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ABSTRACT 

As part of the work carried out, research was conducted on the profile of secondary 

metabolites of hemp - a plant whose cultivation and marketing are strictly controlled by law. 

Therefore, all related problems are of interest to Lab4Tox Ltd. as a forensic research entity. 

As a result of the study, it was shown that the profile of secondary metabolites of hemp is 

strongly dependent not only on biological factors such as, for example, the variety, but also on 

purely physical factors such as drying or storage conditions. On the one hand, this makes it 

difficult and even impossible to indicate the origin of the sample, but at the same time it is a 

circumstance that makes comparative studies possible. Hemp biomass, once harvested, is 

subject to constant changes. These changes concern not only the content of volatile components 

(terpene fraction) but also the content of phytocannabinoids, which also undergo cycles of 

mutual transformation. This is determined by a huge number of combinations of many factors 

and their intensity. These processes, on the one hand, make it impossible to indicate specifically 

the variety or geographic source of origin, however, on the other hand, by imprinting their 

unique individual mark, they make it possible to establish the identity of the materials and 

compare them among themselves. The results of the work carried out have been implemented 

into the routine practice of Lab4Tox. sp. z o.o. 

The possibility of using hemp phytosterols was equally tested. However, the sterol profile has 

not been shown to be able to differentiate samples of hemp-derived materials.   

Work was also undertaken on genotyping hemp to individualize it. Twenty STRs were selected 

and tested, which were assumed to give the ability to differentiate materials from different 

varieties. Positive results have not been obtained. The reasons for the failure are not entirely 

clear. Obtaining an answer to this question would require significantly more extensive 

comparative studies, which is well beyond the capabilities of Lab4Tox. Ltd. 
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STRESZCZENIE 

W ramach zrealizowanej pracy przeprowadzono badania nad profilem metabolitów 

wtórnych konopi - rośliny, której uprawa i obrót są ściśle kontrolowane przepisami prawa. Z 

tego też względu, wszystkie związane z nimi problemy pozostają w zainteresowaniu firmy 

Lab4Tox sp. z o.o. jako podmiotu zajmującego się badaniami kryminalistycznymi.  

W wyniku przeprowadzonych badań wykazano, że profil metabolitów wtórnych konopi 

jest silnie zależny nie tylko od czynników biologicznych takich jak. np. odmiana, ale również 

od czynników czysto fizycznych takich jak warunki suszenia czy przechowywania. Wykazano, 

że  tego w jaki sposób rośliny były suszone czy przechowywane. Z jednej strony utrudnia to a 

wręcz uniemożliwia wskazanie pochodzenia próbki, jednak równocześnie stanowi okoliczność 

umożlwiającą badania porównawcze. Biomasa konopna, po zebraniu podlega ciągłym 

zmianom. Zmiany te dotyczą nie tylko zawartości lotnych składników (frakcji terpenowej) ale 

również zawartości fitokannabinoidów, które również ulegają cyklom wzajemnych przemian. 

Decyduje o tym ogromna liczba kombinacji wielu czynników oraz ich nasilenia. Procesy te z 

jednej strony uniemożliwiają wskazanie konkretnie odmiany czy geograficznego źródła 

pochodzenia, jednakże z drugiej, odciskając swoje unikalne, indywidualne piętno umożliwiają 

ustalenie tożsamości materiałów i porównania ich pomiędzy sobą. Wyniki przeprowadzonych 

prac zostały zaimplementowane do rutynowej praktyki Lab4Tox. sp. z o.o. 

Przetestowano równie możliwość wykorzystania fitosteroli konopnych. Nie wykazano 

jednak by profil sterolowy mógł być podstawą różnicowania próbek materiałów pochodzących 

z konopi.   

Podjęto również prace nad analizą konopi metodami genetycznymi w celu ich 

zindywidualizowania. Wytypowano i przetestowano dwadzieścia układów STR, które w 

założeniu powinny dać możliwość rozróżniania materiałów pochodzących z różnych odmian. 

Nie uzyskano pozytywnych wyników. Nie do końca jasne są przyczyny niepowodzenia. 

Uzyskanie odpowiedzi na to pytanie wymagałoby przeprowadzenia znaczenie szerzej 

zakrojonych badań porównawczych, co znacznie przekracza możliwości firmy Lab4Tox. Sp. z 

o.o. 
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I.  Wstęp 

 

Badania identyfikacyjne substancji, mimo całego spektrum możliwych do zastosowania 

metod i technik, niejednokrotnie stanowią spore wyzywanie dla analityków. Szczególnych 

trudności przysparzają badania identyfikacyjne materiałów pochodzenia roślinnego. 

Najczęściej kwestią do rozwiązania jest identyfikacja oraz ilościowe oznaczenie substancji 

czynnych występujących w roślinach, jednakże czasem analityk musi zmierzyć się z 

koniecznością identyfikacji samego materiału roślinnego czy to w celu jego identyfikacji czy 

też określenia zawartości domieszek / zanieczyszczeń. Problem ten pojawia się w kontekście 

wielu obszarów począwszy od przemysłu spożywczego i farmaceutycznego a na badaniach 

kryminalistycznych kończąc. W przypadku firmy Lab4Tox sp. z o. o. właśnie kryminalistyka 

jest obszarem, na którym skupia się aktywność naukowo-badawcza firmy. Profil działalności 

przedsiębiorstwa nakierowany jest na działalność usługową adresowaną do organów ścigania i 

wymiaru sprawiedliwości. Lab4tox pełni tutaj rolę instytucji specjalistycznej – biegłego 

instytucjonalnego, którego zadaniem jest identyfikacja zabezpieczanych w postępowaniach 

karnych materiałów stosowanie do regulacji prawnych. Najważniejszym aktem prawnym 

dotyczącym tej materii jest Ustawa z dnia 29 lipca 2005r. o przeciwdziałaniu narkomanii1 wraz 

ze stanowiącym akt wykonawczy do niej rozporządzeniem Ministra Zdrowia w sprawie 

wykazu środków odurzających, substancji psychotropowych oraz nowych substancji 

psychoaktywnych2 ale także Ustawa o wyrobach akcyzowych3 czy ustawa Prawo 

Farmaceutyczne4. Wszystkie te akty prawne zawierają przepisy karne, których stosowanie 

uwarunkowane jest koniecznością identyfikacji substancji zawartych w kwestionowanych 

materiałach dowodowych. Mówiąc o materiałach dowodowych należy mieć na uwadze bardzo 

szerokie rozumienie tego pojęcia – od pojedynczych substancji chemicznych i ich mieszanin 

zaczynając a na materiałach pochodzenia roślinnego w różnym stanie fizycznym kończąc. 

Sporych problemów badawczych nastręczają właśnie materiały roślinne, szczególnie, że w 

świetle przytoczonych wyżej aktów prawnych istotna w niektórych przypadkach jest nie tylko 

identyfikacja zawartych w nich metabolitów wtórnych, ale ich identyfikacja gatunkowa. W 

przypadku materiałów w stanie fizycznym uniemożliwiającym identyfikacje klasycznymi 

metodami biologicznymi (np. silne rozdrobnienie) lub w przypadku mieszanin zadanie to staje 

się wyjątkowo skomplikowane.  

Istotnym problemem jest również kwestia pochodzenia badanego materiału roślinnego 

rozumiana jako wskazanie czy może pochodzić z określonej partii lub czy został wydzielony z 

innej porcji materiału zabezpieczonej w innym miejscu. W wielu przypadkach jest to kwestia 
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o kluczowym znaczeniu. W przypadku postępowań prowadzonych np. w sprawach o udzielenie 

środka odurzającego małoletniemu – jednemu z poważniejszych czynów penalizowanych przez 

Ustawę o przeciwdziałaniu narkomanii czy też w sprawach dotyczących nielegalnego obrotu 

środkami odurzającymi, gdzie wykazanie, że materiały dowodowe zabezpieczone u sprawców 

jest tożsamy ma kluczowe znaczenie.  
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II PRZEGLĄD LITERATURY. 

II.1 Stan prawny w Polsce w kontekście roślin. 

Kwestie obrotu oraz posiadania a także przetwarzania materiałów roślinnych, jak już 

wspominano reguluje w Polsce kilka aktów prawnych, z których najważniejszym jest Ustawa 

o Przeciwdziałaniu narkomanii z dnia 29 lipca 2005r.1 Ustawa ta z jednej strony zawiera 

odwołanie do Rozporządzenia Ministra Zdrowia w sprawie wykazu środków odurzających, 

substancji psychotropowych oraz nowych substancji psychoaktywnych z dnia 17 sierpnia 

2018r., które to rozporządzenie wymienia enumeratywnie substancje, których posiadanie jest 

zabronione, a z drugiej strony definiuje co należy rozumieć pod pojęciem przetwarzania, 

wytwarzania i przerobu środków odurzających. W odniesieniu do roślin konopi definiuje nie 

tylko samo pojęcie ziela konopi czy żywicy konopi, ale również podaje kryterium klasyfikacji 

ziela konopi do jednej z dwóch grup: ziela konopi włóknistych oraz ziela konopi innych niż 

włókniste. Wspomnianym kryterium w przypadku ziela konopi jest łączna zawartość -9-

tetrahydrokannabinolu oraz kwasu -9-THC-2-karboksylowego w suchej masie ziela, 

natomiast w przypadku żywicy konopi istotna jest sama obecność  -9-tetrahydrokannabinolu 

lub kwasu -9-THC-2-karboksylowego.  

Ponadto, w/w rozporządzenie wymienia w swoich załącznikach wiele substancji chemicznych 

będących metabolitami wtórnymi produkowanymi przez liczne gatunki roślin. Przykładem 

takich substancji są psylocyna i psylocybina wytwarzanie przez grzyby z rodzaju Psilocybe czy 

dimetylotryptamina (DMT) wytwarzana przez Mimosa Hostilis, Diplopterys Cabrerana, 

i Psychotria Viridis.  

Poza tym w/w rozporządzenie, w grupie I-N wymienia cały szereg roślin: 

- Argyreia nervosa 

- Banisteriopsis caapi  

- Calea zacatechichi 

- Catha edulis 

- Echinopsis pachanoi  

- Konopi ziele innych niż włókniste  

- Leonotis leonurus 

- Mimosa tenuiflora 

- Mitragyna speciosa 

- Nymphaea caerulea  

- Papaver somniferum  

https://pl.wikipedia.org/wiki/Diplopterys_cabrerana
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- Peganum harmala 

- Psychotria viridis  

- Rivea corymbosa 

- Salvia divinorum  

- Tabernanthe iboga 

- Trichocereus peruvianus  

których posiadanie w postaci roślin żywych oraz suszu jest zabronione. Co istotne, w grupie I-

N wymienione są również wyciągi i ekstrakty z tych roślin, które są traktowane na równi z 

roślinami żywymi i suszem. Zapis ten w istotny sposób komplikuje badania identyfikacyjne. 

Aby zadośćuczynić tak postawionym wymaganiom należy dysponować wiedzą na temat nie 

tylko głównych metabolitów wtórnych, ale i charakterystyki wyciągów i ekstraktów. Ma to 

istotne znaczenie dla oceny prawnej danego materiału. Dla wymiaru sprawiedliwości ważna 

jest ilość – zupełnie inaczej przedstawia się np. posiadanie określonej ilości mieszaniny 

zawierającej stosunkowo niewielką ilość substancji kontrolowanej a czym innym, jeśli tą samą 

mieszaninę zakwalifikuje się jako wyciąg z rośliny kontrolowanej. Tylko z pozoru problem ten 

wydaje się być marginalny. Najlepszą ilustracją niech będzie przypadek tak popularnych w 

ostatnich latach wyciągów z konopi włóknistych. Ustawa o Przeciwdziałaniu narkomanii 

penalizuje jedynie wyciągi z konopi innych niż włókniste. Te z konopi włóknistych, pomimo 

obecności -9-THC – substancji sklasyfikowanej jako substancja psychotropowa z grupy II P, 

są produktem legalnym. Brak wiedzy umożliwiającej zaklasyfikowanie wyciągu jako legalnego 

wyciągu z konopi włóknistych może skutkować zaklasyfikowaniem go jako produktu 

zawierającego substancję psychoaktywną w postaci -9-THC lub jako żywicy konopi w postaci 

innych produktów konopi. W obu przypadkach samo posiadanie takich substancji wiąże się z 

odpowiedzialnością karną, natomiast prawidłowa klasyfikacja (jako wyciąg z konopi 

włóknistych) nie rodzi skutków prawno-karnych. Różnica jest taka jak różnica pomiędzy 

uniewinnieniem a wyrokiem skazującym.  

Należy podkreślić, że sprawy związane z zielem konopi, to ponad 99% wszystkich 

postępowań przygotowawczych dotyczących materiałów pochodzenia roślinnego, w których 

Lab4tox sp. z o.o. występował w roli biegłego. Należy w tym miejscu również zaznaczyć, że 

w ostatnich latach dużą popularność na rynku zdobyły wyroby wytwarzane z roślin konopi 

stanowiących konopie włókniste w rozumieniu Ustawy o przeciwdziałaniu narkomanii. 

Posiadanie oraz przetwarzanie (np. w celu pozyskania wyciągów) tego rodzaju materiałów jest 

legalne w Polsce i nie wymaga specjalnych zezwoleń. Sprawa pozyskiwania wyciągów z 

konopi włóknistych oraz wyrobów z nich wytwarzanych budzi spore kontrowersje – głównie 
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ze względu na obecność w tych wyrobach -9-tetrahydrokannabinolu, substancji 

sklasyfikowanej jako substancja psychotropowa z grupy II P. Istnieje spore zapotrzebowanie 

wśród producentów tego rodzaju wyrobów jak również plantatorów uprawiających rośliny 

konopi na usługi analityczne związane z oznaczaniem zawartości kannabinoidów (w tym 

głównie -9-THC, CBD i CBG). Tego rodzaju działalność do niedawna stanowiła domenę 

laboratoriów kryminalistycznych. Lab4tox sp. z o.o. jako podmiot zajmujący się badaniami 

kryminalistycznymi od 2011r. posiada kompetencje i możliwości badawcze, jednakże 

oczekiwania rynku związane z produktami wytwarzanymi z konopi włóknistych postawiły 

przed firmą zupełnie nowe wymagania i problemy. Siłą rzeczy tego rodzaju wyroby pozostają 

w zainteresowaniu organów ścigania i wymiaru sprawiedliwości – szczególnie, że związane z 

nimi kwestie prawne wiążą się ze sporymi problemami interpretacyjnymi. Ma to swoje 

odzwierciedlenie w zakresie badań kryminalistycznych zlecanych przez Prokuraturę, Policję i 

Sądy. 

