e na rezultat kvalitativne analize.

Za ispitivanje prenesenog efekta (engl. carry over effect), nakon analiza rastvora referentnih
standarda i uzoraka, izvrSene su analize Cistih rastvaraca etanola i hloroforma (slijepe probe),
kojom prilikom nije utvrdeno prisustvo tragova kanabinoida u granicama detekcije. Dakle, u
instrumentu nisu zaostali tragovi analiziranih uzoraka u granicama detekcije, odnosno nema
prenesenog efekta, stoga nije neophodno injektirati slijepe probe poslije svake analize kanabis
uzorka, nego samo kada analitiar procijeni da je to potrebno — npr. preporucuju se slijepe probe

nakon analize uzoraka sa visokom koncentracijom kanabinoida.

Rezultati analiza, provedenih tokom ispitivanja performansi metode za analizu osnovnih
kanabinoida tehnikom gasno-masene hromatografije, pokazali su da metoda zadovoljava
definisane specifikacije i pogodna je za predvidenu svrhu, Sto znaci da se moZe koristiti za

identifikaciju osnovnih kanabinoida u rutinskom laboratorijskom radu [Dragoljic¢ i sar., 2020].
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5.3.3.3. Kvantitativna gasno-hromatografska analiza kanabisa
Kvantitativnom analizom kanabisa za forenzicke svrhe utvrduje se sadrzaj tri osnovna
kanabinoida u uzorcima (THC, CBD i CBN), pri ¢emu se obi¢no odreduje ukupan sadrzaj
kanabinoida, S§to podrazumijeva neutralne kanabinoide i kanabinoidne kiseline.
Dekarboksilacija kanabinoidnih kiselina u neutralne kanabinoide odvija se na poviSenoj

temperaturi (Slika 49).

dekarboksilacija

A

THCA THC
Slika 49. Reakcija dekarboksilacije THCA do THC

Dekarboksilacija moZe biti potpuna u GC lajneru instrumenta, mada neki injektorski sistemi
pokazuju veoma slabu sposobnost dekarboksilacije THCA na istoj temperaturi, §to vjerovatno
zavisi od geometrije injektora. Stoga se preporucuje provodenje dekarboksilacije prije GC
analize, u fazi pripreme uzorka, zagrijavanjem ekstrakta kanabisa, vode¢i racuna da ne dode do
razgradnje THC. Ekstrakt se moZe grijati 12 minuta na 150°C, pri ¢emu se u otvorenoj staklenoj
bocici dekarboksilacija postiZe u roku od 5 minuta nakon isparavanja rastvaraca [UNODC,
2009a; Thomas B. and ElSohly, 2016]. Romano i Hazekamp [2013] su grijanjem 30 minuta na
145°C postigli znacajnu dekarboksilciju, uz veoma malo razgradnje THC do CBN.
Dekarboksilacija se odvija i u koloni gasnog hromatografa, pod uticajem visoke temperature

[Pijlman et al., 2005; Stambouli et al., 2005; Hazekamp et al., 2016].

Ukupan sadrzaj THC predstavlja maksimalan potencijal kanabisa, a time i relevantan
parametar u forenzickom smislu. Naime, podrazumijeva se da i prilikom konzumiranja
(najcesce pusenjem), dolazi do dekarboksilacije THCA pod uticajem visoke temperature, pa
ukupan THC predstavlja realan potencijal uzoraka namijenjenih zloupotrebi [Pijlman et al.,

2005; Rymanovski, 2014].

U nastavku rada istaknuti su neki faktori koji mogu da uticu na rezultat kvantitativne analize
osnovnih kanabinoida u biljnim uzorcima, sa naglaskom na psihoaktivni sastojak THC, kao
forenzicki najznacajniji.
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5.3.3.3.1. Izbor reprezentativnih dijelova biljke

Zbog heterogene prirode biljnog materijala i razli¢itog sadrzaja kanabinoida u razli¢itim

dijelovima biljke, za kvantitativnu analizu biljnog materijala neophodno je, prilikom

uzorkovanja, izvrSiti pravilan izbor reprezentativnih dijelova biljke.

Radi odredivanja sadrzaja THC u pojedinim biljnim dijelovima izvrSena je analiza biljnih

dijelova osam uzoraka biljaka (slike 501 51).

Slika 50. Osusene stabljike kanabis biljke

Slika 51. OsuSena i izlomljena stabljika ‘
kanabis biljke

Biljke prikazane na slici 50 bile su duZine od 55 do 91 cm, sa korijenom, listovima i cvjetovima,

a rezultati analiza THC u pojedinim dijelovima biljke prikazani su u tabeli 23.

Tabela 23. Sadriaj THC u pojedinim dijelovima biljke

Uzorak Sadrzaj THC [%]
biljke  Cvijet Listovi Dno Vrh Korijen
stabljike stabljike

Biljka 1 5,58 1,50 0,01 0,03 0,02
Biljka2 2,22 1,81 trag 0,15 0,03
Biljka3 7,31 1,64 trag 0,02 0,03
Biljka4 5,60 0,29 trag 0,09 0,02
Biljka5 4,66 0,66 0,01 0,03 0,05
Biljka6 6,00 0,60 0,02 0,03 0,003
Biljka 7 8,09 0,36 0,01 0,06 0,02

Rezultati pokazuju da se najviSe THC nalazi u cvjetovima, dok listovi sadrZze manju, ali ipak

znacajnu koli¢inu tog psihoaktivnog sastojka (npr. prve tri biljke u tabeli 23). Sadrzaj THC u

stabljici i korijenu je zanemarljivo mali, te se oni smatraju dijelovima biljke koji gotovo da ne

sadrze psihoaktivni sastojak.

128



Biljka prikazana na slici 51 bila je duZine 2 m, bez korijena, sa listovima, cvijetovima i
sjemenkama. Sadrzaj THC u tri uzorka cvjetova iznosio je 9,62% u prosjeku, dok su listovi sa
vrha biljke imali 0,79% THC, listovi sa sredine biljke 0,75%, a listovi sa donjeg dijela biljke

0,46% THC. Ovdje se uocava da donji listovi sadrze manju, ali ipak potrosnu koli¢inu THC.

Sadrzaj THC u stabljici kretao se od 0,0003 do 0,03%. Odvajanjem kore, drvenastog dijela
stabljike i srzi (Slika 52), u kori je utvrdeno 0,0003% THC, dok u drvenastom dijelu i srzi nije

utvrdeno prisustvo THC.

Drvenasti
dio stabljike

Slika 52. Presjek stabljike kanabis biljke

Sjemenke su ispitivane tako $to su prvo namocene u hloroform, koji je potom analiziran i
utvrdeno je prisustvo THC u tragu. Potom su sjemenke smrvljene i ekstrahovane hloroformom.
U hloroformskom ekstraktu nije utvrdeno prisustvo THC. Na osnovu toga se moZe zakljuciti
da sjemenke ne sadrze THC, te da tragovi THC poti¢u sa povrSine sjemenki. Inace, sjemenke
se na biljci nalaze u cvjetnim vrhovima, bogatim smolom koja sadrzi dosta THC, pa smola u

tim uslovima moZe da prijanja na povrSinu sjemenki i kontaminira ih THC-om.

Na osnovu rezultata analiza sadrzaja THC u razli¢itim biljnim dijelovima, moZe se zakljuciti
da je za forenzicku analizu veoma znacajan pravilan izbor reprezentativnog biljnog materijala.
U forenzickom smislu reprezentativnim se smatraju dijelovi biljke koji sadrze vise
psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola (cvjetni vrhovi i listovi), za razliku od dijelova koji
ga ne sadrZe ili je prisutan samo u tragovima (sjemenke, stabljika, korijen). Dakle, kada je
moguce, zavisno od pojavnog oblika materijala, preporucuje se za analizu uzeti cvjetne vrhove

ili listove biljke.
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Slika 53. Vrh kanabis biljke

Kada je materijal u formi marihuane (osusen i usitnjen biljni materijal koji, pored cvjetova i
listova, nerijetko sadrzi izlomljene dijelove stabljike i sjemenke), potrebno je odstraniti
sjemenke i dijelove stabljike, koji su u forenzickom smislu nepoZeljni, a mogu da uticu na

rezultat kvantitativne analize.

5.3.3.3.2. Priprema uzorka za analizu
Biljni materijal treba osusSiti prije uzimanja uzorka za analizu. To je posebno znacajno kada je
na analizu dostavljen svjeZz ili djelimi¢no vlaZan biljni materijal. Odvaga vlaznog uzorka bi se
odrazila na rezultat kvantitativne analize, jer se sadrzaj kanabinoida u forenzickoj praksi
izrazava kao procentulani sadrzaj pojedinog kanabinoida u suhoj masi biljnog materijala.
Zavisno od vlaznosti uzoraka i od ambijentalne temperature, suSenje je obavljano na vazduhu,

pri sobnoj temperaturi u trajanju 2-3 dana, dok lis¢e ne postane krhko (Slika 54).
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Slika 54. Osuseni listovi biljke

Nakon susenja, odaberu se reprezentativni dijelovi biljnog materijala i usitne u odgovaraju¢em
mlinu ili u tarioniku, nakon ¢ega se moze prosijati, ¢ime se doprinosi homogenosti uzorka.
Usitnjavanjem se veliCina Cestica moze redukovati na ispod 500 um [Sexton and Ziskind, 2013;

ENFSI, 2014].

Slika 55. Osusen i usitnjen biljni materijal

Kanabis smolu je potrebno usitniti na male komadic¢e. Ukoliko je materijal ljepljiv, uzorak se
moze ohladiti te¢nim azotom, pa usitniti [UNODC, 2009a]. Usitnjeni uzorci biljke ili smole

ekstrahuju se odgovaraju¢im rastvaracem (hloroform, toluen, petroleter, etanol,...), nakon cega
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se filtrira, a filtrat se analizira odabranom tehnikom. Kanabis ulje se moZe direktno razrijediti

rastvaranjem u odabranom organskom rastvaracu, a potom analizirati.

5.3.3.3.3. Ekstrakcija biljnog materijala

Kada su u pitanju faktori koji bi mogli da uticu na rezultat kvantitativne analize, ispitan je

uticaja rastvaraca za ekstrakciju biljnog materijala. IzvrSena je ekstrakcija Cetiri biljna uzorka

sa razlicitim rastvara¢ima koji se najcesce koriste: hloroform, etanol, toluen i petroleter (Slika

56).

Slika 56. Ekstrakti kanabis biljke u razlicitim rastvaracima

Tkt

Kvantitativna analiza osnovnih kanabinoida u ekstraktima biljnih uzoraka radena je primjenom

metode eksternog standarda, a rezultati analiza sadrZaja osnovnih kanabinoida u ekstraktima

prikazani su u tabeli 24.

Tabela 24. Sadriaj kanabinoida u ekstraktima biljnih uzoraka

Uzorak Rastvara¢

Sadrzaj kanabinoida [ %]

biljke za ekstrakciju CBD THC CBN
Hloroform 0,23 2,89 0,13

1 Toluen 0,25 2,97 0,12
Etanol 0,24 3,06 0,14
Petroleter 0,24 2,87 0,12
Hloroform 0,38 3,38 0,32

2 Toluen 0,38 3,27 0,28
Etanol 0,38 3,21 0,28
Petroleter 0,36 3,27 0,32
Hloroform 0,15 5,56 0,77

3 Toluen 0,16 5,63 0,68
Etanol 0,17 5,71 0,79
Petroleter 0,18 5,87 0,73
Hloroform 0,53 3,35 0,59

4 Toluen 0,49 3,30 0,52
Etanol 0,52 3,31 0,50
Petroleter 0,49 3,31 0,52
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Na osnovu rezultata iz tabele 24 moze se zakljuciti da se sadrZaj tri osnovna kanabinoida ne
razlikuje bitno u ekstraktima biljnih uzoraka dobijenim ekstrakcijom primjenjenim
rastvara¢ima. Odnosno, ne moZe se izdvojiti neki od rastvaraca koji znatno bolje ili znatno
slabije ekstrahuje osnovne kanabinoide. Stoga se za ekstrakciju biljnih uzoraka moze primjeniti

bilo koji od ispitanih rastvaraca.