Kwestie dotyczące wyrobów zawierających tytoń zostały uregulowane w dwóch aktach 

prawnych: 

− Ustawie o podatku akcyzowym5 

− Ustawa o ochronie zdrowia przed następstwami palenia tytoniu i wyrobów 

tytoniowych6 

To co najważniejsze z punktu widzenia analityka / biegłego to fakt, że: 

− zgodnie z zapisami w/w aktów prawnych za nikotynę uważa się nie tylko nikotynę, ale 

również alkaloidy nikotynowe (nie sprecyzowane zostało co należy rozumieć pod 

pojęciem alkaloidy nikotynowe, ani to jaka powinna być ich zawartość w materiale 

roślinnym); 

− jedynym atrybutem wyrobu koniecznym do uznania go za któryś z rodzajów wyrobu 

tytoniowego jest sama obecność tytoniu.  

Nie zawsze tytoń występuje w formie łatwych do identyfikacji liści. Najczęściej będzie to 

w różnym stopniu rozdrobniony materiał roślinny lub mieszanki ziołowe. W takich 

przypadkach badania chemiczne polegające na identyfikacji metabolitów wtórnych są 

niezastąpionym a czasami jedynym dostępnym narzędziem badawczym. 

Kreśląc obraz stanu prawnego roślin w Polsce nie sposób nie wspomnieć o Ustawie Prawo 

Farmaceutyczne4. Ustawa ta zawiera przepisy karne penalizujące wprowadzanie do obrotu poza 

system aptek lub bez wymaganego dopuszczenia do obrotu produktów leczniczych. Warto w 

tym miejscu przytoczyć definicję produktu leczniczego zawartą w w/w ustawie:  
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„produktem leczniczym – jest substancja lub mieszanina substancji, przedstawiana jako 

posiadająca właściwości zapobiegania lub leczenia chorób występujących u ludzi lub zwierząt 

lub podawana w celu postawienia diagnozy lub w celu przywrócenia, poprawienia lub 

modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu poprzez działanie farmakologiczne, 

immunologiczne lub metaboliczne” 

Jak łatwo zauważyć definicja ta jest dość szeroka. Jeśli dodamy do tego liczne monografie 

dotyczące tylko produktów leczniczych pozyskiwanych z ziół otrzymamy skomplikowany 

obraz dziesiątek możliwych produktów w różnorodnej postaci fizycznej – od spreparowanego 

suszu roślinnego po wyciągi, nalewki, tinktury itp. Na przestrzeni lat farmakognozja 

wypracowała szeroki wachlarz metod pozyskiwania produktów leczniczych z surowców 

pochodzenia naturalnego. Problemy z jakimi borykać się są zmuszeni biegli są w tym 

przypadku takie same jak i w przypadku w/w Ustawy o przeciwdziałaniu narkomanii1 – z tym, 

że dotyczą znacznie szerszej grupy potencjalnych surowców roślinnych. Jest w tym przypadku 

kilka punktów stycznych – niektóre surowce roślinne są zarówno wykorzystywane w farmacji 

jak i znajdują się na liście substancji kontrolowanych Ustawą o przeciwdziałaniu narkomanii. 

Przykładem takiej rośliny są np. szałwia wieszcza czy konopie. Poza najczęściej kojarzonym z 

konopiami zastosowaniem rekreacyjnym jest to roślina wymieniana w Farmakopei Niemieckiej 

(DAB) jako surowiec farmaceutyczny służący do sporządzania wyciągów lub do 

bezpośredniego użycia na drodze tzw. waporyzacji – tj. inhalacji parami powstałymi w wyniku 

oddziaływania wysokiej temperatury na materiał roślinny. 

 

II.2 Chemizm najważniejszych roślin. 

Identyfikacja metabolitów wtórnych dostarcza cennych wskazówek co do rodzaju / 

pochodzenia badanego materiału. W przypadku materiałów silnie zmienionych mechanicznie 

czy biologicznie jest to często jedyne narzędzie. W tabeli poniżej (Tabela 1) zestawiono 

najważniejsze metabolity wtórne roślin podlegających prawnej kontroli. Dodano nieujęte 

wprost w Ustawie o przeciwdziałaniu narkomanii tzw. grzyby halucynogenne – tj. grzyby z 

rodzaju Psilocybe, których głównym, psychoaktywnym metabolitem wtórnym są psylocybina 

i psylocyna – substancje psychotropowe z grupy I P w rozumieniu Rozporządzenia Ministra 

Zdrowia2 
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Roślina Charakterystyczne metabolity wtórne 

Argyreia nervosa Ergina (LSA), izoergina lizergol, izolizergol, chanoklawina, 

elymoklawina, peniklawina, glikozydy cyjanogenne (nasiona),  

Banisteriopsis caapi Harmina, harmalina 

Calea zacatechichi Flawony (acacetina), laktony sesquiterpenoidowe (w tym germakranolidy)  

Catha edulis Katynon, pochodne fenetyloaminy 

Echinopsis pachanoi Mescalina, 3,4-dimethoksyfenetyloamina, 3-metoksytyramina, 4-

hydroksy-3-metoksyfenetyloamina, 4-hydroxy-3,5-

dimetoksyfenetyloamina, anhalonidyna, anhalinina, hordenina, tyramina. 

Konopi ziele innych niż 

włókniste 

Delta-9-tetrahydrokannabinol (THC), kannabinodiol (CBD), kannabinol 

(CBN), kannabigerol (CBG), kannabinochromen CBC) 

Leonotis leonurus 
Dokosatetraenoiloetanoloamid (DEA) oraz liczne diterpenenoidy 

(hispanolon, leonurun, leoleorins)  

Mimosa tenuiflora Dimetylotryptamina (DMT) 

Mitragyna speciosa Mitragynina, 7-hydroksymitragynina 

Nymphaea caerulea Apomorfina, nuciferyna 

Papaver somniferum  Morfina, kodeina 

Peganum harmala Harmina, harmalina, Vasicina (peganina) 

Psychotria viridis Dimetylotryptamina (DMT), N-metylotryptamina 

Rivea corymbosa Ergina oraz inne ergot-alkaloidy 

Salvia divinorum Salwinoryna A, Salwinoryna B 

Tabernanthe iboga Ibogaina, Catharanthina Ibogamine, Yohimbina, Hydroxyibogamina oraz 

liczne inne alkaloidy indolowe 

Trichocereus peruvianus Meskalina 

Grzyby z rodzaju Psilocybe Psylocyna, psylocybina 

Tabela 1 Lista roślin wraz z metabolitami wtórnymi kontrolowana Ustawą  

Osobnego potraktowania wymaga tytoń. Tytoń to roślina należąca do rodzaju Nicotiana z 

rodziny psiankowatych. W przeciwieństwie do wielu innych roślin z tej rodziny tytoń nie 

zawiera szkodliwych dla człowieka alkaloidów tropanowych, natomiast zawiera nikotynę i jej 

pochodne. Nikotyna jest najważniejszym metabolitem wtórnym tytoniu, stanowi swego rodzaju 

marker wskazujący na jego obecność.  

Jak już wspomniano, najważniejszą rośliną, z punktu widzenia praktyki Lab4tox sp. z o.o. 

są konopie. Konopie to roślina jednoroczna, dwupienna, pochodząca z Azji Wschodniej. 

Rodzina Cannabis obejmuje tylko jeden gatunek Cannabis sativa Przyjmuje się, że roślina ma 

dwa podgatunki: Cannabis sativa subsp. sativa i Cannabis sativa subsp. indica. 
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Zidentyfikowano również trzeci podgatunek, Cannabis sativa subsp. ruderalis jednakże jego 

systematyczna przynależność botaniczna jest sporna7.   

Konopie były wykorzystywane w celach terapeutycznych od tysięcy lat i zostały 

wprowadzone w medycynie zachodniej XIX wieku aż do zakazu ich stosowania w USA od 

połowy lat trzydziestych XX wieku.  

Większość aktywnych biologicznie substancji jest wytwarzanych w kwiatostanach – przede 

wszystkim żeńskich osobników. Są one skoncentrowane w wydzielanej przez roślinę żywicy. 

Konopie zawierają szereg terpenoidów i kannabinoidów, z których najważniejsze to 

tetrahydrokannabinol (THC), kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG), kannabinol (CBN) i 

kananbinochromen (CBC). Kannabinoidy są związkami terpenofenolowymi unikalnymi dla 

konopi. Zidentyfikowano ponad 140 kannabinoidów pochodzących z konopi8. Jak już 

wspominano, substancje te obecne są w żywicy wydzielanej przez rosnącą roślinę konopi, gdzie 

występują w formie kwasów kannabinolowych. Kwasy te pod wpływem promieniowania UV 

oraz temperatury ulegają szybkiej dekarboksylacji. Kannabinoidy podlegają również cyklowi 

wzajemnych przemian9,62 (Rysunek 1). 

 

Rysunek 1. Najważniejsze kannabinoidy i ścieżki ich konwersji 
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Inną ważną klasą metabolitów wtórnych konopi są terpeny. Są to związki o strukturze 

będącej kombinacją podjednostek izoprenowych C5. Można je podzielić na dwie różne klasy w 

zależności od liczby atomów węgla w ich strukturze: na monoterpeny (C10) i sekwiterpeny 

(C15).
10 Zidentyfikowano również większe terpeny jak woski i żywice, a także utlenione 

terpenoidy, jednakże pod pojęciem „terpeny” rozumie się przede wszystkim związki lotne11. 

Terpeny są odpowiedzialne za charakterystyczny aromat konopi. Profil terpenowy zależny jest 

m.in. od warunków wzrostu rośliny i jej otoczenia. Terpeny wykazują różnorodne właściwości 

lecznicze12. Znanych jest ponad 100 różnych terpenów i terpenoidów konopnych49. Największy 

udział stanowią najczęściej: myrcen, kariofilen i jego tlenek a także mniej specyficzne α-pinen 

i β-pinen,  limonen czy szereg innych, głównie alkoholi monoterpenoidowych. Struktury w/w 

oraz innych terpenów zidentyfikowanych w konopiach przedstawiono na rysunku poniżej 

(Rysunek 2). 

OH

OH

OH

OH OH

H

H

O

HH

H

1 2 3 4

8765

9 10 11 12  

Rysunek 2. Wybrane terpeny zidentyfikowane w konopiach: 1: Myrcen, 2:-Pinen, 3:a-Pinen, 4:kamfol, 5: Limonen, 6: Linalol, 

7: izoborneol, 8: borneol:, 9: humulen, 10: kariofilen, 11: tlenek kariofilenu, 12: -Terpineol 
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Kolejną grupą związków obecnych w konopiach są fitosterole. Fitosterole to związki podobne 

do cholesterolu, stanowiące składniki strukturalne błon biologicznych. Zidentyfikowano ponad 

250 steroli i związków pokrewnych4913. Wolne fitosterole są związkami o polarności do 

kannabinoidów. Są to substancje nierozpuszczalne w wodzie, stosunkowo słabo rozpuszczalne 

w oleju i dobrze rozpuszczalne w alkoholach. Najważniejsze fitosterole obecne w konopiach to 

kampesterol, stigmasterol i β-sitosterol (Rysunek 3). 

 

 

Rysunek 3 Wybrane fitosterole konopi: 1 – kampesterol; 2 -  kampestanol; 3- stigamasteol; 4- -sitosterol; 5 – sitostanol; 6 – 

-7-awenasterol; 7 – 24-metylenocykloartenol  
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II.3. Sposoby określania pochodzenia roślin. 

 

Na wstępie, należy zauważyć, że identyfikacja materiałów roślinnych w kryminalistyce 

jest problemem niezwykle złożonym. Poczynając od identyfikacji roślin w skali makro a na 

analizie mikrośladów pochodzenia roślinnego kończąc (pyłek kwiatowy, przterwalniki, 

zanieczyszczenia pochodzące od materiału roślinnego) kończąc. W związku z powyższym, 

również pytania, na które należy znaleźć odpowiedź będą mocno zróżnicowane. W niektórych 

sytuacjach problemem będzie ustalenie przynależności rodzajowej czy gatunkowej materiałów 

roślinnych (w skali makro) a w niektórych będzie to identyfikacja zanieczyszczeń (np. na 

odzieży), czy analiza zawartości żołądka. Generalnie mamy do czynienia z dwoma rodzajami 

analiz – badaniami identyfikacyjnymi zmierzającymi do udzielenia odpowiedzi na pytanie: co 

to jest lub jaki to rodzaj materiału (odmiana, mieszanina itp.) a także  skąd może pochodzić?  

W praktyce mamy również do czynienia z badaniami porównawczymi, gdzie pytaniem jest czy 

dwa ślady są tego samego rodzaju, ewentualnie czy pochodzą z tego samego źródła (określenie 

tożsamości prób). 

W chwili obecnej jedynym, pozostającym w powszechnym użyciu, sposobem identyfikacji 

materiałów roślinnych wykorzystywanym w kryminalistyce jest identyfikacja na podstawie 

makro i mikroskopowych cech budowy morfologicznej14,15. Oczywistym jest, że jest to zadanie 

wykonalne, pod warunkiem, że dysponuje się roślinami całymi lub ich częściami naziemnymi. 

W obszarze badań kryminalistycznych, najlepiej zbadane i opisane pod tym kątem są 

oczywiście rośliny konopi i krasnodrzewu pospolitego Erythroxylum coca (tzw. koka)16. Nie 

trzeba dodawać, że te dwie rośliny pokrywają przytłaczającą większość przypadków konfiskaty 

materiałów roślinnych wykorzystywanych w celach przestępczych. W przypadku obiektów w 

skali mikro takich jak pyłki, zarodniki czy mikroślady pozostawione na innych przedmiotach 

(np. na odzieży) sprawa jest dużo bardziej skomplikowana. W znakomitej większości 

przypadków możliwe będą jedynie badania porównawcze dające, siłą rzeczy, podstawę do 

opinii grupowej. Identyfikacja indywidualna w takich przypadkach nie jest możliwa. Podobnie 

sprawa wygląda w przypadku materiałów roślinnych silnie rozdrobnionych lub zmienionych w 

wyniku oddziaływania czynników chemicznych lub mikrobiologicznych. Głównie chodzi tu o 

materiały poddane procesom ekstrakcyjnym, maceracji itp. lub zmienionych w wyniku 

przebiegających w nich procesów gnilnych. Pomocnym narzędziem, w takich przypadkach jest 

analiza metabolitów wtórnych, które stanowią wskazanie co do rodzaju materiału17. Wyniki 

tego rodzaju badań w połączeniu np. z obrazem makro i mikroskopowym pozwalają 

wypowiedzieć się czym jest badany materiał lub mogą stanowić mocną podstawę do konkluzji 
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w przypadku badań porównawczych. Ten sam sposób postępowania stosuje się w przypadku 

wyciągów, ekstraktów itp., gdzie poza analizą metabolitów wtórnych istotnym elementem 

badań jest analiza makro i mikroskopowa obecnych w nich osadów czy pozostałości po filtracji.  

Zupełnie nowe możliwości stwarza analiza genomu. W ten sposób możliwe staje się 

rozwiązanie problemów niemożliwych do rozwiązania tradycyjnymi metodami. Niestety i tutaj 

stosunkowo prosta jest identyfikacja grupowa umożliwiająca odpowiedź na pytanie czy mamy 

do czynienia z materiałem pochodzenia roślinnego, ale już porównanie dwóch próbek ze sobą 

czy identyfikacja gatunkowa są zdecydowanie trudniejsze. W kryminalistyce, badania DNA 

niepochodzącego od ludzi doczekały się jedynie bardzo ogólnych rekomendacji opracowanych 

przez ENFSI (The European Network of Forensic Science Institutes)18, instytucję zajmującą się 

wypracowywaniem standardów badań w obszarze kryminalistyki na poziomie Unii 

Europejskiej. Nie opracowano ustandaryzowanych metod identyfikacji materiału roślinnego 

nawet w przypadku najbardziej popularnej rośliny – konopi siewnych.  

W literaturze można znaleźć wiele opracowań dotyczących identyfikacji roślin metodami 

biologii molekularnej.  W ustaleniu, czy mamy do czynienia z materiałem pochodzenia 

roślinnego można wykorzystać uniwersalne sekwencje w niekodujących regionach DNA 

roślinnego – jak np. fragmenty DNA pochodzącego z chloroplastów (cpDNA) uważane za 

specyficzne dla roślin eukariotycznych19 Tabela 2.  

 Kod Loci Sekwencja 5 ‘—3 ‘ 

B48557 

A49291 

B49317 

A49855 

B49873 

A50272 

CATTACAAATGCGATGCTCT 

TCTACCGATTTCGCCATATC 

CGAAATCGGTAGACGCTACG 

GGGGATAGAGGGACTTGAAC 

GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 

AITTGAACTGGTGACACGAG 

Tabela 2 Uniwersalne startery dla cpDNA 

Biologia molekularna wypracowała cały szereg metod analizy DNA. Najbardziej 

użytecznym narzędziem wydaje się być analiza sekwencji mikrosatelitarnych (STR)202122. 

Sekwencje STR są regionami silnie polimorficznymi, a co za tym idzie ich analiza może być 

rozwiązaniem problemów badawczych związanych z identyfikacją. Generalnie, podstawowym 

problemem jest znalezienie regionów w roślinnym DNA charakteryzujących się największym 

polimorfizmem, najlepiej takich, które umożliwiłoby indywidualną identyfikacje roślin nawet 

w obrębie jednej odmiany.  
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W przeciwieństwie do zwierząt, przy rozmnażaniu roślin nagminnie stosuje się 

klonowanie. Uzyskane w ten sposób egzemplarze są wierną genetyczną kopią rośliny-„matki”. 

Taka praktyka znacznie komplikuje wnioskowanie na podstawie zgodności profilu 

genetycznego dwóch próbek. Nie mniej, w chwili obecnej nauka nie dysponuje lepszym 

narzędziem badawczym. W przypadku roślin pozostających w zainteresowaniu czy to 

naukowców czy przedsiębiorców prace nad poszukiwaniem najbardziej użytecznych sekwencji 

STR są w różnym stopniu zawansowane23,24.  

 

II.4 Suszenie roślin a profil metabolitów wtórnych 

Nie jest rozpoznany efekt procesu przechowywania, w tym suszenia na skład frakcji 

zarówno lotnych, jak i kannabinoidowych. W literaturze pojawiają się niejednoznaczne 

doniesienia czy przechowywanie (w tym również suszenie) może mieć wpływ na ich profil. 

Jest to szczególnie istotne, gdy porównujemy próbki przechowywane w różnych warunkach 

(okres przechowywania, temperatura, wilgotności etc.)65-68,71,72.  

Pozyskiwanie materiałów roślinnych nieuchronnie wiąże się z ich suszeniem. Ma ono na 

celu przede wszystkim zapobieganie niekorzystnym przemianom materiału roślinnego – w tym 

przede wszystkim rozwojowi procesów rozkładu gnilnego, ale również w wielu wypadkach 

nadaje surowcom roślinnym pożądane właściwości. W przypadku niemożności pozbycia się 

wody z materiału roślinnego zaraz po zbiorze, można uciec się do mrożenia. Niestety, w wielu 

przypadkach zabieg taki wiąże się z nieodwracalną utratą niektórych właściwości czy 

degradacją struktury. W każdym przypadku suszenie wywiera znaczny wpływ na materiał 

roślinny zmieniając jego cechy fizyczne oraz profil metabolitów wtórnych. Dlatego też, w 

ramach przeprowadzonych badań, suszeniu poświęcono specjalną uwagę. Wypracowano wiele 

różnych metod na pozbycie się wody z surowca roślinnego. Najważniejsze to: 

- suszenie konwekcyjne (statyczne, rozpyłowe, z wykorzystaniem energii słonecznej itp.) 

- suszenie mikrofalowe 

- liofilizacja 

Każda z tych technik ma swoje ograniczenia a także wpływa na suszony materiał. Fizycznie, 

zarówno suszenie konwekcyjne jak i mikrofalowe polega na dostarczeniu do materiału 

roślinnego energii w postaci czy to energii cieplnej czy energii mikrofal co ma na celu 

przeprowadzenie w stan pary stosunkowo łatwo lotnego składnika suszonego materiału jakim 

jest woda. 

Zupełnie innym sposobem suszenia jest liofilizacja polegająca na wykorzystaniu przejścia 

fazowego pomiędzy lodem a parą wodną w niskich temperaturach i pod niskim ciśnieniem.  
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Każda z w/w technik, ze względu na uwarunkowania fizyczne wywiera różny wpływ na 

suszony materiał. Z jednej strony zmianie ulegać będą cechy fizyczne – w tym aspekcie różnice 

pomiędzy różnymi technikami suszenia będą znaczące25. Liofilizacja wymaga głębokiego 

mrożenia, natomiast suszenie konwekcyjne a w mniejszym stopniu suszenie mikrofalowe wiąże 

się ze wzrostem temperatury. Jeśli chodzi profil metabolitów wtórnych najbardziej 

inwazyjnymi technikami są metody suszenia konwekcyjnego i mikrofalowego. Są to dwie 

powszechnie stosowane, najłatwiej dostępne i stosunkowo takie metody suszenia. Dlatego też 

to na nich skupiono się w ramach przeprowadzonych prac. Grupą metabolitów wtórnych 

najbardziej wrażliwą na takie suszenie są oczywiście lotne substancje - tzw. olejki eteryczne. 

W zależności od temperatury suszenia, znakomita większość monoterpenów wchodzących w 

ich skład zostaje bezpowrotnie stracona. Dziej się tak przede wszystkim ze względu na ich 

wysoką lotność, ale również na efekt obniżenia temperatury wrzenia ze względu na obecność 

pary wodnej, która nieuchronnie towarzyszy procesowi suszenia. Poza tym, w wyniku 

oddziaływania podwyższonej temperatury w materiałach roślinnych przebiegają procesy 

termicznego rozkładu niektórych związków, ale przed wszystkim przebiegają procesy 

katalizowane przez obecne w suszonym materiale enzymy. W wyniku tych przemian istotnym 

zmianom ulegają polifenole, flawonoidy (i ich glikozydy) oraz związki wykazujące 

właściwości antyutleniające26,27. Jak pokazują badania, w temperaturach wyższych niż 60°C 

procesy te gwałtownie przyspieszają. W przypadku wielu surowców roślinnych, prowadzi to 

do bezpowrotnej utraty ich cennych właściwości.  

W odniesieniu do konopi, których głównymi metabolitami wtórnymi wykorzystywanymi 

komercyjnie są olejki eteryczne oraz kannabinoidy. Utrata olejków w wyniku ich odparowania 

dotyczy w równym stopniu konopi jak i innych roślin. Dodatkowo, należy zaznaczyć, że w 

efekcie suszenia oksydacji może ulec jeden z głównych terpenoidów obecnych w konopiach a 

mianowicie kariofilen. Suszenie istotnie wpływa również na profil kannabinoidowy71,72. Przede 

wszystkim rozkładowi ulegają wrażliwe na temperaturę kwasy kannabinolowe. Wszystkie 

kannabinoidy, w roślinie syntezowane są w formie kwasowych pochodnych. Pochodne te, 

bardzo łatwo, pod wpływem promieniowania UV ale także pod wpływem temperatury czy 

dłuższego przechowywania ulegają dekarboksylacji. Jednocześnie, kannabinoidy w cyklu 

przemian zachodzących w materiale roślinnym ulegają przemianom, które prowadzą do 

powstania CBDA i THCA z CBGA czy CBN z THC28. W związku z tym, profil 

kannabinoidowy konopi w wyniku suszenia będzie ulegał zmianom.  
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II.5 Przegląd metod analitycznych stosowanych w analizie materiałów roślinnych 

Materiały roślinne można analizować za pomocą różnych techniki, wśród których najczęściej 

wykorzystywane to techniki podziałowe takie jak chromatografia gazowa (GC) i 

chromatografia cieczowa (LC) oraz sprzężenia tych technik ze spektrometrią mas (MS). Obie 

techniki mają swoje zalety i wady. Niewątpliwie zaletą obu tych technik jest rozdział, jaki 

następuje przed etapem detekcji. W przypadku wieloskładnikowych, skomplikowanych 

mieszanin, jakimi zwykle są produkty pochodzenia roślinnego jest to wręcz konieczne28,29. Daje 

to tym metodom zdecydowaną przewagę nad technikami spektroskopowymi.  

 

II.5.1 Chromatografia gazowa (GC) 

Technika GC ograniczona jest przede wszystkim lotnością analitów. Wiele substancji albo nie 

przechodzi w stan pary w temperaturach leżących w zakresie możliwości sprzętowych 

aparatury albo ulega termicznej dekompozycji. Technika GC w sprzężeniu z MS daj jednak 

unikalną możliwość identyfikacji substancji z wykorzystaniem baz danych na podstawie czasu 

(indeksu) retencji i widma fragmentacyjnego. Częściowym rozwiązaniem problemu 

ograniczonej stosowalności metody GC jest derywatyzacja. Tworzenie derywatów, w 

przypadku wielu analitów zmienia na tyle ich właściwości, że stają się one stabilne termicznie 

a co za tym idzie możliwe do oznaczenia. W przypadku kannabinoidów można w ten sposób 

oznaczyć niestabilne termicznie kwasowe formy kannabinoidów30,31. W wielu przypadkach 

niekoniecznie trzeba stosować techniki sprzężone. Dobre efekty daje np. zastosowanie 

klasycznego detektora FID, szczególnie kiedy dysponujemy wzorcem fizycznym danej 

substancji. Wzorzec fizyczny jest również niezbędny w przypadku analizy ilościowej. W 

przypadku kannabinoidów rozdział prowadzi się na kolumnach z niepolarną fazą stacjonarną. 

Przede wszystkim jest to czysty metylopolisiloksan lub domieszkowany 5% pochodnymi 

fenylowymi, natomiast piec programuje się najczęściej z gradientem temperatury w zakresie 

od 50°C / 100°C do 250°C / 300°C. Widma masowe w przypadku techniki GC/MS zbiera się 

standardowo od 40 do 600 m/z29.  

Niektóre małocząsteczkowe, lotne substancje – jak np. terpeny są prawie wyłącznie 

analizowane techniką GC32,33. W takich przypadkach doskonałym, unikalnym dla techniki GC 

narzędziem stosowanym na etapie przygotowania próby do analizy jest mikrosekstrakcja do 

fazy stałej (SPME). Technika ta pozwala w prosty sposób wyizolować lotne anality nawet z 

bardzo skomplikowanych matryc oraz jednocześnie je zatężyć, co znacznie podnosi czułość 

metody. Warto również wspomnieć o możliwościach jakie stwarza szeroka gama różnego typu 

detektorów stosowanych w GC. Jednym z najciekawszych, stosowanych w analizie związków 
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lotnych jest dozownik typu  head-space. Technika ta, wykorzystując wysoką lotność niektórych 

analitów, podobnie jak SPME, pozwala na wstępną izolację analitów z matrycy a następnie ich 

rozdział i detekcję eliminując w ten sposób wpływ matrycy oraz skomplikowany proces 

przygotowania próby34.  

 

II.5.2 Chromatografia cieczowa (LC) 

Technika LC nie posiada ograniczeń co do lotności analitów, jak GC, w związku z czym jej 

zakres stosowalności jest znacznie większy35,36. Ograniczeniem w tym przypadku jest 

rozpuszczalność danej substancji w zastosowanej fazie ruchomej. Niestety możliwości 

identyfikacji substancji na podstawie danych z analizatora mas w przypadku techniki 

sprzężonej są w porównaniu do GC/MS znacznie mniejsze. Źródła jonizacji stosowane w LC 

(najczęściej ESI i APCI) mogą generować nie tylko jony jednonaładowane (jak w GC/MS) ale 

również jony wielonaładowane. Cząsteczka nie ulega fragmentacji jak w przypadku EI. 

Fragmentacja może zostać wymuszona w wyniku kolizji z cząsteczkami gazu, ale wymaga to 

zastosowania tandemowego detektora mas37 a wyniki silnie zależą od warunków analizy 

(energia kolizji, napięcie stożka) co w znacznym stopniu ogranicza (w przeciwieństwie do 

GC/MS) możliwość tworzenia uniwersalnych baz danych. Ponadto podatność na jonizację, a 

co za tym idzie możliwość detekcji w przypadku wielu związków może być bardzo różna. 

Należy zaznaczyć, że w znakomitej większości przypadków czułość sprzężonej techniki 

LC/MS znacznie przewyższa GC/MS, a znacznie szerszy wachlarz możliwych do oznaczenia 

substancji z nawiązką rekompensuje ograniczenia tej techniki38.  

W przypadku analizy kannabinoidów nie ma konieczności stosowania derywatyzacji. Możliwe 

jest jednoczesne oznaczenie form wolnych i kwasowych. Znakomitą większość analiz techniką 

LC prowadzi się w układzie faz odwróconych na kolumnach krzemionowych modyfikowanych 

oktadecylem (C18). Można śmiało stwierdzić, że jest to w chwili obecnej standard. 

Czynnikiem, który ulega największym modyfikacjom jest skład fazy ruchomej. Modyfikacje 

składu fazy ruchomej to najważniejsze narzędzie (analogicznie jak w GC temperatura pieca) 

pozwalające zoptymalizować rozdział. Najczęściej stosuje się układy dwóch faz: jednej fazy 

kwaśnej (roztwory kwasu mrówkowego czy fosforowe w metanolu, wodzie lub acetonitrylu) i 

czystej wody, metanolu czy acetonitrylu. Przytłaczająca większość opisanych w literaturze 

metody bazowały na gradiencie dwóch w/w rodzajów faz ruchomych.  

W tabeli poniżej (Tabela 3) zestawiono porównawczo literaturowe przykłady granic 

oznaczalności i wykrywalności technik LC i GC przy zastosowaniu klasycznych detektorów 

FID (dla GC) i UV (dla LC)28. 
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 HPLC GC 

Analit LOD (μg/ml) LOQ (μg/ml) LOD μg/ml) LOQ (μg/ml) 

CBDa 0.20 0.60 0.17 0.56 

THCa 0.15 0.47 0.16 0.54 

CBGa 0.18 0.54 N/A N/A 

CBNa 0.10 0.31 0.12 0.39 

CBCa 0.18 0.53 N/A N/A 

Tabela 3. Literaturowe przykłady granic wykrywalności (LOD) i oznaczalności (LOQ) dla wybranych kannabinoidów. 