Pored uticaja rastvaracCa, ispitan je i uticaj odredenih faza postupka pripreme konacnog
ekstrakta na rezultat kvantitativne analize. Nakon ekstrakcije, postupkom filtriranja vr$i se
odvajanje biljnog materijala od ekstrakta, koji se dalje uprava na poviSenoj temperaturi, radi
dekarboksilacije, a potom se suhi ostatak rastvara odredenom koli¢inom rastvaraca za
kvantitativnu analizu. Kako bi se utvrdilo da li se i koja koli¢ina kanabinoida zadrzava u ostatku
biljnog materijala na filter papiru, nakon filtriranja, te kako to uti¢e na rezultat kvantitativne
analize, izvrSen je eksperiment sa Cetiri biljna uzorka. Filtriranjem je dobijen prvi ekstrakt, a
potom je biljni materijal na filter papiru ispran rastvaracem u tri odvojene porcije. Rezultati
analiza osnovnih kanabinoida u Cetiri dobijena rastvora (I ekstrakt i I, II i Il ispiranje) prikazani

su u tabeli 25.

Tabela 25. Sadriaj kanabinoida u ekstraktu i rastvorima od ispiranja

Uzorak Ekstrakcija i Sadrzaj kanabinoida [ %]
biljke ispiranje CBD THC CBN
I ekstrakt 0,40 15,89 0,41
1 I ispiranje - 0,42 0,04
II ispiranje - - -
III ispiranje - - -
Ukupan sadrzaj 0,40 16,31
I ekstrakt 0,36 11,31 0,39
2 I ispiranje - 0,69 0,05
II ispiranje - 0,02 -
III ispiranje - - -
Ukupan sadrzaj 0,36 12,02
I ekstrakt 0,15 5,53 0,77
3 I ispiranje - 0,08 -
II ispiranje - - -
III ispiranje - - -
Ukupan sadrzaj 0,15 5,61 0,77
I ekstrakt 0,50 3,28 0,59
4 I ispiranje 0,06 0,41 0,09
II ispiranje - 0,06 -
III ispiranje - - -
Ukupan sadrzaj 0,56 3,75 0,68
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Sadrzaj THC u rastvorima I ispiranja nije zanemarljiv, posebno u uzorcima 1, 2 i 4, gdje
utvrdeno od 0,41 do 0,69% THC. U rastvorima dobijenim II ispiranjem, u uzorcima 2 i 4
prisutni su tragovi THC (0,02 i 0,06%), dok u uzorcima 1 i 3 THC nije prisutan. Preostala dva
kanabinoida (CBD i CBN) su u rastvorima I i II ispiranja prisutni u znatno nizZoj koncentraciji
ili uopSte nisu prisutni, $to je u korelaciji sa manjim sadrzajem istih u samim uzorcima, odnosno

niZom koncentracijom i u prvom ekstraktu.

U rastvoru III ispiranja nije utvrdeno prisustvo kanabinoida kod sva Cetiri uzorka, na osnovu
¢ega se moZe zakljuciti da je, nakon ekstrakcije i filtriranja, biljni talog dovoljno isprati sa dvije
porcije rastvaraca, te ukupan ekstrakt dalje pripremiti za kvantitativnu analizu (uparavanjem i

podesavanjem kona¢nog volumena).

Na osnovu provedenog eksperimenta moZe se zakljuciti da, ukoliko se ne provede potpuna
ekstrakcija sa ispiranjem biljnog taloga nakon filtriranja, rezultat analize ¢e pokazati prividno
nizi sadrZzaj kanabinoida u odnosu na stvarni sadrzaj istih u biljnom uzorku. Stoga je veoma
vazno pravilno provesti sve faze pripreme uzorka, a posebno sa aspekta analize sadrzaja

psihoaktivnog sastojka THC, koji je forenzicki najznacajniji.
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5.3.3.3.4. Tehnika injektiranja uzoraka
Pored pojedinih faza pripreme uzoraka, ispitan je i uticaj tehnike injektiranja na rezultat
kvantitativne analize, tako $to su isti rastvori injektirani po 5 puta ru¢no i autosemplerom.
Analize su radene gasnom hromatografijom sa masenom detekcijom, po metodi eksternog

standarda, a rezultati su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Rezultati analiza rastvora kanabinoida primjenom razlicitih tehnika injektiranja

Tehnika  Rastvor CBD THC CBN
injektiranja Povrsina Konc. PovrSina  Konc.  Povrsina  Konc.
[%] [%] [%]
I-R 12.552.545 2,37 9.549.256 1,75 8.759.875 1,73
II-R 12.096.002 2,28 9.484.933 1,88 9.018.325 1,78
>§ III-R 11.533.176 2,18 8.630.496 1,71 7.793.496 1,54
- IV-R 11.857.151 2,24 9.285.015 1,84 7.837.794 1,55
V-R 11.267.982 2,13 9.120.788 1,81 7.563.358 1,50
Srednje vrijednosti D 2,2420,08 1,8020,06 1,62+0,11
I-A 11.564.545 2,18 9.432.638 1,87 7.786.232 1,54
g II-A 11.901.982 2,25 9.339.759 1,85 8.522.495 1,69
% II-A 11.809.134 2,23 9.474.712 1,88 8.556.144 1,69
§ IV-A 11.003.973 2,08 9.383.462 1,86 8.196.066 1,62
2 V-A 11.470.896 2,17 9.384.174 1,86 8.333.824 1,65
Srednje vrijednosti +SD 2,18+0,06 1,86+0,01 1,64+0,06

Na osnovu rezultata analiza iz tabele 26, moZe se uociti sljedece:

— kod ru¢nog injektiranja razlika najvece i najmanje vrijednosti koncentracije iznosi 0,28
kod CBN, gdje je i najveée odstupanje od srednje vrijednosti 0,16, te najvisa vrijednost
standardne devijacije 0,11;

— kod injektiranja autosemplerom razlika najveée i najmanje vrijednosti koncentracije
iznosi 0,17 kod CBD, dok je najvece odstupanje od srednje vrijednosti 0,10 i najviSa

vrijednost standardne devijacije 0,06 (kod CBD i CBN).

Ocekivano, autosemplerski injekti su medusobno viSe ujednaceni od ru¢nih, mada su i rezultati
dobijeni ru¢nim injektiranjem sasvim prihvatljivi. Srednje vrijednosti ru¢nih i autosemplerskih
injekata razlikuju se za samo 0,06, $to je u podrucju standardne devijacije. To pokazuje da
iskusan analitiCar sa uvjezbanim nacinom ruc¢nog injektiranja moZe posti¢i zadovoljavajucu
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preciznost injektiranja, a time i preciznost analiza. Ipak, prednost autosemplera ogleda se u
mogucénosti programiranja automatskog injektiranja serije analiza, ¢ime je analitiCaru
omoguceno da istovremeno obavlja druge poslove. Tehnika injektiranja posebno dolazi do
izraZaja kada se radi metodom eksternog standarda, gdje je za postizanje zadovoljavajucih

rezultata potrebno ujednaceno injektiranje.

5.3.3.3.5. Metoda eksternog i metoda internog standarda

Za razliku od metode eksternog standarda, kod koje je veoma vazno da injekcioni volumen
bude ujednacen, kod metode internog standarda injekcioni volumen nema znacajan uticaj na
rezultat analiza, jer se interni standard iste koncentracije, u fazi pripreme, dodaje i referentnim
standardima i uzorcima, te se prilikom proracuna niveliSu eventualne razlike injekcionog
volumena. Zbog toga se metoda internog standarda smatra preciznijom i veoma je rasirena u

primjeni.

Supstance koje se koriste kao interni standard u hromatografiji moraju da zadovolje odredene
zahtjeve. Interni standard mora biti inertan, odnosno ne smije da reaguje sa bilo kojom
komponentom uzorka, a retenciono vrijeme internog standarda ne smije se poklapati sa

retencionim vremenom bilo koje komponente uzorka.

Komparacija rezultata primjenom metode eksternog standarda i metode internog standarda
prikazana je na primjeru analize sadrZaja osnovnih kanabinoida u istom ekstraktu kanabis biljke
primjenom obe navedene metode. Kao interni standard koriSten je tetrakosan, koji zadovoljava
potrebne zahtjeve, te se esto koristi prilikom analize kanabis preparata. Rastvor tetrakosana u
hloroformu, koncentracije 0,5 mg/ml, koristen je za pripremanje referentnih standarda (c = 0,5
mg/ml) i ekstrakta biljnog uzorka (~ 20 mg/ml). Analize su radene gasnom gromatografijom sa
FID detektorom, primjenom instrumenta GC System 7890B marke Agilent Technologies, prema

radnim uslovima navedenim u tabeli 27.
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Tabela 27. Radni uslovi gasnog hromatografa
Injektor Temperatura: 280°C

Injekcioni volumen: 1 pl (autosempler)
Split ratio: 20:1
Kolona HP-5: 15 m x 0,32 mm x 0,25 ym
stacionarna faza: 5% difenil, 95% dimetilpolisiloksan

Program Pocetna temperatura: 200°C — 1 min.
hromatografske Rata: 40°C/min. do 240°C
Konacna temperatura: 240°C — 6 min.

peci . ; ,

Ukupno vrijeme analize: 8 min.
Gas nosaé azot (N») Cistoce 99.9999%, konstantnog protoka 1,2 ml/min,
Detektor FID (plameno-jonizacioni detektor), temp. 300°C,

Protok gasova: Hz 35 ml/min i vazduh 350 ml/min.

Odredivanje sadrzaja kanabinoida u biljnom ekstraktu po metodi eksternog standarda vrseno je

prema relaciji:

Cy =Cg* 4 . 100 [%] [8]

CS'AR

cx — koncentracija odgovaraju¢eg kanabinoida (CBD, THC, CBN) u uzorku [%],

cr — koncentracija referentnog standarda odgovarajuc¢eg kanabinoida [mg/ml],
cs — koncentracija uzorka [mg/ml],
As — povrSina odgovarajuceg kanabinoida u hromatogramu uzorka,

Ar — povrsina ref. standarda odgovarajuceg kanabinoida u hromatogramu standarda.

Za odredivanje sadrzaja kanabinoida po metodi internog standarda primjenjuje se relacija:

As

Cy = Cg LﬁfR) 100 [%] [9]

s AIS(R)

gdje je:

cx — koncentracija odgovaraju¢eg kanabinoida (CBD, THC, CBN) u uzorku [%],

cr — koncentracija referentnog standarda odgovarajuc¢eg kanabinoida [mg/ml],
cs — koncentracija uzorka [mg/ml],
As — povrSina odgovarajuceg kanabinoida u hromatogramu uzorka,
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Aiss) — povr$ina internog standarda u hromatogramu uzorka,
AR — povrsina ref. standarda odgovarajuceg kanabinoida u hromatogramu standarda,

Aisr) — povrSina internog standarda u hromatogramu standarda.

U tabeli 28. komparativno su prikazani rezultati analiza istog biljnog ekstrakta analiziranog
metodom eksternog standarda i metodom internog standarda, pri ¢emu su izracuante srednje

vrijednosti za po 5 injekta i odgovarajuce standardne devijacije.

Tabela 28. Sadriaj kanabinoida u biljnom ekstraktu analiziranom metodom eksternog i metodom
internog standarda

Koncentracija kanabinoida[%]

Uzorak CBD THC CBN
Met. Met. Met. Met. Met. Met.
Injekt EKSTERNOG INTERNOG EKSTERNOG INTERNOG EKSTERNOG INTERNOG

stand. stand. stand. stand. stand. stand.