Technika LC/MS z zastosowaniem tandemowego detektora mas, pracującego w trybie 

monitorowania par jonów (MRM) charakteryzuje się najwyższą czułością i selektywnością z 

wszystkich stosowanych standardowo technik analitycznych. Tą droga oznacza się 

ksenobiotyki (w tym i kannabinoidy) w próbkach biologicznych takich jak krew, mocz czy 

tkanki. W przypadku krwi czy moczu czułość obecnie stosowanej aparatury pozwala bez trudu 

oznaczyć np. kannabinoidy na poziomie ułamków ng/mL39. 

 

II.5.3 Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 

Historycznie TLC jest jedną z najstarszych metod chromatograficznych. Jest to w zasadzie 

uproszczona wersja chromatografii cieczowej, gdzie rolę pompy dozującej fazę ruchomą pełnią 

siły kapilarne a detekcja odbywa się z użycie światła UV i/lub na drodze chemicznej. Mimo 

swej prostoty, technika jest ciągle stosowana40,41,42. Wszędzie tam, gdzie nie ma potrzeby 

używania bardzo czułych metod oraz gdzie celem analizy jest półilościowe, proste, szybkie i 

przede wszystkim tanie określenie tożsamości (na drodze porównania z wzorcem) czy 

wychwycenie zmian w składzie próby, technika ta okazuje się być dobrym rozwiązaniem. Dość 

powiedzieć, że właśnie TLC jest techniką stosowaną do potwierdzenia tożsamości ziela konopi 

zgodnie z monografią dot. wytwarzania produktów leczniczych z ziela konopi zamieszczoną w 

Farmakopei Niemieckiej (DAB). 

W przypadku kannabinoidów analizę można prowadzić zarówno w układzie faz normalnych 

(najbardziej popularna technika) jak i odwróconych. Do detekcji najczęściej używa się soli 

Fast-Blue B (soli podwójnej chlorku 4-benzoiloamino-2,5- dietoksybenzenodiazoniowego).  

Spotykane są również sprzężenia metody TLC z technikami spektroskopowymi – jak np. ze 

spektroskopią w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR). 
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II.5.4 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR). 

NMR nie jest techniką podziałową, nie wymaga skomplikowanego procesu przygotowania 

próby, co za tym, pomiar tą techniką jest szybki43,44,45. Niestety technika ta charakteryzuje się 

stosunkowo niską czułością. Przy stężeniu analitów na poziomie poniżej 1% (w analizowanej 

próbie) analiza zazwyczaj jest już niemożliwa ze względu na wysoki udział tła i co za tym idzie 

obciążoną dużym błędem integrację protonów. Szczególnie jeśli dodatkowo matrycę stanowi 

skomplikowana mieszanina substancji o podobnej budowie – jak np. ekstrakt roślinny. 

Ogromną wadą tej techniki jest również wysoki koszt aparatury oraz jej utrzymania. Zaletą 

natomiast jest jej szybkość, prostota przygotowania próby oraz możliwość uzyskania 

ilościowego wyniku bez konieczności stosowania wzorca fizycznego. Jest to absolutnie 

wyjątkowa zaleta tej techniki. 

W literaturze można znaleźć doniesienia nt. ilościowego oznaczania kannabinoidów tą 

techniką4346. Możliwe jest oznaczenie obok siebie zarówno form kwaśnych jak i obojętnych. W 

rysunku (Rysunek 4) i tabeli (Tabela 4) poniżej pokazano numerację węgli w strukturze 

kannabinoidów oraz przesunięcia chemiczne związanych z nimi protonów, 

charakterystycznych dla najważniejszych kanabinoidów.  
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ANALIT PROTON δ (ppm) 

CBN H-4 6,44 

 
H-10 8,16 

THCA-A H-4 6,39 

 
H-10 6,24 

THC H-2 6,14 

 
H-4/H-10 6,27 / 6,29 

CBDA H-4 6,26 

 
H-10 5,55 

 
H-9 trans 4,54 

 
H-9 cis 4,4 

CBD H-10 5,57 

 
H-9 trans 4,66 

 
H-9 cis 4,56 

Tabela 4. Przesunięcia chemiczne protonów charakterystycznych dla wybranych kannabinoidów. 

 

II.5.5 Inne techniki analityczne 

Do innych technik niewątpliwie zaliczyć należy testy barwne. Umożliwiają szybką analizę 

materiałów pod kątem obecności pewnych klas związków organicznych. Jest to technika 

powszechnie stosowana do szybkiej, możliwej do przeprowadzenia nawet w warunkach 

polowych, identyfikacji - np. popularnych narkotyków (amfetamina, kokaina, heroina) czy 

materiałów pochodzących z konopi. Wykorzystuje się w tym przypadku reakcje z 

odczynnikiem Corinth V, Fast Blue i Duquenois16. Testy są niespecyficzne i jedynie 

potwierdzają potencjalną obecność niektórych substancji (np. kannabinoidów), bez określenia 

ich stężeń.  

Techniką znacznie bardziej specyficzną a jednocześnie szybką i bardzo selektywną jest 

spektrometria ruchliwości jonów (IMS)47,48. Jest to szybka technika, którą można zastosować 

do wykrywania śladów substancji organicznych. Technikę tę stosuje się do wykrywania śladów 

narkotyków (w tym i kannabinoidów) w warunkach polowych – np. na lotniskach. Wadą tej 

metody jest możliwość nasycenia detektora co skutkuje wyłączeniem urządzenia z ruchu. 

Zważywszy, że aparaty reagują na bardzo niewielkie stężenia, dłuższy kontakt ze stężonymi 

próbami, lub analiza dużej liczby prób jest bardzo problematyczna. Jednakże w chwili obecnej 
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nie opracowano lepszej metody jednoczesnego rozdziału i identyfikacji składników mieszanin, 

tak szybkiej, czułej i możliwej do zastosowania poza warunkami laboratoryjnymi. 
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III. Cel pracy 

 

Celem prac podjętych w ramach realizowanego doktoratu wdrożeniowego jest 

opracowanie metod analizy materiałów roślinnych oraz produktów pochodzenia roślinnego 

umożliwiających ich jednoznaczną identyfikację. Wysiłki skupiono na przede wszystkim na 

konopiach jako na roślinie pokrywającej ponad 99% wszystkich tego rodzaju analiz w praktyce 

Lab4Tox sp. z o.o., jednakże wypracowane w ramach prowadzonego projektu narzędzia i 

metody planuje się wykorzystać również w przypadku innych, pozostających w 

zainteresowaniu roślin.  

Przeprowadzone w ramach realizowanej pracy doktorskiej prace mają posłużyć rozszerzeniu 

możliwości badawczych i opiniodawczych. Prowadzone do tej pory badania nie umożliwiały 

określenia podobieństwa badanych próbek konopi czy wskazanie na źródło ich pochodzenia – 

a takie oczekiwania zleceniodawców pojawiały się coraz częściej. Należy podkreślić, że żadne 

znane laboratorium prowadzi rutynowo takich badań. Wobec tak zidentyfikowanej potrzeby 

rynkowej postanowiono uzupełnić możliwości badawcze Lab4Tox. Sp. z o.o. w ramach 

realizowanej pracy doktorskiej.  

Jako kluczowy problem badawczy wytypowano identyfikację zmian jakościowych i 

ilościowych wybranych metabolitów wtórnych zachodzących w trakcie procesu suszenia i 

przechowywania materiału konopnego. Oznaczenie zmian markerowych metabolitów, tj. 

związków lotnych, fitosteroli oraz kannabinoidów mogłoby dostarczyć informacji na temat ich 

stabilności w czasie, a w konsekwencji umożliwić w przyszłości stworzenie tzw. „fingerprintu” 

próbkowanych materiałów. Prace te prowadzono pod kątem optymalizacji wykorzystania 

dostępnego w firmie Lab4Tox chromatografu gazowego sprzężonego ze spektrometrem 

masowym. 

W prowadzonych pracach skupiono się nie tylko na metodach z obszaru chemii analitycznej. 

Celem prac było również opracowanie metody analizy konopi z wykorzystaniem narzędzi 

analizy materiału genetycznego. Wytypowano technikę analizy sekwencji mikrosatelitarnych 

(STR) jako potencjalnie dającą największe szanse na realizację celu. Na podstawie publikacji 

ustalono sekwencje STR, które w założeniu dawały możliwość zróżnicowania roślin w obrębie 

tej samej odmiany. 

Kolejnym celem prowadzonych prac było opracowanie metody umożliwiającej porównanie 

prób materiału roślinnego z sobą czy wskazanie źródła pochodzenia danej próbki. Możliwość 

wykonania tego rodzaju analiz dawałaby szansę rozstrzygnięcia kwestii tożsamości materiałów 

roślinnych, co z punktu widzenia prawa ma w niektórych sytuacjach kluczowe znaczenie. 
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Dotyczy to np. przestępstw udzielenia czy wprowadzania do obrotu środka odurzającego w 

postaci ziela konopi, kiedy wykazanie tożsamości dwóch prób ma kluczowe znaczenie. 

Możliwość wykazania podobieństwa dwóch prób jest dowodem, który łączy dwie strony: 

sprawcę z ofiarą czy dwie strony nielegalnej transakcji i stanowi istotną okoliczność w 

formalno-prawnej ocenie czynu. 
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IV Część doświadczalna 

 

Szczegółowe informacje dotyczące zastosowanych technik i użytych aparatów w 

oznaczeniu związków lotnych, kannabinoidów czy fitosteroli znajdują się w części Materiały i 

Metody publikcji: Foods 2020, Molecules 2022 i Molecules 2023, stanowiących 

opublikowany w czasopismach fragment pracy doktorskiej.  

Poniżej przedstawiono materiały i metody dla części doświadczalnej, która nie weszła do 

niniejszej dysertacji jako materiały opublikowane, a stanowią integralną część 

przeprowadzonych badań.  

 

IV.1 Analizy GC-MS 

Analizę kannabinoidów obecnych w ekstraktach i materiałach roślinnych oparto o 

poniższą procedurę. Opracowana metoda pomiaru wykorzystuje chromatografię gazową 

sprzężoną ze spektrometrią mas (aparat Shimadzu GCMS QP 2020 Plus wyposażony w 

kolumnę kapilarną SH-Rxi XLB 30 m × 0.25 mm × 0.25 µm). Materiał roślinny (dla próbek do 

10g około 30 % masy, powyżej 10 g próbkę) dzielimy zgodnie z opracowaną Instrukcją 

Próbkowania (Instrukcja IB 01/23). Następnie próba doprowadzana jest do uzyskania suchej 

masy (temperatura do 35 oC przy zastosowaniu wagosuszarki) i rozdrabniana. Ze 

zhomogenizowanej próbki pobieramy tzw. próbki analityczne. Wielkość w/w próbek 

anlitycznej (naważki) wynosi w zależności od spodziewanej zawartości kannabinoidów od 10 

do 200 mg. Dla jednej próby pobiera się dwie próbki analityczne. Tak przygotowane naważki 

ekstrahuje się 3 razy chloroformem (1,5-4 mL). Połączone frakcje organiczne odparowujemy 

na wyparce próżniowej (lub w strumieniu gazu obojętnego) i uzupełniamy objętość do 2 mL. 

Następnie pobieramy 0,5 mL i uzupełniamy z 0,5 mL roztworu wzorca wewnętrznego - IS 

(difenyloamina - DPA, 1 mg/mL). Dobór DPA został opracowany na podstawie wcześniejszych 

doświadczeń analitycznych w firmie Lab4Tox. Jeśli występuje konieczność oznaczenia form 

kwasowych dodaje się do przygotowanej mieszaniny uzyskanego ekstraktu oraz roztworu IS 

odczynnik derywatyzujący tj. MSTFA (N-metylo-N-trimetylsilylo-trifluoroacetamid) 

(Rysunek 5).  

Analizę frakcji lotnych techniką SPME prowadzono z użyciem trójskładnikowego 

włókna SPME CAR/DVB/PDMS. Próbę (20 mg suszu lub 60 mg materiału świeżego) 

inkubowano z dodatkiem wzorca wewnętrznego ( zwykle 25g 2-undekanonu) w naczynku do 

pracy z autosamplerem Head-Space w temperaturze 45 C przez 10 minut na łaźni wodnej. 
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Czas adsorpcji analitów na włókno wynosił 25 min. Czas desorpcji w dozowniku aparatu (temp 

250C) to 3 min. 

Identyfikacja analitów następuje na drodze porównania ich czasów retencji lub 

indeksów retencji oraz widm masowych z danymi bibliotecznymi bazy NIST 11 (National 

Institute of Standards and Technology Mass Spectral Database) bazą SWGDRUG (Scientific 

Working Group for the Analysis of Seized Drugs ), oraz własnymi widmami referencyjnymi 

tworzonymi przez firmę, na podstawie analiz certyfikowanych materiałów odniesienia. 

 

OH

OH

OH

O

O

N
F

F

F Si

OSi(Me) 3

OSi(Me) 3

OSi(Me) 3

O

O

NH
F

F

F

CBDA +

Py

 

Rysunek 5. Schemat reakcji sililowania kannabinoidów na przykładzie CBDA. 

 

IV.2 Analizy LC-MS 

Technika GC-MS jest wystarczająca w znakomitej większości przypadków zleceń 

realizowanych w Lab4Tox sp. z o.o., jednakże w niektórych przypadkach konieczne jest 

wykorzystanie techniki LC-MS. Jest to technika posiadająca wiele przewag – identyfikuje 

związki nielotne, jak również cechuje się znacznie niższymi poziomami detekcji analitów. W 

przypadku firmy Lab4Tox wykorzystuje się aparaturę SCIEX ExionAC LC sprzężonego z 

detektorem mas X500R HR-MS/MS (Q-TOF). System wyposażono w kolumnę 

chromatograficzną Kinetex® 2.6 µm XB-C18 100 Å, LC Column 100 x 2.1 mm, Ea, 00D-

4496-AN (Phenomenex). Aparat wykonuje pomiary obu trybach pracy, tj.  jonizacji dodatniej 

oraz ujemnej. Stosowane są dwie fazy ruchome (faza A: 0.1% v/v kwas mrókwowy (LC-MS 

grade – CovaChem, LLC) w wodzie (LC-MS grade – Merck Millipore); Faza B: 0.1% v/v kwas 

mrówkowy w metanolu (LC-MS grade – VWRTM)). Gradient faz ruchomych rozpoczął się od 

2% fazy B, a następnie przez 20 minut przyrastał do 98%, został utrzymany przez 7 minut i 
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spadł powrotnie do wartości 2%. Roztwór zwilżający składał się z izopropanolu (LC-MS grade 

- Molekula Ltd.), metanolu, i acetonitrylu (LC-MS grade – Carl Roth®) zmieszanych w 

stosunku v/v 1:1:1. Analizę LC-MS prowadzono przez 30 minut, w temperaturze 45°C, pod 

ciśnieniem 650 mbar, przy przepływie 0.5 mL/min, wstrzykując 10 µL próbki. Próbę do analizy 

przygotowywano ekstrahując ją metanolem, wytrząsając mechanicznie przez 15 min, po czym 

filtrując i rozcieńczając metanolem (LC-MS grade). Automatycznie zbierano widma 

fragmentacyjne dla sygnałów o intensywności większej niż 5-krotnośc szumu. Identyfikacja 

analitów następowała na podstawie porównania ich widm fragmentacyjnych z bazami 

dedykowanymi do aparatury SCIEX: NIST E&L HR MS/MS 1.0, NIST 2017, Pesticide HR 

MS/MS 1.0), Metabolite HR MS/MS 1.0, Natural Products HR MS/MS 1.0, Mycotoxin HR 

MS/MS 1.0 raz Antibiotic HR MS/MS 1.0. Do identyfikacji wykorzystano również bazę 

danych Reaxys. Szczegóły metodyki dotyczące nastaw aparatu umieszczono w materiałach 

dodatkowych. 