1 0,08 0,08 1,14 1,12 2,06 1,98

2 0,08 0,07 1,22 1,18 1,97 1,86

3 0,07 0,07 1,21 1,14 2,01 1,85

4 0,07 0,07 1,16 1,17 1,93 1,89

5 0,07 0,07 1,16 1,16 1,86 1,81

Sr. vr. £SD 0,07+0,004 0,07+0,004 1,18+0,03 1,15+0,02 1,97 0,07 1,88 +0,06

Na osnovu rezultata iz tabele 28 moZe se uociti da su razlike koncentracija, a time i vrijednosti
standardnih devijacija, izmedu injekta po metodi internog standarda neSto manje nego po
metodi eksternog standarda. To je izrazenije kod THC i CBN, dok kod CBD nije bilo razlike,
zbog njegove niske koncentracije u uzorku. Naime, razlika izmedu najviSe i najniZe vrijednosti
za 5 injekta po metodi internog standarda za THC iznosi 0,06, dok je ta razlika za CBN 0,17.
Razlike najviSe i najniZe vrijednosti po metodi eksternog standarda su za THC 0,09, a za CBN
0,20. 1z ovoga proizlazi da je metoda internog standarda neSto preciznija, jer se prilikom
proracuna uzimaju u obzir i povrsine internog standarda iste koncentracije, dodatog referentnim
standardima i uzorku, ¢ime se vrSi korekcija eventualnih razlika injektiranih volumena.
Medutim, rezultati dobijeni metodom eksternog standarda su takode sasvim prihvatljivi.
Srednje vrijednosti po jednoj i drugoj metodi razlikuju se samo za 0,03 kod THC i 0,09 CBN,
dok se strandardne devijacije razlikuju za samo 0,01. Dakle, primjenom metode eksternog
standarda mogu se dobiti prihvatljivi rezultati, ukoliko je tehnika injektiranja referentnih
standarda i uzoraka ujednacena (u ovom slucaju autosemplerom). S obzirom da je priprema
uzoraka i referentnih standarda za metodu eksternog standarda jednostavnija, ova metoda je

prakti¢na za primjenu u laboratorijama sa velikom frekvencijom uzoraka iste vrste.
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5.3.3.3.6. Primjena indirektnog standarda za odredivanje kanabinoida

Nabavka referentnih standarda, potrebnih za kvantitativnu analizu ilegalnih droga, nije
jednostavna. Naime, kod ilegalnih droga primarno se odreduje sadrzaj aktivnih komponenti
(heroin, kokain, tetrahidrokanabinol i sl.), te se kao referentni standard koriste odgovarajuca
jedinjenja visoke Cisto¢e. Pored visoke cijene certifikovanih referentnih standarda droga,
postupak nabavke i uvoza tih supstanci je prilicno zahtjevan. Kada je u pitanju referentni
standard tetrahidrokanabinola, koji je obicno u obliku metanolnog ili etanolnog rastvora,
javljaju se i druge poteskoce, kao §to je nesigurnost u pogledu stabilnosti rastvora zbog prirode
THC, koji je sklon degradaciji [Poortman-van der Meer & Huizer, 1999]. lako se Cuva u
frizideru, s vremenom se ne moZe pouzdano tvrditi da stvarni sadrzaj THC u rastvoru
referentnog standarda odgovara deklarisanom. Dalje, greske se mogu javiti i prilikom
razrijedenja radi pripreme radnih rastvora THC standarda za kalibraciju. Inace, mnogo su
pogodniji referentni standardi koji se mogu nabaviti u formi praska, $to nije slucaj sa THC-om,
koji je u Cistom stanju uljasta teCnost. Zbog negativnih iskustava sa THC standardom, te
nezadovoljavajucih rezultata medulaboratorijskih testiranja, mnoge laboratorije u Njemackoj
ve¢ decenijama za odredivanje sadrzaja THC u kanabis uzorcima, koriste referentni standard
CBN, umjesto THC standarda [Poortman-van der Meer & Huizer, 1999]. Laboratorijska i
naucna sekcija Ujedinjenih Nacija takode preporucuje primjenu referentnog standarda CBN za
kvantitativno odredivanje THC [UNODC, 2009a]. Na osnovu srodne strukture kanabinoida,
moze se predpostaviti da se kao indirektni standardi za odredivanje THC mogu Kkoristiti
referentni standardi CBD i CBN, koji su kao supstance visoke Cistoce dostupni u praskastoj
formi. Indirektni standardi se obi¢no koriste za kvantitativno odredivanje suspstanci za koje
referentni standardi ne postoje ili su tesko dostupni kao Cista i stabilna jedinjenja. Primjena
indirektnih standarda u hromatografiji zasniva se na konceptu efektivnog broja ugljenikovih
atoma (eng. effective carbon number/ECN), koji je u praksu uveo Sternberg sa saradnicima
1961. godine, proucavaju¢i mehanizam FID detektora, u cilju predvidanja faktora odziva na
osnovu molekularne strukture. ECN koncept je zasnovan na zapazanju da je odziv FID
detektora molekule proporcionalan masi ugljenika prisutnog u uzorku, pri ¢emu stepen
redukcije signala, usljed djelimi¢ne oksidacije ugljenikovih atoma u jedinjenjima sa
heteroatomima, moze da varira zavisno od heteroatoma i vrste hemijske veze, jer se smatra da
samo neoksidovani ugljenikovi atomi efektivno proizvode odziv FID detektora. ,,Efektivni*
ugljenikovi atomi se ponekad definiSu kao oni ugljenikovi atomi vezani za druge ugljenikove
atome ili atome vodonika [Katritzky 1994; Poortman-van der Meer & Huizer, 1999]. Efektivni
brojevi ugljenika (ECN) za THC, CBD i CBN iz literature (odredeni po metodama Sternberga
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i saradnika, te Jorgensena i saradnika), formule i molekulske mase jedinjenja, koje su takode
znaCajne za primjenu ovog koncepta, prikazani su u tabeli 29 [Poortman-van der Meer &

Huizer, 1999].

Tabela 29. Efektivni ugljenikov broj kanabinoida, po metodama Sternberga i Jorgensena

Jedinjenje Formula Molekulska ECN ECN
masa po Sternbergu po Jorgensenu

THC C21H300; 314,5 19,15 19,48

CBD C21H2602 314,5 19,30 19,52

CBN C21H300: 3104 19,25 19,58

Na primjer, vrijednost efektivnih brojeva ugljenika po Jorgensenu dobije se na osnovu broja
ugljenikovih atoma u molekulu (21) uz korekciju za gubitak odziva detektora uzrokovanog
funkcionalnim grupama fenola, etera i dvostrukom vezom izmedu dva atoma ugljenika u
alkenskom lancu. U gasnoj hromatografiji faktor odziva (engl. response factor/RF) za neko
jedinjenje izraZava se kao odnos odziva detektora za to jedinjenje i mase tog jedinjenja u
uzorku, u skladu sa relacijom [10] [Poortman-van der Meer & Huizer, 1999]. Na tom principu
se i zasniva kvantitativna gasno-hromatografska analiza komponenti u uzorcima.

ACOm .
RFcomp. = 2 [10]

Mcomp.

Prema podacima dostupnim u literaturi, medusobni odnosi odziva (engl. response ratio/RR)

detektora za tri osnovna kanabinoida odli¢no se slazu sa teoretskim konceptom i krecu se:

— odnos THC/CBN od 0,98 do 1,00;
— odnos THC/CBD od 0,99 do 1,03;
— odnos CBN/CBD od 1,01 do 1,03.

Vrijednosti medusobnih odnosa kanabinoida, koji su vrlo blizu 1, potvrduju predpostavku da
se oba kanabinoida (CBD i CBN) mogu koristiti kao referentni standardi za odredivanje THC
u uzorcima kanabisa. Dobro slaganje eksperimentalnih rezultata sa teoretskim konceptom
zasnovanim na efektivnom broju ugljenika (ECN) ocekivano je, zbog srodne strukture

kanabinoida [Poortman-van der Meer & Huizer, 1999].

Koristenje indirektnog referentnog standarda za odredivanje THC testirano je eksperimentalno
sa CBN kao referentnim standardom. Najprije su odredeni medusobni odnosi odziva detektora
(povrsine pika), na osnovu ranije analiziranih rastvora referentnih standarda THC i CBN (tabela

30).
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Tabela 30. Odnos povrsina pikova THC/CBN u analiziranim
rastvorima referentnih standarda THC i CBN

Godina analize Odnos povrsina pikova
ref. standarda THC/CBN
2012 1,010
2015 0,997
2017 1,019
2019 1,007
Srednja vrijednost 1,008

Iz tabele 30. vidljivo je da su odnosi povrsine pikova THC/CBN vrlo blizu 1, §to se slaZe sa

teoretskim konceptom i podacima iz literature [Poortman-van der Meer & Huizer, 1999].

Analize za odredivanje THC u uzorku biljnog materijala, pomo¢u CBN kao indirektnog
referentnog standarda, radene su gasnom hromatografijom sa FID detektorom, po metodi
internog standarda, primjenom instrumenta GC System 7890B marke Agilent Technologies,

prema radnim uslovima navedenim u tabeli 27.

Referentni standard CBN pripremljen je u koncentraciji 0,5 mg/ml sa rastvorom internog
standarda tetrakosana (TCS) u hloroformu, koncentracije 0,5 mg/ml. Hromatogram standarda

prikazan je na slici 57.
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Slika 57. Hromatogram internog standarda TCS i referentnog standarda CBN

Osusen i usitnjen biljni materijal mase 102,2 mg ekstrahovan je hloroformom, a nakon
dekarboksilacije i upravanja, rastvoren je sa 5 ml istog rastvora tetrakosana, koriStenog za

pripremu standarda. Hromatogram biljnog ekstrakta prikazan je na slici 58.
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Slika 58. Hromatogram biljnog ekstrakta

Metodom internog standarda, prema relaciji [9], na osnovu CBN kao indirektnog referentnog
standarda, sadrZaj THC u uzorku biljnog materijala iznosi 1,17%. SadrZaj THC u istom uzorku,
odreden na osnovu referentnog standarda THC (Slika 59) iznosi 1,16%, Sto se moZe smatrati
izuzetno dobrim slaganjem sa rezultatom dobijenim preko indirektnog referentnog standarda

CBN.
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Slika 59. Hromatogram referentnog standarda THC

Sa ciljem praéenja ovog principa za odredivanje sadrzaja THC u uzorcima razlicite

koncentracije, izvrSena je komparacija rezultata za jos dva uzorka biljnog materijala analizirana
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primjenom instrumenta GC Trace, marke Thermo Scientific, po metodi eksternog standarda

(slike 601 61). Izracunavanje je radeno prema relaciji [8], a rezultati su prikazani u tabeli 31.