Ze względu na bardzo wysokie koszty i dość niewielką liczbę sytuacji, w których tego rodzaju 

analiza jest konieczna jest to metoda stosowana praktyce w wyjątkowych przypadkach. 

 

IV.3 Analizy NMR 

Profilowanie kannabinoidów obecnych w ekstraktach konopnych wykonano również w 

technice spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) spektrometrze Bruker 

Avance II 600 MHz sporządzając widma protonowe (1H NMR) oraz widma węglowe (13C 

NMR). W tym celu rozpuszczono około 30 mg ekstraktu w 650 µL deuterowanego chloroformu 

(czystość deuteru wzbogaceniowego 99.8% - Spectrosol®). Widma protonowe zostały 

oznaczane przy częstotliwości rezonansowej protonu 600.58 MHz, a widma węglowe przy 

częstotliwości rezonansowej węgla 151.03 MHz. Pomiary zostały wykonane w temperaturze 

298K. W przypadku pomiaru ilościowego zawartości kannabinoidów do próby dodaje się p-

ksylen jako wzorzec (ok. 1 mg/próbę). Dobór wzorca wewnętrznego był spowodowany faktem, 

iż związek ten był widoczny na widmie H w postaci dobrze odseparowany sygnałów grup 

metylowych. Pomiar techniką NMR umożliwił wykonanie analizy ilościowej zarówno form 

kwaśnych jako i obojętnych. Dużą wadę tej techniki jest jej relatywnie niska czułość. W 

przypadku analitów występujących w stężeniach poniżej 1% wykonanie oznaczeń ilościowych 

jest obarczone dużym błędem spowodowanym niskim poziomem wartości sygnału do szumu. 

Również ze względu na wysokie koszty, w standardowych typach analiz ten sam efekt można 

uzyskać innymi, tańszymi metodami. Technika jest natomiast nie do zastąpienia w przypadku 

analiz typy fingerprint – i w tym celu była wykorzystana w badaniach. 



31 
 

IV.4 Analiza genetyczne 

Celem naszych badań było wykorzystanie analiz metodami genetycznymi ziela konopi 

do identyfikacji roślin, tak by możliwe było z jednej strony stwierdzenie, że mamy do czynienia 

z konopiami, ale również porównywania prób pochodzących z różnych odmian czy śledzenia 

drogi od nasiona do rośliny. Na podstawie literatury49 i całej palety używanych w analizie 

genomu metod i technik wybraliśmy analizę sekwencji mikrosatelitarnych (STR) jako dającą 

największą szansę na zróżnicowanie nawet blisko spokrewnionych osobników a jednocześnie 

prostą i powszechnie stosowaną w analizie cech indywidualnych genomu (np. ludzi). 

Wybraliśmy, w naszej ocenie, zestaw starterów dający największe szanse na powodzenie. 

Wybrano 20 par starterów bazują na analizie literatury. Do testów wytypowaliśmy pięć odmian 

konopi włóknistych pochodzących z certyfikowanych materiałów siewnych, tj. Tibor Slallasi 

Carmagnola Henola Finola Dioica Kompolti oraz cztery próbki o nieznanym pochodzeniu 

oznaczone w eksperymencie jako 1, 1A, 1B oraz 13.  

Badania genetyczne konopi zostały wykonane w laboratoriach firmy Pracownia Analiz 

Profili Genetycznych PAPGEN (Wrocław). Sekwencjonowanie wykonano z kolei w 

laboratoriach firmy Genomed (Warszawa).  

Genomowe DNA wyekstrahowano z próbek roślin przy użyciu zestawu Fast DNA Plant 

Screen PCR A&A BIOTECHNOLOGY zgodnie z instrukcjami producenta. Wydajność 

izolacji oceniono przy użyciu fluorometru Quantus z wykorzystaniem dedykowanych 

odczynników QuantiFluor® dsDNA System. Amplifikację (reakcję PCR) przygotowano 

korzystając z protokołu producenta Invitrogen Platinum Hot Start PCR 2X Master Mix 

(Tabela 6). Reakcja PCR we wszystkich badanych przypadkach była prowadzona na 

termocyklerze VeritiProTM 96-well Thermal Cycler (applied biosystems by Thermo Fisher 

Scientific) w warunkach podanych tabeli poniżej (Tabela 5).  

 

Krok Temperatura Czas 

Initial denaturation 95 5min 

35 

PCR cycles 

Denature 95 30s 

Anneal 55 (lub 57) 45s 

Extend 72 45s 

Final extension 60 30min 

Hold 4 nieskończoność 

Tabela 5. Warunki Reakcji PCR. 
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Składniki 25 mL reak. 

Woda, Nuclease-free 3,5 mL 

Platinum Hot Start PCR 2X Master Mix 12,5 mL 

0,25uM Forward primer 0,5 mL 

0,75uM Reverse primer 0,5 mL 

Matryca DNA 3-6 mL 

Platinum GC Enhancer 5 mL 

Tabela 6. Skład mieszaniny reakcyjnej PCR 

Wstępne sekwencjonowanie w celu oszacowania obecności oraz jakości otrzymanego 

produktu jak również sekwencjonowanie finalne produktów odbyło się na sekwenatorze ABI 

3130XL Genetic Analyzer (applied biosystems by Thermo Fisher Scientific). 

Sekwencje starterów wybrano na podstawie analizy literatury kierując możliwością 

maksymalnego zindywidualizowania badanych materiałów roślinnych. Wybrano dość dużą 

liczbę - 20 starterów (Tabela 7) bazując na pracy Borin i wsp. Plants 2021.50 

 

Locus Start End 

Przewidywana 

masa 

produktu (kD) 

Typ 

markera 
 

Ta 

(°C) 
Motyw Forward primer Reverse primer 

SSR_6–

3 

35,062,092 35,062,261 180–200 M13 55 (AAT)10 ATCTCATTTTCCGTACCTGTT CTAATT 

CTCAACTTAACCGCG 

SSR_2–

2 

27,019,093 27,019,345 250–270 M13 55 (TGA)12 TAGTAGTAGTAGTGCCTGAGG ACCTTAACAACACCACAACTA 

SSR_X-

1 

12,090,959 12,091,352 390–450 M13 55 (TC)40 TTGTCAAGGGAGCTTAGTTAG ATGTGTATTTCTCGCCTGTTA 

SSR_4–

2 

38,738,240 38,738,472 230–260 PAN1 55 (AT)17 CAGAGTTTGGTCCTTTTCAAA CACGGATTTTAAGCATTGGAT 

SSR_2–

3 

49,240,375 49,240,744 350–410 PAN1 55 (GA)22 CTCCCTGCCATTAGACAAATA CCAGGAGGTAATTTTCTGCTA 

SSR_7–

3 

51,776,452 51,776,692 230–280 PAN2 55 (CT)22 ACTGTGAACTGTCCTTTTACA AACAACCTGAAATCCGAAAAG 

SSR_3–

3 

59,258,629 59,258,880 250–300 PAN3 55 (AG)21 CAAAGAAAGCAGGCATTAGTT CTCTCTGTGAATGTGATCTGT 

SSR_2–

1 

15,695,145 15,695,388 240–260 M13 55 (AAT)11 GGCAGGAAAAATCTCAAACAT ACATTGGAATTAGACAGAGCA 

SSR_4–

1 

3,414,697 3,414,947 230–270 PAN1 55 (ATA)21 GTTGGTTATGTGTTAGGGTCT GTTATGGACAAACAATGCATG 

SSR_8–

2 

13,924,026 13,924,199 180–220 PAN2 55 (CT)21 CATCACACCAGGTACCAATAT CATGAAACAACGTTGGGTTAT 

SSR_5–

2 

34,558,385 34,558,643 250–300 PAN2 55 (CT)32 TGGCTGAAAGTAAGAAAAGAC TTATCGCTCAAAACACTCAAC 
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SSR_6–

1 

3,764,859 3,765,058 200–270 PAN3 55 (AT)17 ACTTCACATGAGATTGAGAACA TCCTTTGGATTCATTAAGTTGT 

SSR_X-

3 

71,305,129 71,305,410 280–350 PAN3 55 (TC)41 ACAGTAGTTTTCAGGGTTGAA TCACACCAATATCTATCAGCC 

SSR_1–

4 

86,039,144 86,039,328 180–220 M13 55 (TTA)17 TCAAGTTACGTAATCCCCAAA CCTAAGCACAAGGTTAAATCAT 

SSR_3–

1 

12,247,530 12,247,829 300–340 M13 55 (TC)32 TGATTTTGCGACCCTTTTATG CTTTTGCAGGTACATCCAAAA 

SSR_8–

4 

50,925,135 50,925,396 280–330 PAN1 55 (TC)22 TATGCATCCATTGTACCTGTT TAATGTTTGTGTGTGTGCAAA 

SSR_9–

4 

58,895,568 58,895,670 110–150 PAN1 57 (CT)16 TTTCCTGCTCACCTTAAACC AACCTATATTGAGACGAACCG 

SSR_1–

1 

12,756,851 12,757,030 180–220 PAN1 57 (TC)33 AAACTGACAGCTTAAGCATTC TGGGCATGTACTCTATCACTA 

SSR_5–

5 

82,565,436 82,565,719 270–290 PAN2 57 (GA)18 AGAGGAAGGAAAGAGAGCTAT CACGAGGGAGCCTTATTAATA 

SSR_6–

4 

63,517,285 63,517,456 170–180 PAN3 57 (CT)30 ACGAGACTTTACAGAGAACAA AGATAGGGAAGAACACAACAC 

Tabela 7 . Wybrany zestaw starterów wraz z  ich charakterystyką. 
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V Wyniki. 

W ramach prezentowanej pracy wykonano szereg eksperymentów które miały na celu 

ocenę wpływu czynników zewnętrznych na konopie tj. na ich profil metabolitów wtórnych. Jak 

wiadomo profil ten może zmienić się znacząco w zależności od całego szeregu czynników. 

Postawiono tezę, że może to prowadzić do generowania w materiale roślinnym cech 

„indywidulanych” – wielka różnorodność jakościowa i ilościowa zewnętrznych czynników, 

którym siłą rzeczy podlega materiał roślinny powinna pozostawić swój unikalny ślad w profilu 

metabolitów wtórnych. Z punktu widzenia celu realizowanej pracy jest to okoliczność, którą 

można i należałoby wykorzystać. Umożliwia to bowiem analizę porównawczą dwóch prób z 

zmierzającą do określenia ich tożsamości – tj. czy są do siebie podobne, a co za tym idzie, czy 

mogą pochodzić z jednego źródła.  

Pod uwagę wzięto również wyciągi z konopi – tj. wpływ różnorodnych technik ekstrakcyjnych 

na ich skład. Jest to również element zakreślonego problemu badawczego.  

 

V.1 Wyniki opublikowane 

Prace rozpoczęto od suszenia, które jest nieodłącznym elementem pozyskiwania biomasy 

konopnej. Zbadano jej wpływ na profil związków lotnych (głównie terpenowy i terpenoidowy) 

kannabinoidowy, steroidowy. Wyniki przedstawiono w dwóch opublikowanych pracach: 

Kwaśnica et al.  Foods  (2020)  oraz Kwaśnica et al. Molecules (2023). 

W obu przytoczonych pracach opracowano szczegółowo metody analityczne, tj. otrzymanie 

olejku eterycznego, analiza frakcji lotnych metodą mikroekstrakcji do fazy stałej) która 

umożliwiła oznaczenie jakościowe i ilościowe. Dopracowano również technikę derywatyzacji 

pochodnych ciężkich, nielotnych w klasycznej technice nastrzyku ciekłego. 

Dla kwiatostanów konopi zidentyfikowano 93 związki lotne, w tym jako dominujące -myrcen, 

limonen, -E-kariofilen i humulen. Wyniki te są zbliżone do prac innych autorów51,52,53. 

Udowodniono zróżnicowanie ilościowe i jakościowe frakcji lotnych pomiędzy poszczególnymi 

wariantami suszenia. Wytypowano najmniej oraz najbardziej destrukcyjne metody dla suszenia 

kwiatostanów C. sativa. Uzupełnieniem badań chromatograficznych było wyznaczenie 

krzywych suszenia i profilu sensorycznego tak uzyskanego materiału. Publikacja ta uzupełnia 

lukę metodologiczną badań frakcji lotnych konopi metodami SPME, które nie były dotychczas 

prowadzone w firmie Lab4Tox. Udowodniono również, że charakterystyka sensoryczna 

kwiatostanów jest najbardziej zbliżona do wyjściowego surowca dla wariantu mikrofalowego 

suszenia przy 240 W mocy.  
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W publikacji Molecules (2023) przedstawiono analizy chromatograficzne, obejmujące 

zarówno frakcje olejkowe (EO) jak i lotne (VOCs). Oznaczono również ilościowo i jakościowo 

związki cięższe, tj. o strukturze steroidowej czy, co najistotniejsze, kannabinoidowej. Liście 

jako materiał uboższy (w ujęciu ilościowym EO) od kwiatostanów konopi pozwoliły na 

identyfikację jedynie 64 substancji w technice nastrzyku ciekłego i 41 w technice 

mikroekstrakcji do fazy stałej. Przedstawiona została jednocześnie optymalizacja analiz 

fitokanabinoidów metodą derywatyzacji z BSTFA. Zidentyfikowano CBD i jego kwasową 

formę – CBDA, CBC, THC i THCA, CBG, CBGA jak również CBN. Dominującymi sterolami 

obecnym w liściach konopi były -sitosterol, kampesterol i stigmasterol. Zidentyfikowano 

również triterpenoidową  i -amyrynę oraz lupeol. Za najistotniejsze uważam potwierdzenie 

braku zmian ilościowych i jakościowych frakcji kannabinoidowych w procesie suszenia. 

Najmniejsze zmiany we frakcji lotnych zaobserwowano dla wariantu suszenia konwekcyjnego 

połączonego z mikrofalowo-próżniowym dosuszeniem w temp. 60 oC. Udowodniono po raz 

pierwszy, że zastosowane temperatury (tj. 50, 60 i 70 oC) nie zmieniają ilościowo i jakościowo 

frakcj terpenowej i kannabinoidowej. Jednocześnie nie zaobserwowano potencjalnego procesu 

dekarboksylacji, który wg innych autorów może zachodzić w trakcie działania wymienionych 

temperatur54, 55, 56.  Zawartość fitosteroli wahała się od 534 g/g (-sitosterol) do 44 g/g 

(izofukosterol).  

Fitosterole były ponadto przedmiotem osobnych badań zmierzających do określenia, czy ich 

profil może stanowić potencjalny czynnik różnicujący. Rezultaty przedstawiono w 

opublikowanej pracy: Kwaśnica A. i wsp.  Molecules 2022 
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V.1.1  Publikacja 1 

 

 

TYTUŁ: 

 

Volatile composition and sensory properties as quality attributes of fresh and dried hemp 

flowers (Cannabis sativa L.). 

 

 

AUTORZY: 

 

Kwaśnica, A., Pachura, N., Masztalerz, K., Figiel, A., Zimmer, A., Kupczyński, R., 

Wujcikowska K., Angel A. Carbonell-Barrachina, Szumny A. i  Różański, H. 

 

 

CZASOPISMO: 

 

Foods 2020, 9(8), 1118; https://doi.org/10.3390/foods9081118 
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Supplementary materials 

 

S1. Fresh hemp flower GC-MS volatile analysis 

 
 

S1. Dried  hemp 240 W flower GC-MS volatile analysis 
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V.1.2 Publikacja 2 

 

 

TYTUŁ: 

 

Kwaśnica, A., Teleszko, M., Marcinkowski, D., Kmiecik, D., Grygier, A., & Golimowski, W. 

(2022). Analysis of Changes in the Amount of Phytosterols after the Bleaching Process of 

Hemp Oils. Molecules, 27(21), 7196. 

 

 

AUTORZY: 

 

A Kwaśnica, M Teleszko, D Marcinkowski, D Kmiecik, A Grygier, W Golimowski 

 

CZASOPISMO: 

 

Molecules. 2022; 27(21):7196. https://doi.org/10.3390/molecules27217196 
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V.1.3 Publikacja 3 

 

 

TYTUŁ: 

 

Effect of Drying Methods on Chemical and Sensory Properties of Cannabis sativa Leaves 

 

AUTORZY: 

 

Kwaśnica A, Pachura N, Carbonell-Barrachina ÁA, Issa-Issa H, Szumny D, Figiel A, 

Masztalerz K, Klemens M, Szumny A. 

 

CZASOPISMO: 

 

Molecules 2023, 28(24), 8089; https://doi.org/10.3390/molecules28248089 
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V.2 WYNIKI CZĘŚCI DOŚWIADCZALNEJ NIEOPUBLIKOWANE. 

 

V.2.1 Analiza profilu kannabinoidów konopi w próbkach z lat 2018-2022. 

Zebrano i poddano analizie statystycznej dane dot. zawartości pięciu głównych (tj. 

THC, CBD, CBG, CBC) kannabinoidów zebrane w trakcie pomiarów próbek komercyjnych 

pochodzące z upraw prowadzonych w Polsce, w trzech ostatnich lat działalności operacyjnej 

firmy. Pomiary wykonano techniką GC-MS. Do oznaczenia fitokannabinoidów wykorzystano 

metodę chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS). Przeanalizowano 

próbki materiałów roślinnych pochodzących z odmiany Futura, Santhica, Finola i Carmagnola 

Łącznie przeanalizowano dane dla 105 próbek suszu. Dane wartości średnich zestawiono w 

tabeli poniżej (Tabela 8). 

CARMAGNOLA       

Rok Nr Typ 
THC % 

mas. 

CBD % 

mas. 

CBG 

%mas. 

CBC % 

mas. 

CBN % 

mas. 

2018 

F44/18 Carmagnola 0,31 6,76 0 0,41 0 

F64/18 Carmangola 0,44 6,46 0,39 0,1 0 

F65/18 Carmangola 0,24 4,21 0,11 0,08 0 

F125/18 

Carmangola s purple hemp 0,11 3,33 0,12 0,03 0 

Carmangola s og + 0,21 6,22 0 0,45 0 

Carmangola super silver 

hemp 
0,07 1,52 0,01 0,09 0 

Carmangola hemp og 0,14 3,27 0,01 0,16 0 

2019 

F226/19

-1 
Carmangola 0,17 4,30 0,04 0,03 0,01 

F311/19 

1 
Carmangola selezionata 0,19 4,44 0,32 0,13 0 

F318/19 

2 
Carmangola selezionata 0,19 4,77 0,22 0,15 0 

F335/19 Carmangola selezionata 0,79 8,23 0,16 0,37 0,01 

F331/19 Carmangola 0,08 1,86 0,14 0,12 0 

F346/19 

1 
Carmangola 0,12 3,19 0,11 0,11 0 

F341/19 

2 
Carmangola cs 0,37 7,72 0,2 0,62 0 

F383/19 

2 
Carmangola 0,33 1,74 0,12 0,19 0 
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F385/19 

3 
Carmangola 0,15 0,90 0,02 0,04 0 

2020 
F195/20 

1 
Carmangola 1,56 5,34 0,47 0,19 0,02 

2022 65/22 -4 Carmangola 0,19 3,14 0,04 0,19 0 

 
       

FINOLA 
       

Rok Nr Typ THC % CBD % CBG % CBC % CBN % 

 

F3/18 Finola 0,34 1,48 0 0,02 0 

F5/18 Finola 0,45 1,48 0 0,08 0 

 
F6/18 Finola 0,02 2,75 0,01 0,01 0,01  

F8/18 - 

1 
Finola 0,16 1,16 0 0,01 0  

F8/18 - 

2 
Finola 0,42 2,82 0,05 0,12 0,01  

F8/18 - 

4 
Finola 0,14 1,93 0,03 0,08 0,01  

F11/18 - 

1 
Finola 0,28 1,72 0,03 0,08 0,01  

F11/18 - 

2 
Finola 0,11 1,40 0 0,02 0  

F15/18 - 

2 
Finola 0,13 1,86 0 0 0  

F15/18 - 

3 
Finola krusz 0,21 1,10 0,01 0 0  

F15/18 - 

4 
Finola 0,26 5,26 0,08 0,13 0,02  

F20/18 - 

1 
Finola 0,20 0,75 0 0,01 0  

F20/18 - 

2 
Finola 0,20 1,12 0,02 0,02 0  

F23/18 

– 1 
Finola krusz 0,23 0,85 0 0,01 0  

F23/18 

– 2 
Finola krusz 0,21 0,85 0 0,01 0  

F23/18 - 

4 
Finola 0,11 0,33 0 0,01 0  

F23/18 - 

6 
Finola krusz 0,22 0,82 0,01 0,02 0,01  

F40/18 - 

2 
Finola premium 0,16 3,40 0 0,07 0  
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F40/18 - 

3 
Finola 0,14 2,95 0 0,08 0  

F42/18 Finola 0,17 1,66 0,01 0,15 0  

F43/18 - 

2 
Finola krusz 0,09 0,41 0 0,01 0  

F45/18 Finola 0,29 2,21 0 0,14 0  

F47/18 - 

2 
Finola krusz 0,26 1,72 0,04 0,09 0  

F47/18 - 

3 
Finola krusz ii 0,34 1,63 0,02 0,07 0  

F48/18 - 

2 
Finola krusz 0,21 1,37 0,01 0,08 0  

F48/18 - 

3 
Finola 0,67 2,72 0 0,38 0  

F50/18 - 

4 
Finola 0,50 4,19 0,02 0,06 0,01  

F65/18 - 

2 
Finola 0,24 2,69 0,07 0,04 0,01  

F88/18 - 

2 
Finola krusz 0,16 1,06 0,02 0,01 0,01  

F101/18 

- 2 
Finola 0,23 1,49 0,05 0,03 0,02  

F103/18 

- 2 
Finola 17 0,22 1,50 0,05 0,06 0,02  

F130/18 

- 2 
Finola 0,14 1,02 0 0,03 0,02  

2019 

F28/19 - 

1 
Finola krusz 0,22 1,43 0 0,03 0  

F28/19 - 

2 
Finola 2 krusz 0,15 1,03 0 0,03 0  

F28/19 - 

4 
Finola krusz 0,12 0,68 0 0,03 0  

F39/19 Finola 0,07 1,66 0,17 0,05 0  

F159/19 Finola 0,08 0,56 0 0,01 0  

F175/19 

- 1 
Finola 0,78 4,42 0,16 0,1 0  

F175/19 

- 2 
Finola 0,92 3,28 0,14 0,06 0  

F189/19 

- 1 
Finola 0,69 2,68 0,15 0,08 0  

F189/19 

– 2 
Finola 0,1 1,88 0,09 0,08 0  



103 
 

F213/19 

- 2 
Finola 0,20 1,56 0,06 0,05 0  

F224/19 

- 2 
Finola 0,27 1,47 0,05 0,07 0  

2020 

68/20 Finola v1 0,29 6,34 0,11 0,23 0,01  

195/20 - 

3 
Finola seedless 0,19 3,99 0,07 0,14 0,1  

195/20 - 

4 
Finola 0,94 3,23 0,08 0,02 0,11  

2021 
248/21 - 

1 
Finola 0,10 3,01 0,08 0,06 0  

2022 

65/22 - 

7 
Finola 0,23 3,71 0,09 0,19 0  

65/22 - 

8 
Finola 0,14 2,32 0,05 0,11 0  

 
       

 

SANTHICA 
      

 

Rok Nr Typ THC % CBD % CBG % CBC % CBN %  

2018 

F40/18 - 

1 
Santhica 27 LOQ 0,02 1,98 0,01 0  

F50/18 - 

5 
Santhica 0,01 0,53 2,49 0,17 0  

F65/18 

– 4 
Santhica 0,06 1,06 2 0,57 0  

2019 

F225/19 Santhica 27 LOQ 0,03 1,89 0,01 0  

F232/19 

– 3 
Santhica 0,02 0,34 2,16 0,01 0  

F243/19 

– 4 
Santhica 0,02 0,73 0,67 0,04 0  

F243/19 

– 5 
Santhica LOQ 0,01 1,69 0,01 0  

F247/19 

– 1 
Santhica LOQ 0,05 2,54 0,01 0  

F247-19 

– 3 
Santhica LOQ 0,02 2,94 0,01 0  

F266/19 

– 3 
Santhica LOQ 0,02 2,21 0,01 0  

F266/19 

– 4 
Santhica LOQ 0,02 1,94 0 0  

F337/19 

– 1 
Santhica 0,03 0,83 1,57 0,08 0  
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F337/19 

– 7 
Santhica LOQ 0,02 1,5 0,07 0  

F340/19 

– 3 
Santhica LOQ 0,25 0,83 0,07 0  

F358/19 

– 1 
Santhica 70 0,02 0,47 1,06 0,05 0  

2021 
283/21 

– 2 
Santhica 27 LOQ 0,08 1,12 0,01 0  

 
       

 

Futura 
       

 

Rok Nr Typ THC % CBD % CBG % CBC % CBN %  

2018 

F34/18 Futura 75 0,07 2,51 0,01 0,06 0  

F36/18 

– 2 
Futura 0,09 1,87 0,01 0,06 0  

F37/18 

– 2 
Futura 0,33 2,21 0,1 0,01 0  

F71/18 - 

3 
Futura 0,18 2,40 0,8 0,15 0  

2019 

F232/19 

– 1 
Futura 0,10 2,38 0,08 0,08 0,01  

F232/19 

– 2 
Futura 0,10 2,49 0,11 0,11 0,01  

F234/19 Futura 75 0,09 2,21 0,12 0,08 0,01  

F247/19 

– 2 
Futura 0,10 2,62 0,09 0,04 0  

F252/19 

– 1 
Futura 0,14 2,93 0,16 0,07 0  

F276/19 

– 6 
Futura 75 0,04 0,95 0,02 0,02 0  

F282/19 

– 2 
Futrua 75 0,19 4,00 0,23 0,18 0,01  

F287/19 Futura 75 0,08 2,41 0,16 0,08 0  

F311/19 

– 2 
Futura 75 0,17 4,30 0,14 0,1 0  

F326/19 

– 2 
Futura 75 0,06 1,63 0,06 0,05 0  

F337/19 

– 2 
Futura 0,15 3,48 0,11 0,07 0  

F337/19 

– 5 
Futura 0,07 1,46 0,07 0,03 0  
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F340/19 

– 1 
Futura 0,06 1,68 0,11 0,02 0  

F340/19 

– 2 
Futura 0,09 2,39 0,2 0,03 0  

F354/19 Futura 75 0,14 4,05 0,04 0,01 0  

F385/19 

– 5 
Futura 0,09 1,24 0,02 0,01 0  

F442/19 

– 2 
Futura 0,07 2,40 0,03 0,01 0  

Tabela 8. Zawartość wybranych kannabinoidów: THC, CBD, CBN CBG (suma form kwasowych i obojętnych) w próbkach ziela 
konopi odmian Karmaniola, Finola, Futura, Santhica, mierzonych w latach 2018-2022 

W analizie statystycznej wykorzystano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA 

oraz test post-hoc Duncana (przedstawiono w materiałach dodatkowych). Istnieje istotna 

statystycznie różnica między grupami pod względem zawartości poszczególnych 

kannabinoidów. Carmagnola wykazała w tych latach największą zawartość THC, CBD oraz 

CBC w porównaniu do innych odmian. Najniższe stężenie THC było charakterystyczne dla 

Santhici, przy czym jest ona typową odmianą CBG charakteryzującą się niskim równoczesnym 

stężeniem CBD. Odmiany Futura i Finola były podobne pod względem zawartości CBD i CBC. 

Nie wykazano, by któraś z analizowanych odmian charakteryzowała się profilem 

kannabinoidowym na tyle charakterystycznym by jednoznacznie wskazywał on na konkretną 

odmianę. Wyraźnie widoczne jest natomiast znacznie zróżnicowanie zawartości 

kannabinoidów nie tylko pomiędzy odmianami, ale i w ramach jednej odmiany. 

 

V.2.2 Wpływ rozpuszczalnika na skład wyciągu z konopi. 

Zbadano również wpływ użytego rozpuszczalnika organicznego na profil metabolitów 

wtórnych ekstraktów suchych z kwiatostanu konopi włóknistej Cannabis sativa. Do badań 

wykorzystano specjalnie przygotowaną mieszankę dwóch odmian konopi siewnej uprawianych 

w 2021 r. na terenie Polski: Finola i Santhica w stosunku 4:1. Zastosowanie mieszaniny dwóch 

odmian konopi miało na celu zwiększenie zawartości cennego fitokannabinoidu, jakim jest 

CBG (kannabigerol), którego niewielkie ilości występują w odmianie Finola, a dominuje on w 

odmianie Santhica. W tabeli poniżej (Tabela 9) zamieszczono procentową zawartość pięciu 

fitokannabinoidów: THC (Δ9-tetrahydrokannabinol), CBD (kannabidiol), CBG, CBC 

(kannabichromen) oraz CBN (kannabinol) występujących w przygotowanej mieszance 

kwiatów konopi oraz wilgotność masy surowej.  
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ZAWARTOŚĆ FITOKANNABINOIDÓW W KWIATACH ORAZ ICH WILGOTNOŚĆ. 