Tabela 31. Komparativni prikaz sadrZaja THC u biljnim uzorcima, odredenog
na osnovu direktnog standarda THC i indirektnog standarda CBN

Sadrzaj THC [%]

Oznaka uzorka Na osnovu ref. st. THC Na osnovu ref. st. CBN
(direktni standard) (indirektni standard)

Uzorak 2201-1 3,19 3,18

Uzorak 2485-3-1 11,31 11,27

lako su analize ova dva uzorka radene metodom eksternog standarda, koja se smatra nesto
manje preciznom, rezultati sadrZaja THC u biljnim uzorcima dobijeni na osnovu referentnog
standarda THC (direktni standard) i referentng standarda CBN (indirektni standard) pokazuju
veoma dobro slaganje. Kada se rezultati u tabeli 31 zaokruZe na jednu decimalu, §to je dovoljno
precizno za izrazavanje sadrzaja THC, uzorak 2201-1 sadrzi 3,2% THC, a uzorak 2485-3-1

sadrzi 11,3% THC, bilo da je izracunavanje radeno na osnovu direktnog ili indirektnog

standarda.
238.04
|,5.45 THC
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176.0 |‘
|
{mVolt) H
114.0 ‘ |
10,767 ‘| L
52.04 297
320 ,0.797 |
| 4273 cep | |
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Mo N Jlexd ™
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0.0 1.6 3.199 (min) 4.799 6.399 7.998
Sample name :2201-1-hlor (# 161)
Area Retention Time Component Name Original Conc
(.1*uV*sec) (min)
1413590 4.273 CBD 0.13
16385240 5.450 THC 1.56
739242 G6.400 CBN 0.07

Slika 60. Hromatogram uzorka biljnog materijala sa sadriajem THC 3,2%
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I I
6.399 7.998

Slika 61. Hromatogram uzorka biljnog materijala sa sadrZajem THC 11,3%

Rezultati analiza tri uzorka biljnog materjala, provedenih na dva instrumenta, primjenom dvije
metode analiza (metoda internog i metoda eksternog standarda) pokazuju veoma dobro slaganje
sa teoretskim konceptom i eksperimentalnim rezultatima dostupnim u literaturi, za primjenu

referentnog standarda CBN, kao indirektnog standarda za odredivanje THC u kanabis

uzorcima.

Po istom principu, kao referentni standard za odredivanje THC moze se koristiti i CBD. Imajuci
u vidu da, za razliku od THC, CBD i CBN nisu pod kontrolom zakona u smislu kontrole
ilegalnih droga, postupak nabavke ovih referentnih standarda je mnogo jednostavniji. Pored
toga, referentni standardi CBD i CBN su jeftiniji od THC standarada, a najznacajnije sa

stanoviSta analize je to $to su dostupni u formi praha, zbog ¢ega su stabilniji, te se mogu koristiti

duze vrijeme.



6. ZAKLJUCCI

1.

Vise od 90% zaplijenjenih uzoraka biljnog materijala biljke Cannabis sativa L. u
Republici Srpskoj sadrZe vise od 0,2% psihoaktivnog sastojka A°-tetrahidrokanabinola

i pripadaju ,,droga-tip* hemotipu.

Na ilegalnom trzistu Republike Srpske prisutni su uzorci kanabis biljnog materijala sa
veoma razli¢itim sadrZajem psihoaktivnog sastojka, od niskopotentnih, preko srednje
potentnih do visokopotentnih uzoraka. Broj visokopotentnih uzoraka kao i srednji
godiSnji potencijal kanabisa su u porastu. NajniZi srednji godiSnji psihoaktivni
potencijal u posmatranom periodu, izrazen kao % THC u suhoj masi biljnog materijala,
iznosio je 1,94% (1999. god.), a najvisi je bio 5,91% (2013. god.).

Pored porasta broja uzoraka sa visokim sadrZajem tetrahidrokanabinola, ustanovljen je
sve veci broj uzoraka bez kanabidiola ili sa niskim sadrzajem istog, za razliku od ranijeg
perioda, do 2012. godine, kada je u uzorcima i kanabidiol bio prisutan u znacajnijoj
koli€ini.

Dobijeni rezultati ukazuju na vaznost daljeg pracenja psihoaktivnog potencijala uzoraka
kanabis biljke na ilegalnom trZiStu, jer zdravstveni rizik predstavljaju kako
visokopotentni uzorci, tako i velike medusobne razlike, te nagle promjene

psihoaktivnog potencijala ilegalnih droga u ponudi.

Pra¢enjem dinamike razlaganja THC u vremenu odredena je konstanta brzine reakcije
degradacije THC (k. = 0,530 godina), $to omogucuje retrogradnu procjenu
koncentracije THC u vrijeme kada je biljka ubrana, na osnovu analize biljnog materijala
koji je Cuvan u depozitu. To moZe biti korisno kada se tokom sudskog postupka ukaze
potreba za naknadnom kvantitativnom analizom uzoraka koji su prvobitno analizirani
samo kvalitativno. Medusobni odnos koncentracija CBN i THC je pokazatelj priblizne
starosti uzoraka kanabisa, $to u forenzici moZe posluziti kao jedan od parametara za
eliminaciju kada se sumnja na zajednic¢ko porijeklo zaplijenjenih uzoraka. S obzirom da
uslovi skladiStenja znacajno uti€u na razlaganje THC i nastajanje CBN, za primjenu
ovog kinetickog pristupa, potrebno je odrediti konstantu brzine reakcije i odnos

CBN/THC za odgovarajuce uslove deponovanja uzoraka.
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4. Pracenje dinamike razlaganja tetrahidrokanabinola moZe posluZiti u svrhu stru¢ne
preporuke o postupanju sa uzorcima kanabisa tokom istrage. Preporuka je da se uzorci
dostave u laboratoriju §to prije, kako bi analiza pokazala stvarni sadrzaj THC u uzorcima
u vrijeme zaplijene. Cuvanje uzoraka u depozitima viSe mjeseci do analize nije dobra
praksa, jer za to vrijeme THC degradira, pa sadrzaj utvrden analizom nakon proteklog
vremena ne odraZava realno stanje u momentu zaplijene uzoraka
Poznavanje dinamike razlaganja THC moze posluziti i u svrhu stru¢ne preporuke o
periodu u kojem ima smisla Cuvati ostatake uzoraka kanabisa nakon analize, $to ima
prakti¢ni znacaja za policijske i sudske depozite u kojima se cuva velika koli¢ina ovih
relativno voluminoznih uzoraka. U ovom radu, za ispitivane uslove depozita, utvrdeno
je da je nakon 8 godina sadrzaj THC u vecini uzoraka bio prisutan u tragovima. Kada
se koncentracija glavnog psihoaktivnog sastojka razgradi do nivoa mikrotraga ili

potpuno, ¢uvanje uzoraka viSe nema forenzicki znacaj.

5. Metoda analize kanabis preparata primjenom tehnike hromatografije na tankom sloju
moZe se uspjeSno primjeniti, kako za utvrdivanje kvalitativnog prisustva osnovnih
kanabinoida tako i =za semi-kvantitativnu analizu psihoaktivnog sastojka
tetrahidrokanabinola, u odnosu na grani¢cnu koncentraciju istog, definisanu
odgovarajuc¢im propisima. Prednost primjene ove metode u forenzickim laboratorijama
sa velikom frekvencijom uzoraka ogleda se kako u ekonomicnosti tako i moguénosti

istovremene analize veceg broja uzoraka, $to doprinosi efikasnosti laboratorijskog rada.

6. Gasna hromatografija sa plameno jonizacionim detektorom (GC/FID) pogodna je za
kvantitativnu analizu, dok je gasna hromatografija sa masenim detektorom (GC/MS),
koja obezbjeduje dvostruku identifikaciju — po retencionom vremenu i po masenom
spektru, posebno pogodna za analizu tragova, kada zbog male koli¢ine uzorka nije
moguce primjeniti druge analiticke tehnike. Selektivnost i specifi¢nost
gasnohromatografskih metoda analize kanabinoida u ovom radu potvrdena je
koriStenjem ekstrakata biljnog materijala u razli¢itim rastvarac¢ima. Pri tome je utvrdena
donja granica detekcije THC u uzorcima kod 0,008 mg/ml GC/FID metodom, i kod
0,0025 mg/ml GC/MS metodom, §to je u oba slucaja preciznije od prihvatljive granice

od 0,01 mg/ml.

7. Prilikom pripreme uzoraka kanabisa za analizu veoma je vaZno posvetiti paZnju

pojedinim fazama pripreme koje mogu da uti¢u na rezultat kvantitativnog odredivanja
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sadrzaja kanabinoida u uzorku, kao Sto su izbor reprezentativnih dijelova biljke,
homogenizacija i suSenje biljnog materijala, te postupak ekstrakcije. Jednako je vazno
optimalno podesSavanje instrumentalnih parametara i provodenje instrumentalne
analize, zbog Cega je potrebno provesti niz eksperimenata prilikom kreiranja analiticke

metode i potvrdivanja njene podobnosti za rutinsku primjenu u forenzickoj laboratoriji.

Na osnovu komparacije rezultata analiza biljnog ekstrakta primjenom metode internog
standarda i metode eksternog standarda konstatovano je da obe metode daju
zadovoljavajuce rezultate. lako je metoda internog standarda za nijansu preciznija,
metodom eksternog standarda mogu se dobiti prihvatljivi rezultati, uz uslov
ujednacenog injektiranja. Ujednaceno injektiranje obezbjeduje se autosemplerom, mada

se i ru¢no moZze postic¢i zadovoljavajuéi kvalitet injektiranja.

Prema teoretskom konceptu efektivnog broja ugljenikovih atoma, zahvaljujuéi srodnoj
strukturi kanabinoida, kao indirektni standard za odredivanje THC moze se koristiti
referentni standard CBN. Eksperimentalni rezultati, dobijeni koristenjem CBN u ovom
radu, pokazali su veoma dobro slaganje sa teoretskim konceptom i eksperimentalnim
rezultatima dostupnim u literaturi. Analogno, CBD bi se takode mogao primjeniti kao
indirektni standard za odredivanje sadrzaja THC u uzorcima kanabisa, nakon

provedenih potrebnih eksperimenata.

147



7. LITERATURA

Abioye, A., Ayodele, O., Marinkovic, A., Patidar, R., Akinwekomi, A. and Sanyaolu A. (2020)
A9-Tetrahydrocannabivarin (THCV): a commentary on potential therapeutic benefit for

the management of obesity and diabetes. Journal of Cannabis Research, 2(6), 1-6.

Agatonovic-Kustrin, S. and Loescher, C.M. (2013) Qualitative and quantitative high
performance thin layer chromatography analysis of Calendula officinalis using high
resolution plate imaging and artificial neural network data modelling. Analytica

Chimica Acta, 798, 103-108.

Aizpurua-Olaizola, O., Soydaner, U., Oztiirk, E., Schibano, D., Simsir, Y., Navarro, P.,
Etxebarria, N. and Usobiaga, A. (2016) Evolution of the Cannabinoid and Terpene
Content during the Growth of Cannabis sativa Plants from Different Chemotypes. J.
Nat. Prod. 79(2), 324-331.

Andre, C.M., Hausman, J-F and Guerriero, G. (2016) Cannabis sativa: The Plant of the
Thousand and One Molecules. Front. Plant Sci. 7:19.

Bell, S. (2006) Forensic Chemistry, West Virginia University-Pearson Education, New Jersey.

Brenneisen, R. (2007) Chemistry and Analysis of Phytocannabinoids and Other Cannabis
Constituents. In Marijuana and the Cannabinoids, EISohly, M.A. (Ed.). Humana Press,
Totowa, New Jersey, pp 17-49.

Brown, T.D. (2003) Non-medical uses of Cannabis sativa. In Cannabis: The Genus Cannabis,

Brown, D.T. (Ed.), Taylor & Francis, Amsterdam, pp 115-124.

Callaway, J.C. (2004) Hempseed as a nutritional resource: An overview. Euphytica, 140, 65-
72.

Carlin, M.G. and Dean, J.R. (2013) Forensic Applications of Gas Chromatography, CRC Press
- Taylor & Francis Group, New York.

Cascini, F., Aiello, C. and Di Tanna, G.L. (2012) Increasing Delta-9-Tetrahydrocannabinol (A-
9-THC) Content in Herbal Cannabis Over Time: Systematic Review and Meta-Analysis.
Current Drug Abuse Reviews, 5(1), 32-40.