Parametr THC CBD CBG CBC CBN Wilgotność 

Udział [% mas.] 0.152 3.651 2.530 0.031 0.011 18.458 

Tabela 9. Zawartość kannabinoidów (suma form kwaśnych i obojętnych) oraz wilgotność biomasy przygotowanej do 
eksperymentów ekstrakcyjnych. 

Biomasę konopną wysuszono na wstępie w temperaturze 60°C przez 45 minut w suszarce 

Goldbrunn 450, co pozwoliła na zmniejszenie wilgotności materiału poniżej 8%. Tak 

przygotowane próbki biomasy ekstrahowano przy użyciu dziewięciu wariantach przy użyciu 

sześciu popularnych w przemyśle spożywczym rozpuszczalników organicznych 

(rozpuszczalniki pochodziły od Sigma-Aldrich®). Ekstrakcję alkoholową prowadzono w 

dwóch wariantach temperaturowych, a ekstrakcję heksanem w połączeniu z procesem 

winteryzacji. Proces pozyskania metabolitów wtórnych prowadzono przy użyciu: alkoholu 

metylowego (> 99.5 % v/v czystości), alkoholu etylowego (> 95.6 % v/v czystości), alkoholu 

izopropylowego (> 99 % v/v czystości), n-heksanu (> 95 % v/v czystości), acetonu (> 98.5 % 

v/v czystości) oraz eteru dietylowego (> 99.5 % v/v czystości). Próbki przygotowanego do 

ekstrakcji surowca o masie 50 g wprowadzono 500 cm3 rozpuszczalnika i ekstrahowano w 

temperaturze 20°C, w zamkniętym zbiorniku wyposażonym w mieszadło magnetyczne przez 

30 minut. Dla alkoholu etylowego i alkoholu izopropylowego proces powtórzono w 

temperaturze -45°C w celu ustalenia wpływu temperatury procesu na skład metabolitów 

wtórnych po ekstrakcji alkoholowej. Dla n-heksanu proces powtórzono w celu późniejszej 

winteryzacji jednego z uzyskanych ekstraktów. Winteryzację prowadzono w -45°C przez 24 

godziny rozpuszczając ekstrakt w alkoholu metylowym w stosunku v/v 1:8. Następnie 

odfiltrowano fazę stałą (stanowiącą wytrącone z ekstraktu woski) pod obniżonym ciśnieniem 

300 mbar na lejku ze spiekiem (POR1) w obecności tlenku glinu III (> 96 % m/m czystości, 

Chempur®) jako adsorbenta z wykorzystaniem jakościowych filtrów celulozowych. 

Rozpuszczalniki odparowywano na rotacyjnej wyparce próżniowej model SBS-RV-5000 marki 

Steinberg Systems pod obniżonym ciśnieniem 100 mbar w zakresie temperatur 20 – 65°C do 

usunięcia całości rozpuszczalnika, a następnie ekstrakt wygrzewano przez 15 minut w 

temperaturze 65°C.  

Uzyskane ekstrakty zostały zakodowane w następujący sposób: A – ekstrakt na bazie acetonu, 

B – ekstrakt na bazie eteru dietylowego, C – ekstrakt na bazie etanolu w 20°C, D – ekstrakt na 

bazie etanolu w -45°C, E – ekstrakt na bazie izopropanolu w 20°C, F – ekstrakt na bazie 

izopropanolu w -45°C, G – ekstrakt na bazie metanolu, H – ekstrakt na bazie n-heksan oraz I – 

ekstrakt na bazie n-heksan z późniejszą winteryzacją. 
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Realizując przyjęte cele pracy, uzyskane ekstrakty poddano badaniom metodami: 

chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS), chromatografii cieczowej 

sprzężonej ze spektrometrią mas (LC-MS) oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu 

jądrowego (NMR).  

W każdym wariancie ekstrakcji uzyskano inny profil fitokannabinoidów oraz różną masę 

uzyskanego ekstraktu. Profile kannabinoidów wyznaczono metodą GC-MS. Analizując 

uzyskane wyniki pomiarów, można stwierdzić, że największą czystością cechują się ekstrakty 

n-heksanowe po winteryzacji (ponad 67 % zawartości fitokannabinoidów) oraz etanolu w -

45°C (ponad 60 %). Ekstrakty na bazie acetonu i alkoholu etylowego w 20°C wykazują 

najmniejszą czystość względem fitokannabinoidów, ale ich masy są największe. Oznacza to, 

że te rozpuszczalniki oprócz pożądanych fitokannabinoidów ekstrahują również wiele innych 

metabolitów wtórnych z suszu. Analiza statystyczna wpływu rozpuszczalnika na zawartość 

fitokannabinoidów wykazała statystycznie istotne różnice pomiędzy ich zawartością w 

poszczególnych ekstraktach. Wykazano również wpływ temperatury na efektywność ekstrakcji 

alkoholowej. Etanol oraz izopropanol w temperaturze -45°C wykazują lepszą zdolność do 

ekstrakcji fitokannabinoidów, niż w temperaturze 20°C. Ma to prawdopodobnie związek z 

wytrącaniem się części zanieczyszczeń w postaci wosków w trakcie ekstrakcji w -45°C. Z kolei 

proces winteryzacji zmniejsza masę ekstraktu o około 30%, ale zwiększa czystość ekstraktów 

o około 25%. Oznacza to, że oprócz wosków usunięta została również część 

fitokannabinoidów. Największa efektywność usuwania fitokannabinoidów z kwiatostanu 

konopi cechuje alkohole w temperaturze 20°C (metanol > 94%, etanol > 93%, izopropanol >89 

%) i eter dietylowy (> 90%). Wynik ten jest zaskakujący, ponieważ poprzednia analiza 

wykazała, że ekstrakty uzyskane w ten sposób, nie cechują się wysoką czystością w zakresie 

zawartości fitokannabinoidów. Oznacza to, że alkohole, a w szczególności metanol, usuwają z 

roślin wiele innych metabolitów wtórnych. Ponadto metanol i etanol wykazują najlepszą 

zdolność do usuwania CBG (96–97%). Ogólna efektywność pozostałych rozpuszczalników 

wynosi 85 – 87%. Aceton i alkohole w temperaturze -45°C wykazują najmniejszą zdolność do 

ekstrakcji THC i CBD. Z kolei eter dietylowy, n-hekse i alkohole w -45°C wykazują najlepszą 

zdolność do ekstrakcji CBN. Poniżej (Tabela 10) zestawiono oznaczone metodą GC-MS 

zawartości pięciu podstawowych kannabinoidów w uzyskanych ekstraktach wraz z 

wyliczeniem odzysku ekstrakcji danego kannabinoidu w odniesieniu do wyjściowej biomasy. 
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EKSTRAKT 
 Zawartość w ekstrakcie [% mas]  

(Wydajność ekstrakcji [%]) 
 

 THC CBD CBG CBC CBN Σ 

A 
1.3  

(81) 
31.8 
(84) 

12.5 
(91) 

1.8 
(90) 

0.15 
(91) 

47.6 
(86) 

B 
1.3 

(91) 
33.1 
(89) 

17.2 
(92) 

1.7 
(90) 

0.15 
(95) 

53.5 
(90) 

C 
1.1 

(90) 
30.4 
(91) 

15.0 
(97) 

1.5 
(92) 

0.14 
(86) 

48.1 
(93) 

D 
1.5 

(83) 
39.5 
(83) 

17.6 
(93) 

1.9 
(90) 

0.23 
(95) 

60.8 
(87) 

E 
1.3 

(91) 
31.4 
(87) 

15.6 
(93) 

1.9 
(89) 

0.22 
(91) 

50.5 
(90) 

F 
1.1 

(80) 
32.8 
(82) 

20.1 
(92) 

1.2 
(86) 

0.12 
(95) 

55.3 
(85) 

G 
1.2 

(91) 
33.7 
(92 

17.4 
(97) 

1.9 
(93) 

0.15 
(91) 

54.3 
(94) 

H 
1.4 

(90) 
35.7 
(92) 

11.6 
(86) 

1.6 
(93) 

0.14 
(95) 

50.5 
(87) 

I 
2.0 

(90) 
44.9 
(86) 

18.1 
(84) 

2.1 
(90) 

0.22 
(91) 

67.4 
(85) 

Tabela 10 Zawartość fitokannabinoidów w ekstraktach z konopi oraz wydajność ekstrakcji [%]. * za 100% przyjęto 
wydajność ekstrakcji kannabinoidów zaprezentowaną w Tabeli 6  

Różne masy ekstraktów i efektywności usuwania fitokannabinoidów przez użyte 

rozpuszczalniki wskazują na różne profile metabolitów wtórnych w uzyskanych ekstraktach. Z 

tego powodu ekstrakty poddano dalszym badaniom przy pomocy chromatografii cieczowej LC-

MS oraz magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR). 

Kompletne wyniki analizy LC-MS, ze względu na ich bardzo obszerną ilość załączono w 

materiałach dodatkowych. W wyniku analizy danych uzyskanych metodą LC-MS można 

stwierdzić, że ekstrakt metanolowy cechuje się najbogatszym składem. Dominują oczywiście 

sygnały pochodzące od kannabinoidów i ich form kwaśnych.  Na chromatogramach ekstraktów 

na bazie n-heksanu nie stwierdzono obecności kwasowych form fitokannabinoidów. 

Prawdopodobnie ich ilość jest w nich śladowa. Eter dietylowy dobrze ekstrahuje pochodne 

kannabinolu i kannabigerolu, a gorzej pochodne Δ9-tetrahydrocannabinol. Nie stwierdzono 

istotnego wpływu acetonu na ekstrakcję kwasowych pochodnych któregoś z badanych 

fitokannabinoidów. Dzięki zastosowanej metodyce oznaczono również pozostałe metabolity 

wtórne występujące w badanych ekstraktach. Do analizy wyników uzyskanych techniką LC-

MS zastosowano analizę wariancji (ANOVA) (Tabela 11) oraz analizę głównych składowych 

(PCA) (Rysunek 6, Rysunek 7) Analizę statystyczną ANOVA przeprowadzono przy użyciu 
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programu PS IMAGO PRO 8.0 (IBM SPSS) dla p < 0.05 z wykorzystaniem testu Duncana. 

Analizę PCA z wykorzystaniem programu MarkerView 1.3.1 (SCIEX). 

 

EKSTRAKT WARTOŚĆ F dF Effect Df Error p 

A 31.9067 9929.515 2.630 534.834 <0.001 

B 33.2605 9558.368 3.023 624.070 <0.001 

C 30.4817 9660.146 2.929 519.215 <0.001 

D 39.6552 9801.547 2.779 858.579 <0.001 

E 32.5406 9510.816 2.962 549.989 <0.001 

F 32.9030 9491.000 3.328 656.191 <0.001 

G 33.8396 9561.796 3.012 644.490 <0.001 

H 35.8599 10344.077 2.431 683.572 <0.001 

I 45.0566 9936.123 2.651 1090.538 <0.001 

Tabela 11. Wyniki analizy PCA analizy uzyskanych ekstraktów 

 

Rysunek 6 Analiza głównych składowych (PCA) metabolitów wtórnych ekstraktów konopnych dla jonizacji dodatniej. 
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Rysunek 7 Analiza głównych składowych (PCA) metabolitów wtórnych ekstraktów konopnych dla jonizacji ujemnej. 

 

Analiza PCA wykazała, że większość metabolitów wtórnych w uzyskanych ekstraktach jest 

taka sama bez względu na użyty rozpuszczalnik. Najwięcej metabolitów wtórnych powstaje w 

ekstrakcjach alkoholowych w temperaturze 20°C, ponadto metanol ekstrahuje 

nieporównywalnie więcej substancji niż pozostałe rozpuszczalniki organiczne 

(zidentyfikowano 225 metabolitów wtórnych, drugi etanol 165). Najmniej metabolitów 

wtórnych zidentyfikowano w próbkach ekstraktu n-heksanowego po winteryzacji (63 

metabolity wtórne). Zaobserwowano również spadek ilości metabolitów wtórnych w 

przypadku ekstrakcji alkoholowej w -45 °C względem tego samego rozpuszczalnika w 20°C 

(dla etanolu 15% ubytku metabolitów wtórnych, dla izopropanolu 8%). Oznacza to, że część 

metabolitów wtórnych to substancje woskotwórcze i mogą być usunięte z ekstraktu poprzez 

winteryzację. Analiza LC-MS prowadzona przy jonizacji dodatniej i jonizacji ujemnej 

pozwoliła zidentyfikować substancje charakterystyczne dla zastosowanego rozpuszczalnika i 

wariantu temperaturowego (Tabela 12). 
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Ekstrakt Zidentyfikowane charakterystyczne metabolity wtórne* 

A 

7,7,10-trimethyl-4-pentyl-7H-benzofuro<6,7-c><2>benzopyran; Carvone; 5-acetoxy-6-

geranyl-3-n-pentyl-1,4-benzoqui‐none; α-bisabolol; malic acid; 11-acetoxy-Δ9-

tetrahydrocannabinolic acid A;  

B 
 6-isopentenyl apigenin; friedelan-3-one; dehydrocannabifuran; 8-hydroxycannabinolic acid 

A; 5,7-dihydroxy-1-spiro-cyclohexane; 4-allylguaiacol 

C 

Luteolin-8-C-glucoside; epifriedelanol; isoleucine betaine; Cannabidivarin; 

cannabispiradienone-A; D-myo-inositol; cannabivarichromene; ((1-pentyl-1H-indol-3-

yl)(2,2,3,3-tetramethyl‐cyclopropyl)methanone); 1-hydroxy-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6H-ben‐

zo[c]chromene-2-carboxylic acid; isopulegone; 5-[2-(3-hydroxy-5-methoxyphenyl) ethyl]-2-

methoxyphenol; vitexin; Acetylcannabispirol; 5'-methyl-4-pentylbiphenyl-2,2',6-triol; 

chrysoeriol 

D 
4-acetoxycannabichromene; Oleanolic acid; Linolenic acid; 2-carbethoxyindole; 6,7-trans-

epoxycannabigerolic acid; 6,7-cis-epoxycannabigerolic acid 

E 
30-nor-9,19-cyclolanost-24-methylene-3β-acetate; 7R-cannabicoumarononic acid A; 7-

methoxycannabispirone; 6-geranylapigenin 

F 
methyl 4-hydroxylbenzoate; 2,6,6,9-tetramethyl-cycloundeca-1,4,8-triene; 12S-hydroxy-

9Z,13E,15Z-octadecatrienoic acid 

G 

2-methyl-2-(4-methylpent-3-enyl)-7-propyl-5-chromenol; cytisoside; (6S,9R)-6,9-

dihydroxymegastigman-4-en-3-one; β-4'-O-acetylcannabispiranol; (E)-2-(3,7-dimethylocta-

2,6-dien-1-yl)-5-propylbenzene-1,3-diol; methyl 4-hydroxycinnamate; scullcapflavone II; 

cannabisin C; 5-acetoxy-6-geranyl-3-n-pentyl-1,4-benzoquinone; 4'-methoxyluteolin-8-C-β-

D-glucopyranoside; Cannabidiolic acid diacetate; nipasol; dihydroxyisoechinulin A; trans-

grossamide; Cannabinin; 4-methylisopropylbenzene; 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)acrylic 

acid 

H 
4-hydroxy-benzaldehyde; (8S,9Z)-cannabiphenolic acid B; cannabispirane; 1-methyl-4-

isopropenylbenzene; canniflavone-2; 5-hydroxy-3,4-dimethyl-5-pentyl-2(5H)-furanone 

I - 

Tabela 12 Metabolity wtórne charakterystyczne dla użytych rozpuszczalników. 