148



Cascio, M.G., Pertwee, R.G. and Marini, P. (2017) The Pharmacology and Therapeutic
Potential of Plant Cannabinoids. In Cannabis sativa L. — Botany and Biotechnology,
Chandra, S., Lata, H. and FEISohly, M.A. (Eds.), Springer International Publishing,
Cham, Switzerland, pp 207-225.

Center for Behavioral Health Statistic and Quality (CBHSQ). Drug Abuse Warning Network
(DAWN). Data Spotlight. Emergency department visits involving marijuana among
adolescents aged 15 to 17: increase from 2005 to 2010 varied by gender, November 13,
2012.

Chandra, S., Lata, H., Khan, I.A., and ElSohly, M.A. (2008) Photosynthetic response of
Cannabis sativa L. to variations in photosynthetic photon flux densities, temperature

and COz conditions. Physiol. Mol. Biol. Plants, 14(4), 299-306.

Chandra, S., Lata, H., Khan, I.A., and ElSohly, M.A. (2011) Photosynthetic response of
Cannabis sativa L., an important medicinal plant, to elevated levels of CO». Physiol.

Mol. Biol. Plants, 17(3), 291-295.

Chinaka, S., Tanaka, S., Takayama, N., and Ueda, K. (2000) Analysis of Cannabinoids by
HPLC Using a Post-Column Reaction with Fast Blue B Salt. Japanese journal of
science and technology for identification, 5(1), 17-22.

Clarke, R.C. and Merlin, M.D. (2013) Cannabis: Evolution and Ethnobotany, University of

California Press, Berkeley - Los Angeles - Lonodon.

Clarke, R.C. and Watson, D.P. (2007) Cannabis and Natural Cannabis Medicines. In Marijuana
and the cannabinoids, E1Sohly, M. A. (Ed.), Humana Press, Totowa, New Jersey, pp 1-
17.

Cole, M.D. (2003) The Analysis of Controlled Substances, John Wiley & Sons, Ltd., Anglia
Polytechnic University, Cambridge, UK.

Cuttler, C., Spradlin, A., Cleveland, M.J. and Craft, R.M. (2020) Short- and Long-Term Effects
of Cannabis on Headache and Migraine. The Journal of Pain, 21(5-6), 722-730.

Dasgupta, A. and Datta, P. (2008) Analytical Techniques for Measuring Concentrations of
Therapeutic Drugs in Biological Fluids. In Handbook of Drug Monitoring Methods,
Dasgupta, A. (Ed.), Humana Press Inc., Totowa, New Yersey, pp. 67-86.

149



Dawling, S. (2011) Gas Chromatography. In Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Moffat,
A.C., Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press, London, pp. 636-
717.

De Backer, B., Maebe, K., Verstraecte, A.G. and Charlier, C. (2012) Evolution of the Content
of THC and Other Major Cannabinoids in Drug-Type Cannabis Cuttings and Seedlings
During Growth of Plants. J Forensic Sci, 57(4), 918-922.

De la Fuente, A., Zamberlan, F., Ferran, A.S., Carrillo, F., Tagliazucchi, E. and Pallavicini, C.
(2020) Relationship among subjective responses, flavor, and chemical composition
across more than 800 commercial cannabis varieties, Journal of Cannabis Research,

2(21), 1-18.

De Meijer, E.P.M., van der Kamp, H.J. and van Eeuwijk, F.A. (1992) Characterisation of
Cannabis accessions with regard to cannabinoid content in relation to other plant

characters. Euphytica 62, 187-200.

De Meijer, E.P.M., Hammond, K.M. and Micheler, M. (2009) The inheritance of chemical
phenotype in Cannabis sativa L. (IlII): variation in cannabichromene proportion.

Euphytica, 165, 293-311.

Deni¢, K., Rusi¢, B., Antunovi¢, M., Pordevi¢, S., Nes$i¢, V. i Kilibarda, V. (2013)
Imunohromatografski skrining urina. Uzroci lazno pozitivnih i negativnih rezultata.

Medicinska revija, 5(4), 385-389.

Devinsky, O., Cilio, M.R., Cross, H., Fernandez-Ruiz, J., French, J., Hill, C., Katz, R., Di
Marzo, V., Jutras-Aswad, D., Notcutt, W.G. (2014) Cannabidiol: pharmacology and
potential therapeutic role in epilepsy and other neuropsychiatric disorders. Epilepsia,

55(6), 791-802.

Devsi, A., Kiyota, B., Ouellette, T., Hegle, A. P., Rivera-Acevedo, R.E., Wong, J., Dong, Y.,
Pugsley, M.K. and Fung, T. (2020) A pharmacological characterization of Cannabis

sativa chemovar extracts. Journal of Cannabis Research, 2(17), 1-13.

Di Forti, M., Sallis, H., Allegri, F., Trotta, A., Ferraro, L., Stilo, S.A., Marconi, A., La Cascia,
C., Marques, T.R., Pariante, C., Dazzan, P., Mondelli, V., Paparelli, A., Kolliakou, A.,
Prata, D., Gaughran, F., David, A.S., Morgan, C., Stahl, D., Khondoker, M., MacCabe,
J.H. and Murray, R.M. (2014) Daily Use, Especially of High-Potency Cannabis, Drives

150



the Earlier Onset of Psychosis in Cannabis Users. Schizophrenia Bulletin, 40(6), 1509—
1517.

Di Forti, M., Marconi, A., Carra, E., Fraietta, S., Trotta, A., Bonomo, M., Bianconi, F., Gardner-
Sood, P., O’Connor, J., Russo, M. (2015) Proportion of patients in south London with
first-episode psychosis attributable to use of high potency cannabis: a case-control

study. Lancet Psychiatry, 2, 233-238.

Dragolji¢, M. (2002) Konoplja kao droga. Vjestak — Casopis UdruZenja sudskih vjeStaka
Republike Srpske, 5, 169-175.

Dragolji¢ M. (2012) Magistarski rad Promjena koncentracije tetrahidrokanabinola sa
vremenom kao indikator kvaliteta uzoraka biljke Cannabis sativa L., Tehnoloski

fakultet, Univerzitet u Banja Luci.

Dragolji¢, M., Skundri¢, B., Penavin-Skundri¢, J. i Mati¢, V. (2013) Kinetika reakcije
razlaganja tetrahidrokanabinola u uzorcima marihuana. Zbornik radova III
medunarodnog naucnog kongresa ,InZenjerstvo, ekologija i materijali u procesnoj

industriji “, Jahorina, Bosna i Hercegovina — Republika Srpska, 708-718.

Dragolji¢, M. i Vasi¢-Daki¢, B. (2014) Karakteristike istrage ilegalnih laboratorija za
proizvodnju marihuane — nau€ni pristup. Zbornik radova VI medunarodne naucne
konferencije “Savremeni materijali 20137, Banja Luka, Bosna i Hercegovina —

Republika Srpska, knjiga 22, 397-406.

Dragolji¢, M., Rodi¢-Grabovac, B., Vasiljevi¢, Lj., Mati¢, V. Simurdi¢, Lj. (2016) Psihoaktivni
potencijal uzoraka marihuane u Republici Srpskoj. Zbornik radova medunarodnog
naucnog skupa ,, XI Savjetovanje hemicara, tehnologa i ekologa Republike Srpske*“,

Tesli¢, Bosna i Hercegovina — Republika Srpska, 67-74.

Dragolji¢, M., Mati¢, V., Simurdi¢, Lj. (2017) Validacija metode za identifikaciju kanabisa
tehnikom gasne hromatografije. Journal of Engineering & Processing Management,

9(1), 50-55.

Dragolji¢, M.M., Rodié-Grabovac, B.B., Vasiljevi¢, Lj.C., Mati¢, V.C. and Simurdi¢, Lj.O.
(2018) Trend of the psychoactive potential of Cannabis sativa L. plant samples.
Kragujevac J. Sci. 40, 143-151.

151



Dragolji¢, M., Mati¢, V., Simurdié, Lj., Smitran, G. (2019a) Testiranje uéesnika u saobraéaju
na prisustvo droga, Zbornik radova medunarodnog naucnog skupa , XII Savjetovanje
hemicara, tehnologa i ekologa Republike Srpske ““, 2-3 Novembar 2018, Tesli¢, Bosna i
Hercegovina — Republika Srpska, 59-67.

Dragolji¢, M.M., Rodi¢-Grabovac, B.B, Vasiljevi¢, C.Lj., Mati¢, C.V., Simurdi¢, 0O.Lj. (2019b)
The content of basic cannabinoids and their mutual ratios in Cannabis sativa L. plant.

Acta periodica technologica, 50, 59-68.

Dragolji¢, M., Rodi¢-Grabovac, B., Vasiljevi¢, Lj., Mati¢, V., Simurdi¢, Lj. (2020)
Identifikacija osnovnih kanabinoida tehnikom gasne hromatografije sa masenim
detektorom — validacija metode. Zbornik radova XII medunarodne naucne konferencije
“Savremeni materijali 2019”, Banja Luka, Bosna i Hercegovina — Republika Srpska,

knjiga 43, 149-161.

Dujourdy, L. and Besacier, F. (2017) A study of Cannabis potency in France over a 25 years
period (1992-2016). Forensic Science International, 272, 72-80.

ElSohly, M.A., Holley, J.H., Lewis, G.S., Russell, M.H. and Turner, C.E. (1984) Constituents
of Cannabis sativa L. XXIV: The Potency of Confiscated Marijuana, Hashish, and Hash
Oil Over a Ten-Year Period. Journal of Forensic Sciences, 29(2), 500-514.

ElSohly, M.A., Ross, S.A., Mehmedic, Z., Arafat, R., Yi, B. and Banahan, B.F. (2000) Potency
trends of D9-THC and other cannabinoids in confiscated marijuana from 1980-1997.

Journal of Forensic Sciences, 45(1), 24-30.

ElSohly, M.A. and Slade, D. (2005) Chemical constituents of marijuana: The complex mixture

of natural cannabinoids. Life Sciences, 78, 539-548.

ElSohly, M.A., Stanford, D.F. and Murphy, T.P. (2007) Chemical Fingerprinting of Cannabis
as a Means of Source Identification. In Marijuana and the Cannabinoids, E1Sohly, M.A.

(Ed.), Humana Press, Totowa, New Jersey, pp 51-66.

ElSohly, M.A., Mehmedic, Z., Foster, S., Gon, C., Chandra, S. and Church, J.C. (2016) Changes
in Cannabis Potency over the Last Two Decades (1995-2014) - Analysis of Current Data
in the United States, Biological Psychiatry, 79(7), 613-619.

ElSohly, M.A., Radwan, M.M., Gul, W., Chandra, S. and Galal, A. (2017) Phytochemistry of
Cannabis sativa L., In Phytocannabinoids, Kinghorn, A.D., Falk, H., Gibbons, S. and

152



Kobayashi, J. (Eds.), Progress in the chemistry of organic natural products, Vol. 103,
(pp. 1-36), Springer International Publishing, Cham, Switzerland.

Elzinga, S., Fischedick, J., Podkolinski, R. and Raber, J.C. (2015) Cannabinoids and Terpenes

as Chemotaxonomic Markers in Cannabis. Nat Prod Chem Res, 3(4), 1-9.

European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) Drugs Working Group (2003)
Guidelines on Representative Drug Sampling. ENFSI, The Hague.

European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) Drugs Working Group (2014)
Guidelines on Sampling of Illicit Drugs for Quantitative Analysis. ENFSI.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) and Europol (2016)
EU Drug Markets Report: In-Depth Analysis, Publications Office of the European
Union, Luxembourg, pp. 55-71.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) (2018a) European
drug report 2018: Trends and developments. Luxembourg: Publications Office of the

European Union.

Retrieved December 26, 2018 from http://www.emcdda.europa.eu/publications-

database en?f%5B0%5D=field pub date%3A2018

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) (2018b) Bosnia and
Herzegovina, National drug situation report 2017. Luxembourg: Publications Office of

the European Union.

Retrieved December 26, 2018 from http://www.emcdda.europa.ecu/publications-

database en?f%5B0%5D=field pub date%3A2018

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) (2018c) Statistical
bulletin 2018. Retrieved 04 July 2018 from

http://www.emcdda.europa.ecu/data/stats2018/ppp.

Fetterman, P.S., Keith, E.S., Waller, C.W., Guerrero, O., Doorenbos, N.J. and Quimby, M.W.
(1971) Mississippi-Grown Cannabis sativa L.: Preliminary Observation on Chemical
Definition of Phenotype and Variations in Tetrahydrocannabinol Content versus Age,

Sex, and Plant Part. Journal of Pharmaceutical Sciences, 60(8), 1246-1249.

153



Fischedick, J.T., Glas, R., Hazekamp, A. and Verpoorte, R. (2009) A Qualitative and
Quantitative HPTLC Densitometry Method for the Analysis of Cannabinoids in
Cannabis sativa L. Phytochemical Analysis, 20, 421-426.

Fischedick, J.T., Hazekamp, A., Erkelens, T., Choi, Y.H. and Verpoorte, R. (2010) Metabolic
fingerprinting of Cannabis sativa L., cannabinoids and terpenoids for chemotaxonomic

and drug standardization purposes. Phytochemistry, 71, 2058-2073.

Fischedick, J.T. (2017) Identification of Terpenoid Chemotypes Among High (-)-trans-D9-
Tetrahydrocannabinol-Producing Cannabis sativa L. Cultivars. Cannabis and

Cannabinoid Research, 2(1), 34-47.

Freeman, T.P. and Winstock, A. R. (2015) Examining the profile of high-potency cannabis and
its association with severity of cannabis dependence. Psychological Medicine, 45,

3181-31809.

Freeman, T.P., Groshkova, T., Cunningham, A., Sedefov, R., Griffiths, P. & Lynskey, M.T.
(2018) Increasing potency and price of cannabis in Europe 2006—16, Addiction, 114(6),
1015-1023.

Galand, N., Ernouf, D., Montigny, F., Dollet, J. and Pothier, J. (2004) Separation and
Identification of Cannabis Components by Different Planar Chromatography

Techniques (TLC, AMD, OPLC). Journal of Chromatographic Science, 42: 130-134.

Gardner, E.L. (2014) Cannabinoids and Addiction. In Handbook of Cannabis, Pertwee, R.
(Ed.), Oxford universitu press, Oxford, UK, pp 173-188.

Garg, U. (2008) Hair, Oral Fluid, Sweat, and Meconium Testing for Drugs of Abuse. In
Handbook of Drug Monitoring Methods, Dasgupta, A. (Ed.), Humana Press Inc.
Totowa, New Yersey, pp. 337-364.

Gill, R. (1986) High Pressure Liquid Chromatography. In Clarke's isolation and identification
of drugs in pharmaceuticals, body fluids, and post-mortem material, Moffat, A.C.,
Jackson, J.V., Moss, M.S. and Widdop, B. (Eds.), The Pharmaceutical Press, London,
pp- 201-220.

Gorelick, J. and Bernstein, N. (2017) Chemical and Physical Elicitation for Enhanced

Cannabinoid Production in Cannabis. In Cannabis sativa L. — Botany and

154



Biotechnology, Chandra, S., Lata, H. and EISohly, M.A. (Eds.), Springer International
Publishing, Cham, Switzerland, pp 439-456.

Goutam, S., Goutam, M.P., and Yadav, P. (2015) Thin Layer Chromatographic Analysis of
Psychoactive Plant Cannabis Sativa L. International Journal of Multidisciplinary

Approach and Studies, 2(6), 166-175.

Grassi, G. and McPartland, J. (2017) Chemical and Morphological Phenotypes in Breeding of
Cannabis sativa L. In Cannabis sativa L. — Botany and Biotechnology, Chandra, S.,
Lata, H. and ElSohly, M.A. (Eds.), Springer International Publishing, Cham,
Switzerland, pp. 137-160.

Green, G. (2001) The Cannabis Grow Bible. The Definitive Guide to Growing Marijuana for

Recreational and Medicinal Use, Green Candy Press, San Francisco.
Hazekamp, A. (2008-2009) Cannabis Review, Leiden Univeristy, Leiden, The Netherlands.

Hazekamp, A., Fischedick, J.T., Llano Diez, M., Lubbe, A. and Ruhaak, R.L. (2010) Chemistry
of Cannabis. In Comprehensive Natural Products Il Chemistry and Biology, Volume 3,
Mander, L. and Lui, H.-W. (Eds.), Elsevier, Oxford, pp.1033-1084.

Hazekamp, A., Tejkalova, K., Papadimitriou, S. (2016) Cannabis: From Cultivar to Chemovar
IT — A Metabolomics Approach to Cannabis Classification. Cannabis and Cannabinoid

Research, 1(1), 202-215.

Hillig, K.W. and Mahlberg, P.G. (2004) A chemotaxonomic analysis of cannabinoid variation
in Cannabis (Cannabaceae). Am J. Bot. 91(6), 966-975.

Houck, M.M. and Siegel, J.A. (2015) Fundamentals of forensic science, Academic Press —

Elsevier, Oxford.

Institut za akreditovanje Bosne i Hercegovine (BATA) (2014) Uputstvo za validaciju metoda

za ispitivanje i kalibraciju — opsti zahtjevi (OD 07-07).

Institut za akreditovanje Bosne i Hercegovine (BATA) (2017) Pravila za prihvatljivu sljedivost
mjerenja (OD 07-03).

Institut za standardizaciju Bosne i Hercegovne (2006) Opsti zahtjevi za kompetentnost ispitnih

i kalibracionih laboratorija (BAS EN ISO/IEC 17025:2006).

155



International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) (2002) Guidelines for forensic
science laboratories ILAC-G19: 2002).

International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) (2013) Policy on the Traceability
of Measurement Results ILAC P10:01/2013).

Iversen, L.L. (2000) The Science of Marijuana, Oxford University Press, New York.

Iseger, T.A., and Bossong, M.G. (2015) A systematic review of the antipsychotic properties of
cannabidiol in humans. Schizophr. Res. 162, 153-161.

Jokanovi¢, V. (2014) Instrumentalne metode: klju¢ razumevanja nanotehnologije i
nanomedicine, InZenjerska akademija Srbije i Institut za nuklearne nauke ,,Vinca“,

Beograd, pp. 521-573.

Kalasz, H. and Béthori, M. (2000) Basis and pharmaceutical applications of thin-layer
chromatography. In Separation Methods in Drug Synthesis and Purification, Valko, K.
(Ed.), Handbook of Analytical Separations, Vol. 1, Smith, R.M. (Series Ed.), Elsevier,
Amsterdam, 439-501.

Kallawicha, K., Bunyapraphatsara, N., Wilairat, P. and Panvisavas, N. (2008) Survey of
Cannabis sativa L. “Fiber Type” Cultivated in Thailand Using Gas Chromatography-
Mass Spectrometry Data. SWU Sci. J. 24(1), 153-164.

Katritzky, A.R., Ignatchenko, E.S., Barcock, R.A., Lobanov, V.S. and Karelson, M. (1994)
Prediction of Gas Chromatographic Retention Times and Response Factors Using a
general Quantitative Structure — Property Relationship Treatment. Analytical

Chemistry, 66 (11), 1799-1807.

Khan, J.V.I., Kennedy, T.J. and Christian, D.R. (2012) Basic Principles of Forensic Chemistry,
Humana Press, New York, pp. 145-156.

King, L.A., Carpentier, C. and Griffiths, P. (2004) An overview of cannabis potency in Europe,
Office for the Official Publications of the European Communities, Luxembourg, pp 29-

41.

King, L.A. (2009) Forensic Chemistry of Substance Misuse - A Guide to Drug Control, RSC
Publishing, Cambridge, UK.

156



Kupiec, T. and Kemp, P. (2011) High Performance Liquid Chromatography. In Clarke's
Analysis of Drugs and Poisons, Moffat, A.C., Osselton, M.D. and Widdop B. (Eds.),
Pharmaceutical Press, London. pp. 718-757.

Kwong, C.T. (2008) Introduction to Drugs of Abuse Testing and Clinical False-Positive Drug
Test Results. In Handbook of Drug Monitoring Methods Dasgupta, A. (Ed.), Humana
Press Inc. Totowa, New Yersey, pp. 297-315, 395-406.

Leach, H. and Ramsey, J.D. (1986) Gas Chromatography. In Clarke's isolation and
identification of drugs in pharmaceuticals, body fluids, and post-mortem material,
Moffat, A.C., Jackson, J.V., Moss, M.S. and Widdop, B. (Eds.), The Pharmaceutical
Press, London, pp. 178-200.

Lee, G.D. (2005) Global Drug Enforcement: Practical Investigative Techniques, CRC Press —
Boca Raton, London — New York — Washington, D.C.

Leggett, T. (2006) Review of the world cannabis situation. Bulletin on Narcotics, Vol. LVIII
(1 and 2, 2006), UNODC - Vienna, United Nations, New York.

Leweke, F.M., Piomelli, D., Pahlisch, F., Muhl, D., Gerth, C.W., Hoyer, C., Klosterkotter, J.,
Hellmich, M. and Koethe, D. (2012) Cannabidiol enhances anandamide signaling and

alleviates psychotic symptoms of schizophrenia. Translational Psychiatry 2, €94.

Luterotti, S. (2014) Uvod u kemijsku analizu, SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski

fakultet, Zagreb, pp. 198-251.

Mahlberg, G.P. & Kim, E.S. (2004) Accumulation of Cannabinoids in Glandular Trichomes of
Cannabis (Cannabaceae). Journal of Industrial Hemp, 9(1), 15-36.

Maksimovi¢, R., Boskovi¢, M. i Todori¢, U. (1998) Metode fizike, hemje i fizicke hemije u

kriminalistici, Policijska akademija, Beograd.

Marjanovi¢, N. (2001) Instrumentalne metode analize /1. Metode razdvajanja, Tehnoloski

fakultet, Univerzitet u Banja Luci.

Martin, B.R. (2007) The Endocannabinoid System and the Therapeutic Potential of
Cannabinoids. In Marijuana and the Cannabinoids, ElSohly, M.A. (Ed.), Humana
Press, Totowa, New Jersey, pp 124-143.

157



Martin, A. and Rashidian, N. (2014) A new Leaf: The End of Cannabis Prohibition, The New
Press, New York.

Mati¢, V., Dragolji¢, M. i Simurdi¢, Lj. (2018) Validacija metode za identifikaciju kanabisa
tehnikom tankoslojne hromatografije. Zbornik radova X medunarodne naucne
konferencije ,,Savremeni materijali 2017, 9-10 Novembar 2017, Banja Luka, knjiga

35, 479-488.

McDermott, S.D. (2011) Drugs of Abuse. In Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Moffat,
A.C., Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press, London. pp. 190-
207.

McLaren, J., Swift, W., Dillon, P. and Allsop, S. (2008) Cannabis potency and contamination:
a review of the literature. Addiction 103, 1100-1109.

McNair, H.M. and Miller, J.M. (2009) Basic Gas Chromatography, John Wiley & Sons, New

Jersey.

McPartland, J.M. and Russo, E.B. (2001) Cannabis and Cannabis Extracts: Greater Than the
Sum of Their Parts? Journal of Cannabis Therapeutics, 1(3/4), 103-132.

McPartland, J.M. (2018) Cannabis Systematics at the Levels of Family, Genus, and Species.
Cannabis and Cannabinoid Research, 3(1), 203-212.

Mechoulan, R. and Ben-Shabat, S. (1999) From gan-zi-gun-nu to anandamide and 2-

arachidonoylglycerol: the ongoing story of cannabis. Nat. Prod. Rep. 16, 131-143.

Mehmedic, Z., Chandra, S., Slade, D., Denham, H., Foster, S., Patel, A.S., Ross, S.A., Khan,
LLA. and ElSohly, M.A. (2010) Potency Trends of A9-THC and Other Cannabinoids in
Confiscated Cannabis Preparations from 1993 to 2008. Journal of Forensic Science,

55(5), 1209-1217.

Moffat, A.C. (1986) Thin-layer Chromatography. In Clarke's isolation and identification of
drugs in pharmaceuticals, body fluids, and post-mortem material, Moffat, A.C.,
Jackson, J.V., Moss, M.S. and Widdop, B. (Eds.), The Pharmaceutical Press, London,
pp- 160-177.

Moffat, A.C., Jackson, J.V., Moss, M.S. and Widdop, B. (1986) Clarke's isolation and
identification of drugs in pharmaceuticals, body fluids, and post-mortem material, The
Pharmaceutical Press, London, pp. 423-425.

158



Moeller, K.E., Lee, K.C., and Kissack, J.C. (2008) Urine drug screening: Practical Guide for
Clinicians. Mayo Clin Proc. 83(1), 66-76.

Mohammad, A., Bhawani, S.A., and Sharma, S. (2010) Analysis of Herbal Products by Thin-
layer Chromatography: A Review. International Journal of Pharma and Bio Sciences,

V1(2), 1-50.

Nie, B., Henion, J., Ryona, 1. (2019) The Role of Mass Spectrometry in the Cannabis Industry.
J. Am. Soc. Mass Spectrom., 30(5),719-730.

Niedbala, R.S. and Gonzalez, J.M. (2011) Immunoasays. In Clarke's Analysis of Drugs and
Poisons, Moffat, A.C., Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press,
London, pp. 496-506.

Nielsen, S., Germanos, R., Weier, M., Pollard, J., Degenhardt, L., Hall, W., Buckley, N. and
Farrell, M. (2018), The Use of Cannabis and Cannabinoids in Treating Symptoms of
Multiple Sclerosis: a Systematic Review of Reviews. Current Neurology and

Neuroscience Reports, 18:8.

Niesink, R.J.M., Righter, S., Koeter, M.W. and Brunt, T.M. (2015) Potency trends of A9-THC,

cannabidiol and cannabinol in cannabis in the Netherlands: 2005-2015. Addiction,

110(12), 1941-1950.

Onofri, C. and Mandolino, G. (2017) Genomics and Molecular Markers in Cannabis sativa L.
In: Cannabis sativa L. - Botany and Biotechnology, Chandra, S., Lata, H. and ElSohly,
M.A. (Eds.), Springer International Publishing, Cham, Switzerland, pp. 319-342.

Petrovi¢, P. S. (1989) Droga i ljudsko ponasanje, NIRO Decje Novine, Gornji Milanovac.

Pijlman, F.T.A., Rigter, S.M., Hoek, J., Goldschmidt, H.M.J. and Niesnik, R.J.M. (2005) Strong
increase in total delta-THC in cannabs preparations sold in Dutch coffee shops.

Addiction Biology, 10, 171-180.

Piomelli, D. and Russo, E.B. (2016) The Cannabis sativa Versus Cannabis indica Debate: An
Interview with Ethan Russo, MD. Cannabis and Cannabinoid Research, 1(1), 44-46.

Piomelli, D., Haney, M., Budney, A.J., Piazza, P.V. (2016) Roundtable discussion: legal or
illegal, Cannabis is still addictive. Cannabis and Cannabinoid Research, 1(1), 47-53.

159



Piomelli, D., Solomon, R., Abrams, D., Balla, A., Grant, 1., Marcotte, T., Yoder, J. (2019)
Regulatory Barriers to Research on Cannabis and Cannabinoids: A Proposed Path

Forward, Cannabis and Cannabinoid Research, 4(1), 21-32.

Piluzza, G., Delogu, G., Cabras, A., Marceddu, S. and Bullitta, S. (2013) Differentiation
between fiber and drug types of hemp (Cannabis sativa L.) from a collection of wild

and domesticated accessions. Genet Resour Crop Evol, 60, 2331-2342.

Pollio, A. (2016) The Name of Cannabis: A Short Guide for Nonbotanists. Cannabis and
Cannabinoid Research, 1(1), 234-238.

Poole, C.F. (2011) Thin-layer Chromatography. In Clarke's Analysis of Drugs and Poisons,
Moffat, A.C., Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press, London,
pp- 600-635.

Poortman van der Meer, A.J. and Huizer, H. (1999) A contribution to the improvement of

accuracy in the quantitation of THC. Forensic Science International, 101, 1-8.

Potter, D.J., Clark, P. and Brown, M.B. (2008) Potency of A9-THC and Other Cannabinoids in
Cannabis in England in 2005. Journal of Forensic Science, 53(1), 90-94.

Potter, D.J. and Duncombe, P. (2012) The Effect of Electrical Lighting Power and Irradiance
on Indoor-Grown Cannabis Potency and Yield. Journal of Forensic Science, 57(3) 618-

622.

Potter, D.J. (2014) Cannabis horticulture. In Handbook of Cannabis, Pertwee, R. (Ed.), Oxford
universitu press, Oxford, pp 65-88.

Radwan, M.M., ElSohly, M.A., El-Alfy, A.T., Ahmed, S.A., Slade, D., Husni, A.S., Manly,
S.P., Wilson, L., Seale, S., Cutler, S.J. and Ross, S.A. (2015) Isolation and
Pharmacological Evaluation of Minor Cannabinoids from High-Potency Cannabis

sativa. J Nat Prod, 78(6), 1271-1276.

Radwan, M.M., Wanas, A.S., Chandra, S. & ElSohly, M.A. (2017) Natural cannabinoids of
cannabis and methods of analysis, In Cannabis sativa L. - Botany and Biotechnology,
Chandra, S., Lata, H. and ElSohly, M.A. (Eds.), Springer International Publishing,
Cham, Switzerland, pp. 161-182.

160



Raman, A. (2003) The Cannabis Plant: Botany, Cultivation and processing for use. In
Cannabis: The Genus Cannabis, Brown, D.T. (Ed.), Taylor & Francis, Amsterdam, pp
29-50.

Raman, A. and Joshi, A. (2003) The Chemistry of Cannabis. In Cannabis: The Genus Cannabis,
Brown, D.T. (Ed.), Taylor & Francis, Amsterdam, pp. 55-70.

Raman, V., Lata, H., Chandra, S., Khan, I.A. and ElSohly, M.A. (2017) Morpho-Anatomy of
Marijuana (Cannabis sativa L.). In Cannabis sativa L. — Botany and Biotechnology,
Chandra, S., Lata, H. and ElSohly M.A. (Eds.), Springer International Publishing,
Cham, Switzerland, pp 123-136.

Romano, L.L. and Hazekamp, A. (2013) Cannabis Oil: chemical evaluation of an upcoming

cannabis-based medicine. Cannabinoids, 7(1), 1-11.

Ross, S.A. and ElSohly, M.A. (1997) CBN and A9-THC concentration ratio as an indicator of
the age of stored marijuana samples. Bulletin on Narcotics, Vol. XLIX and L, 139-147.

Ross, S.A., Mehmedic, Z., Murphy, T.P., and ElSohly, M.A. (2000) GC-MS analysis of the
total A9-THC content of both drug- and fiber-type Cannabis seeds. J. Anal. Toxicol. 24,
715-717.

Ross, S.A., ElSohly, M.A., Sultana, G.N.N., Mehmedic, Z., Hossain, C.F., and Chandra, S.
(2005) Flavonoid glycosides and cannabinoids from the pollen of Cannabis sativa L.

Phytochem. Anal. 16, 45-48.

Russo, E.B. (2011) Taming THC: potential cannabis synergy and phytocannabinoid-terpenoid
entourage effects. Br. J. Pharmacol. 163, 1344—1364.

Russo, E.B. (2017) History of Cannabis as Medicine: Nineteenth Century Irish Physicians and
Correlations of Their Observations to Modern Research. In Cannabis sativa L. — Botany
and Biotechnology, Chandra, S., Lata, H. and EISohly, M.A. (Eds.), Springer
International Publishing, Cham, Switzerland, pp 63.

Rymanowski, M. (2014) Cannabis — review of the issues related to determination of the total
content of delta-9-tetrahydrocannabinol (A-9-THC) and delta-9-tetrahydrocannabinolic
acid (A-9-THCA-A). Problemy Kryminalistyki, 285(3), 1-18.

Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) (2005) Marijuana.

Retrieved October 21, 2015 from http://swedrug.org.

161



Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) (2016)

Recommendations, Version 7.1. Retrieved August 26, 2016 from http://swgdrug.org.

Sevigny, E.L. (2013) Is today’s marijuana more potent simply because it’s fresher? Drug

Testing and Analysis, 5, 62-67.

Sexton, M. and Ziskind, J. (2013) Sampling Cannabis for Analytical Purposes, BOTEC

Analysis Corporation.

Sharma, P., Bharath, M.M.S. and Murthy, P. (2010) Qualitative high performance thin layer
chromatography (HPTLC) analysis of cannabinoids in urine samples of Cannabis

abusers. Indian J Med Res, 132, 201-208.

Siegel, J.A. (2005) Forensic Identification of Illicit Drugs. In Forensic Science Handbook,
Saferstein, R. (Eds.), Pearson, New Jersey, pp. 111-174.

Singh, G. (2010) Plant Systematics — An Integrated Approach, Science Publishers, Enfield, NH,
USA.

Sirikantaramas, S. and Taura, F. (2017) Cannabinoids: Biosynthesis and Biotechnological
Applications. In Cannabis sativa L. — Botany and Biotechnology, Chandra, S., Lata, H.
and ElSohly, M.A. (Eds.), Springer International Publishing, Cham, Switzerland, pp
183-206.

Small, E. (2015) Evolution and Classification of Cannabis sativa (Marijuana, Hemp) in Relation

to Human Utillization. Bot. Rev. 81, 189-294.

Small, E. (2017a) Cannabis: a complete guide, CRC Press, Taylor & Francis, London, New
York.

Small, E. (2017b) Classification of Cannabis sativa L. in Relation to Agricultural,
Biotechnological, Medical and Recreational Utillization. In Cannabs sativa L. — Botany
and Biotechnology, Chandra, S.; Lata, H. and ElSohly M.A. (Eds.), Springer
International Publishing, Cham, Switzerland, pp 1-62.

Stafford, D.T. (2005) Forensic Capillary Gas Chromatography. In Forensic Science Handbook,
Saferstein, R. (Ed.), Pearson, New Jersey, pp. 81-109.

162



Stambouli, H., El Bouri, A., Bellimam, M. A., Bouayoun, T. and El Karni, N. (2005) Cultivation
of Cannabis sativa L. in northern Morocco. Bulletin on Narcotics, Vol. LVII, No 1 and

2,79-118.

Swift, W., Wong, A., Li, K.M., Arnold, J.C. and McGregor, 1.S. (2013) Analysis of Cannabis
Seizures in NSW, Australia: Cannabis Potency and Cannabinoid Profile. Plos One 8(7):
€70052.

Terrell, A., Clarke, W., Evans, M. and Collins, J. (2008) Providing Expert Witness for Alcohol
and Positive Drugs of Abuse Test Results. In Handbook of Drug Monitoring Methods,
Dasgupta, A. (Ed.), Humana Press Inc., Totowa, New Yersey, pp. 407-420.

Thomas, M. (2012) Cannabis Cultivation - A Complete Grower’s Guide, Green Candy Press,

San Francisco, CA.

Thomas, B.F. and ElSohly, M.A. (2016) The Analytical Chemistry of Cannabis, Elsevier,

Amsterdam.

Tipparat, P., Natakankitkul, S., Chamnivikaipong, P. and Chutiwat, S. (2012) Characteristics
of cannabinoids composition of Cannabis plants grown in Northern Thailand and its

forensic application. Forensic Science International, 215, 164-170.

Tipparat, P., Kunkaew, W., Julsrigival, S., Pinmanee, S., Natakankitkul, S. (2014)
Classification of Cannabis Plants Grown in Northern Thailand using Physico-Chemical

Properties. Journal of Natural Sciences Research, 4(4), 46-54.

Tomida, 1., Pertwee, R.G. and Azuara-Blanco, A. (2004) Cannabinoids and glaucoma. Br J
Ophthalmol, 88, 708-713.

Toonen, M., Ribot, S. and Thissen, J. (2006) Yield of Illicit Indoor Cannabis Cultivation in The
Netherlands. J. Forensic Sci. 51(5), 1050-1054.

Trofin, 1.G., Vlad, C.C., Dabija, G., Filipescu, L. (2011) Influence of Storage Conditions on the
Chemical Potency of Herbal Cannabis. Rev. Chim. 62(6), 639-645.

Trofin, I.G., Dabija, G., Vaireanu, D.I., Filipescu, L. (2012a) Long-term Storage and Cannabis
Oil Stability. Rev. Chim. 63(3), 293-297.

163



Trofin, I.G., Dabija, G., Vaireanu, D.I., Filipescu, L. (2012b) The Influence of Long-term
Storage Conditions on the Stability of Cannabinoids derived from Cannabis Resin. Rev.

Chim. 63(4), 422-427.

Trullols, E., Ruisanchez, 1. and Rius, F.X. (2004) Validation of qualitative analytical methods.
Trends in Analytical Chemistry, 23(2), 137-145.

Tsumura, Y., Aoki, R., Tokieda, Y., Akutsu, M., Kawase, Y., Kataoka, T., Takagi, T., Mizuno,
T., Fukada, M., Fujii, H. and Kurahashi, K. (2012) A survey of the potency of Japanese

illicit cannabis in fiscal year 2010. Forensic Science International, 221(1-3), 77-83.

Turner, C.E., Hadley, K.W., Fetterman, P.S., Doorenbos, N.J., Quimby, M.W., Waller, C.
(1973) Constituents of Cannabis sativa L. IV: Stability of cannabinoids in stored plant
material. J Pharm Sci, 62(10),1601-1605.

Turner, C.E. and ElSohly, M.A. (1979) Constituents of Cannabis sativa L.: XVI. A possible
decomposition pathway of A9-tetrahydrocannabinol to cannabinol, J. Heterocyclic

Chem. 37, 1667-1668.

United Nations: Single Convention on Narcotic Drugs (1961). Convention on Psychotropic

Substances (1971).

United Nations International Drug Control Programme (UNIDCP) — Vienna (1994) Rapid
Testing Methods of Drugs of Abuse, United Nations, New York.

United Nations Office on Drug and Crime - Laboratory and Scientific Section (UNODC-LSS)
(2003) Terminology and Information on Drugs, 2" ed., United Nations, New York.

United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) (2006) World Drug Report 2006, United
Nations, New York, pp 172-185.

United Nations Office on Drugs and Crime - Laboratory and Scientific Section (UNODC-LSS)
and European Network of Forensic Science Institutes - Drugs Working Group (ENFSI
- DWG) (2009) Guidelines on Representative Drug Sampling, United Nations, New
York.

United Nations Office on Drug and Crime - Laboratory and Scientific Section (UNODC - LSS)
(2009a) Recommended Methods for the Identification and Analisys Cannabis and

Cannabis Products, United Nations, New York.

164



United Nations Office on Drugs and Crime - Laboratory and Scientific Section (UNODC-LSS)
(2009b) Guidance for the Implementation of a Quality Management System in Drug

Testing Laboratories, United Nations, New York.

United Nations Office on Drugs and Crime - Laboratory and Scientific Section (UNODC-LSS)
(2009¢) Guidance for the Validation of Analytical Methodology and Calibration of
Equipment used for Testing of Illicit Drugs in Seized Materials and Biological

Specimen, United Nations, New York.

United Nations Office for Drug and Crime (UNODC) (2011) World Drug Report 2011, United
Nations, pp. 175-206.

United Nations Office for Drug and Crime (UNODC) (2012) World Drug Report 2012, United
Nations, pp. 2-3, 43-50.

United Nations Office on Drug and Crime (UNODC) (2013a) The challenge of new
psychoactive substances. In Report from the Global SMART Programme, United

Nations.

United Nations Office on Drug and Crime (UNODC) (2013b) World Drug Report 2013, United
Nations, pp. 24-29.

United Nations Office for Drug and Crime (UNODC) (2014a) The Illicit Drug Trade Through
South-Eastern Europe, United Nations, pp. 98-107.

United Nations Office for Drug and Crime (UNODC) (2014b) World Drug Report 2014, United
Nations, pp. 39- 43.

United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) (2015) World Drug Report 2015, United
Nations, pp. 57-66.

United Nations Office on Drug and Crime (UNODC) (2016a) Terminology and Information on
Drugs, 3" ed., United Nations, New York.

United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) (2016b) World Drug Report 2016,
United Nations, New York, pp 43-51.

United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) (2017) World Drug Report 2017, United
Nations: New York, pp 37-56.

165



United Nations Office on Drugs and Crime (2018) World drug report 2018. United Nations
publication. Retrieved December 26, 2018 from https://www.unodc.org/wdr2018

Upton, R., Craker, L., EISohly, M., Romm, A., Russo, E. and Sexton, M. (Eds. and Technical
Advisors) (2013) Cannabis Inflorescence and Leaf. In American Herbal Pharmacopoea

(AHP), Scott’s Valley, CA, USA.

Vanhove, W., Van Damme, P. and Meert, N. (2011) Factors determining yield and quality of
illicit indoor cannabis (Cannabis spp.) production. Forensic Science International, 212,

158-163.

Vanhove, W., Surmont, T., Van Damme, P., De Ruyver, B. (2012) Yield and turnover of illicit
indoor cannabis (Cannabis spp.) plantations in Belgium, Forensic Science

International, 220, 265-270.

Vlada Republike Srpske (2016) Strategija nadzora nad opojnim drogama i suzbijanje opojnih
droga u Republici Srpskoj za period od 2016. do 2021.godine.

Volkow, N.D., Baler, R.D., Compton, W.M. and Weis, S.R.B. (2014) Adverse health effect of
marijuana use. N Engl J Med. 370 (23), 2219-2227.

Volkow, N.D., Swanson, J.M., Evins, A.E., DeLisi, L.E., Meier, M.H., Gonzalez, R.
Bloomfield, M.A.P., Curran, H.V., Baler, R. (2016) Effects of Cannabis Use on Human
Behavior, Including Cognition, Motivation and Psychosis: A Review. JAMA
Psychiatry, 73(3), 292-297.

Watson, D. (2011) Mas Spectrometry. In Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Moffat, A.C.,
Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press, London, pp. 577-593.

Weizman, L., Dayan, L., Brill, S., Nahman-Averbuch, H., Hendler, T., Jacob, G. And Sharon,
H. (2018) Cannabis analgesia in chronic neuropathic pain is associated with altered

brain connectivity. Neurology, 2018, 91(14), e1285-e1294.

Widdop, B. (2011) Colour Tests. In Clarke's Analysis of Drugs and Poisons, Moffat, A.C.,
Osselton, M.D. and Widdop, B. (Eds.), Pharmaceutical Press, London, pp. 471-495.

World Health Organization (WHO) Expert Committee on Drug Dependence (ECDD) (2018)
Pre-Review — delta-9-tetrahydrocannabinol, WHO Document Production Services,

Geneva.

166



Yang, Y., Lewis, M. M., Bello, A.M., Wasilewski, E., Clarke, H.A. and Kotra, L.P. (2017)
Cannabis sativa (Hemp) Seeds, D9-Tetrahydrocannabinol, and Potential Overdose.

Cannabis and Cannabinoid Research, 2(1), 274-281.

Zadora, G. and Zuba, D. (2009) Gas Chromatography in Forensic Science. In Encyclopedia of
Analytical Chemistry, John Wiley & Sons.

Zamengo, L., Frison, G., Bettin, C. and Sciarrone, R. (2013) Variability of cannabis potency in

the Venice area (Italy): A survey over the period 2010-2012. Drug Testing and Analysis.

Zivanovié, Lj. (2003) Odabrane metode za farmaceutsku analizu, Nijansa, Zemun, pp. 137-

223.

Zakon o spreCavanju i suzbijanju zloupotrebe opojnih droga sa Listom opojnih droga i
psihotropnih supstanci, biljaka iz kojih se moZe dobiti opojna droga i prekursora

(Sluzbeni glasnik Bosne i Hercegovine broj 08/06, 103/08 1 51/11).

167



BIOGRAFIJA

Mirjana Dragolji¢ je rodena 16.02.1963. godine u Gorazdu. Osnovnu skolu i Gimnaziju zavrSila
je u Banja Luci. Diplomirala je na Tehnoloskom fakultetu u Banja Luci, Hemijsko-tehnoloski
odsjek, na katedri Konstrukcioni materijali i koroziona zastita, sa temom ,,Uticaj nekih dodataka
na hemijsko niklovanje aluminijuma iz kiselih elektrolita®, pod nadzorom prof. dr Purada
Davidovi¢a. Magistarski rad na temu ,,Promjena koncentracije tetrahidrokanabinola sa
vremenom kao indikator kvaliteta uzoraka biljke Cannabis sativa L. odbranila je na

Tehnoloskom fakultetu u Banja Luci, pod mentorstvom prof. dr Jelene Penavin Skundrié.

Od 1990. godine radila je na poslovima profesora hemije u Srednjoskolskom centru u Kljucu i
Elektrotehnickoj Skoli u Banjaluci. U Ministarstvu unutra$njih poslova Republike Srpske
zaposlena je od 1993. godine, kao profesor hemije u Srednjoj $koli za unutras$nje poslove u
Banja Luci. Od 1994. godine radila je u Kriminalisticko-tehnickom centru na poslovima
vjeStaka za hemijska ispitivanja i rukovodioca laboratorija, a od 2003. do 2013. godine
obavljala je poslove nacelnika Kriminalisticko-tehnickog centra. Od novembra 2013. godine
rasporedena je na poslove strucnog savjetnika u kabinetu direktora policije. Za sudskog vjeStaka
hemijske struke imenovana je 1995. godine. Od 2010. godine je ¢lan komisije za imenovanje
vjestaka hemijsko-tehnoloske struke pri Ministarstvu pravde. Kao stru¢ni edukator saraduje sa
Centrom za edukaciju sudija i javnih tuzilaca od 2005. godine, a 2017. godine je imenovana za

stalnog edukatora tog Centra.

Ucestvuje u procesu edukacije kadrova Ministarstva unutrasnjih poslova, kao saradnik u izradi
nastavnih planova i programa, te izvodenjem teorijske i prakti¢ne nastave iz oblasti primjenjene
hemije, kriminalisticke tehnike i forenzike, za razli¢ite nivoe obuke. Od 2006. do 2016. godine
bila je angaZovana na Visokoj Skoli unutraS$njih poslova, na predmetima Kriminalisti¢ka
tehnika i Forenzic¢ke nauke. Odlukom Senata Univerziteta u Banjaluci, 2013. godine je izabrana

u zvanje predavaca visoke skole.

Pohadala je stru¢ne edukacije iz forenzickih oblasti u zemlji i inostranstvu. Ucestvovala je na
naucnim i stru¢nim savjetovanjima i konferencijama kao autor i koautor nauc¢nih i stru¢nih

radova.

168