Najwięcej charakterystycznych metabolitów wtórnych zidentyfikowano w ekstraktach na bazie 

metanolu i etanolu w 20°C. Oznacza to, że pozyskane w ten sposób ekstrakty są najbardziej 

zanieczyszczone – lub z innego punktu widzenia różnorodne. Profile metabolitów wtórnych 
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ekstrakcji alkoholowych są do siebie podobne dla metanolu i etanolu, a izopropanol wykazuje 

większą selektywność ekstrakcji. Ekstrakcja alkoholowa w -45°C powoduje zmianę profilu 

charakterystycznych metabolitów wtórnych. Prawdopodobnie jest to spowodowane tym, że 

część substancji, które ulegają ekstrakcji w temperaturze 20°C, w obniżonej temperaturze nie 

rozpuszcza się w zastosowanym ekstrahencie. Ekstrakty na bazie n-heksanu cechują się 

najlepszą czystością produktu względem występowania charakterystycznych metabolitów 

wtórnych. Proces winteryzacji nie powoduje zanieczyszczenia ekstraktów dodatkowymi 

związkami organicznymi. W ekstrakcie po winteryzacji nie zidentyfikowano żadnych 

charakterystycznych metabolitów wtórnych. 

Uzyskane ekstrakty poddano także analizie techniką NMR zbierając widma protonowe i 

węglowe. Pomiary wykonano bez dodatku wzorca wewnętrznego. Cele było uwidocznienie 

ewentualnych różnic w obrazie spektroskopowym. Poniżej (Rysunek 8, Rysunek 9) zestawiono 

uzyskane widma protonowe (1H) oraz widma węglowe (13C) pozyskanych ekstraktów 

konopnych. 
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Rysunek 8 Widma protonowe 1H uzyskanych ekstraktów konopnych. 
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Rysunek 9 Widma węglowe C13 ekstraktów konopnych. 
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Widma rezonansowe NMR pokazują różnice w odczytach sygnałów związków zawartych w 

badanych próbkach. Zarówno widma protonowe (1H NMR), jak i widma węglowe (13C NMR) 

potwierdzają badania przeprowadzone za pomocą LC-MS. W widmach 1H w zakresach 0-2 

ppm występują szumy związane z obecnością użytego rozpuszczalnika. W pozostałych 

zakresach widoczne są różnice w zawartości alifatycznych i aromatycznych związków 

zawartych w badanych próbkach. Widma 1H dają możliwość identyfikacji zawartych w 

ekstraktach substancji, a więc mogą posłużyć do identyfikacji typu fingerprint. W widmach 13C 

występują większe różnice w intensywności sygnałów dla poszczególnych związków 

zawartych w analizowanych ekstraktach niż w przypadku widm 1H. Największą intensywności 

sygnału cechują się próbki metanolowe, co potwierdza wyniki badania LC-MS.  

W wyniku przeprowadzonych eksperymentów na wpływem rozpuszczalnika na skład ekstraktu 

z konopi włóknistej (Cannabis sativa L.) wykazano, że profil metabolitów wtórnych w/w 

ekstraktów zależy od użytego rozpuszczalnika organicznego. W ekstraktach występują 

substancje charakterystyczne. Ekstrakcja alkoholowa w 20°C zapewnia najmniejszą 

selektywność uzyskanego profilu metabolitów wtórnych, ale obniżenie temperatury zwiększa 

ją i pozwala na zredukowanie ilości zanieczyszczeń nawet o 15%. Najlepszą selektywnością 

cechuje się ekstrakcja za pomocą węglowodorów krótkołańcuchowych, co zapewne ma 

związek z nierozpuszczaniem się części związków polarnych w n-heksanu. W próbkach 

poddanych winteryzacji nie wykryto substancji charakterystycznych, ale cechuje je większe 

stężenie fitokannabinoidów. Przeprowadzone badania pokazały, że użyty ekstrahent ma istotny 

wpływ na profil fitokannabinoidów w ekstraktach. Wybór rozpuszczalnika organicznego do 

ekstrakcji kwiatostanu konopi powinien zależeć od przeznaczenia ekstraktu. Wykazane różnice 

w efektywności usuwania fitokannabinoidów oraz składzie poszczególnych ekstraktów są 

cenną rekomendacją dla producentów, ale i użytkowników tego rodzaju produktów. Ekstrakty 

(wyciągi lub pasta) konopne są podstawowym produktem uzyskiwanym z konopi, stanowiącym 

surowiec w dalszych procesach przetwarzania, z którego uzyskuje się cały szereg produktów 

takich jako np. olejki, dodatki do żywności dla zwierząt, surowce kosmetyczne. Ekstrakty 

konopne stanowią też źródło kannabinoidów izolowanych z nich na drodze przeróbki 

chemicznej.  

Wyniku przeprowadzonych badań wskazują również na możliwość wykorzystania ekstrakcji 

metanolem jako narzędzia w analizie typu fingerprint. Ekstrakt metanolowy okazał się być 

najbardziej zróżnicowym. Analiza metodą LC-MS czy NMR może stanowić podstawę do 

badań porównawczych (tożsamościowych) materiałów roślinnych. 
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V.2.3 Analiza profilu frakcji lotnych. 

 

Przeprowadzono również eksperymenty związane oznaczeniem profilu terpenowego 

wybranych odmian konopi włóknistych techniką GC-MS, w trakcie ich przechowywania, w 

okresie styczeń-czerwiec 2032. Analizy wykonano wykorzystując mikroekstrakcję do fazy 

stałej (SPME) Do badań wybrano odmiany Finola, Futura, Fibror, Santhica i Matternhorn. 

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli poniżej (Tabela 13). 
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Styczeń Kwiecień Czerwiec 

Nr Nazwa tR (min) RI exp.1 RI lit.2 CAS Finola A Finola B Finola C Finola A Finola B Finola C Finola A Finola B Finola C 

1 Heksanal 3,425 n.d. 801 66 - 25 - 1 0,105 0,175 1,428 1,475 2,215 1,684 0,736 0,437 0,556 

2 -Pinen 7,035 933 933 80 - 56 - 8 10,515 5,619 10,826 16,059 13,568 14,164 4,84 4,623 5,191 

3 -Pinen 8,315 977 978 127 - 91 - 3 2,263 1,281 2,474 3,802 3,136 3,527 1,9 1,892 2,41 

4 Myrcen 8,715 990 991 123 - 35 - 3 2,291 3,32 3,197 33,316 36,125 33,221 6,464 6,367 4,311 

5 3-Karen 9,35 1011 1009 13466 - 78 - 9 0,38 0,304 0,6 0,552 0,534 0,661 0,177 0,277 0,339 

6 Limonen 9,955 1029 1030 138 - 86 - 3 1,512 4,542 0,864 1,935 1,887 1,723 0,636 0,645 0,596 

7 Eukaliptol 10,05 1031 1032 3779 - 61 - 1 2,426 2,921 3,052 0,385 0,428 0,5 1,331 1,375 1,63 

8 Ocymen 10,235 1037 1046 3779 - 61 - 1 0,151 0,18 0,207 1,277 1,477 1,494 0,251 0,329 0,348 

9 (E)--Ocymen 10,585 1047 1046 3779 - 61 - 1 0,573 1,128 0,798 9,033 9,766 9,549 1,288 1,681 1,397 

10 Terpinolen 11,985 1089 1086 586 - 62 - 9 1,497 1,56 1,497 3,215 2,934 2,596 0,222 0,856 0,854 

11 Kariofilen 22,67 1427 1424 13877 - 93 - 5 50,036 47,295 47,023 21,112 20,412 22,396 55,295 55,647 54,884 

12 α-Bergamoten 22,95 1442 1435 13474 - 59 - 4 4,357 4,777 4,316 1,662 1,263 1,584 4,838 3,726 4,288 

13 Humulen 23,37 1463 1454 6753 - 98 - 6 10,799 10,874 10,159 4,597 4,881 5,181 15,6 16,299 16,311 

14 Aromandendren 23,515 1470 1461 68832 - 35 - 9 2,439 2,646 2,416 0,642 0,583 0,716 1,802 1,517 1,818 

15 γ-Muurolen 23,995 1495 1477 30021-74-0 1,208 1,595 1,393 0,159 0,133 0,182 0,686 0,574 2,093 

16 -Selinen 24,15 1503 1501 473 - 13 - 2 1,506 1,739 1,453 0,145 0,107 0,151 1,639 1,621 0,519 

17 -Kuprenen 24,595 1532 1530 58893 - 88 - 2 0,91 1,232 0,923 0,076 0,064 0,078 0,334 0,228 0,265 

18 Selina-4(15),7(11)-dien 24,835 1548 1540 58893 - 88 - 2 3,148 3,669 3,258 0,202 0,154 0,209 0,575 0,528 0,561 

19 Selina-3,7(11)-dien 24,94 1555 1546 222187 - 60 - 2 3,122 3,72 3,238 0,122 0,114 0,135 0,435 0,473 0,488 

20 Tlenek kariofilenu 25,585 1597 1587 1139 - 30 - 6 0,764 1,424 0,876 0,236 0,218 0,249 0,952 0,904 1,142 
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Styczeń Kwiecień Czerwiec 

Nr Nazwa tR (min) RI exp. RI lit. CAS Fibror A Fibror B Fibror C Fibror A Fibror B Fibror C Fibror A Fibror B Fibror C 

1 Heksanal 3,425 n.d. 801 66 - 25 - 1 5,35 1,931 3,427 9,304 8,6 8,952 7,954 1,807 2,628 

2 -Pinen 7,035 933 933 80 - 56 - 8 0,388 0,58 0,589 1,151 1,211 1,181 1,041 0,427 0,322 

3 -Pinen 8,315 977 978 127 - 91 - 3 0,312 0,578 0,453 1,93 3 2,465 1,796 13,643 6,604 

4 Myrcen 8,715 990 991 123 - 35 - 3 6,068 7,724 7,818 16,389 16,562 16,4755 20,346 11,571 7,155 

5 3-Karen 9,35 1011 1009 13466 - 78 - 9 0,054 0,093 0,058 0,39 0,58 0,485 0,238 1,087 0,181 

6 Limonen 9,955 1029 1030 138 - 86 - 3 4,065 5,751 5,494 9,579 8,971 9,275 9,111 2,226 2,713 

7 Eukaliptol 10,05 1031 1032 3779 - 61 - 1 0,425 0,341 0,456 0,732 0,354 0,543 0,148 1,123 0,185 

8 Ocymen 10,235 1037 1046 3779 - 61 - 1 0,027 0,058 0,047 0,323 0,251 0,287 0,095 0,125 0,261 

9 (E)--Ocymen 10,585 1047 1046 3779 - 61 - 1 0,585 0,795 0,591 1,892 1,746 1,819 1,652 0,411 0,432 

10 Terpinolen 11,985 1089 1086 586 - 62 - 9 2,349 0,83 0,779 2,036 1,956 1,996 1,643 2,882 2,799 

11 Kariofilen 22,67 1427 1424 13877 - 93 - 5 42,019 44,81 44,902 31,849 32,174 32,0115 32,923 32,952 40,479 

12 α-Bergamoten 22,95 1442 1435 13474 - 59 - 4 5,583 6,307 5,579 3,169 3,487 3,328 3,688 4,003 5,404 

13 Humulen 23,37 1463 1454 6753 - 98 - 6 8,244 8,084 8,226 6,244 6,036 6,14 5,943 7,315 8,657 

14 Aromandendren 23,515 1470 1461 68832 - 35 - 9 0,695 0,988 0,833 0,783 0,98 0,8815 0,913 0,909 1,714 

15 γ-Muurolen 23,995 1495 1477 30021-74-0 0,719 0,697 0,634 0,734 0,751 0,7425 0,702 1,478 1,756 

16 -Selinen 24,15 1503 1501 473 - 13 - 2 1,071 0,938 0,697 0,641 0,612 0,6265 0,611 3,475 3,646 

17 -Kuprenen 24,595 1532 1530 58893 - 88 - 2 1,545 1,564 1,341 0,878 1,06 0,969 0,906 1,592 2,569 

18 Selina-4(15),7(11)-dien 24,835 1548 1540 58893 - 88 - 2 8,11 7,863 7,121 4,665 4,502 4,5835 4,146 5,184 5,27 

19 Selina-3,7(11)-dien 24,94 1555 1546 222187 - 60 - 2 7,843 7,843 7,066 3,947 3,831 3,889 3,713 3,124 3,025 

20 Tlenek kariofilenu 25,585 1597 1587 1139 - 30 - 6 4,548 2,225 3,889 3,363 3,335 3,349 2,429 4,665 4,2 

 
              

      
Styczeń Kwiecień Czerwiec 
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Nr 
Nazwa tR (min) 

RI 

exp. RI lit. CAS Futura A Futura B Futura C Futura A Futura B Futura C Futura A Futura B Futura C 

1 Heksanal 3,425 n.d. 801 66 - 25 - 1 0,598 0,354 0,411 0,271 0,246 0,243 0,04 0,051 0,055 

2 -Pinen 7,035 933 933 80 - 56 - 8 23,905 22,05 18,265 27,233 26,868 25,376 22,041 16,229 14,044 

3 -Pinen 8,315 977 978 127 - 91 - 3 8,064 7,827 6,59 8,048 7,957 7,465 6,438 4,609 3,129 

4 Myrcen 8,715 990 991 123 - 35 - 3 16,016 20,205 16,649 24,296 23,769 21,988 8,085 10,692 7,353 

5 3-Karen 9,35 1011 1009 13466 - 78 - 9 0,599 0,808 0,672 0,762 0,742 0,788 0,319 0,311 0,267 

6 Limonen 9,955 1029 1030 138 - 86 - 3 2,82 3,494 2,827 2,65 2,897 2,739 1,217 1,56 1,217 

7 Eukaliptol 10,05 1031 1032 3779 - 61 - 1 0,432 0,256 0,325 0,234 0,124 0,202 1,377 0,442 0,49 

8 Ocymen 10,235 1037 1046 3779 - 61 - 1 0,906 1,201 0,996 0,937 0,83 0,784 0,426 0,419 0,467 

9 (E)--Ocymen 10,585 1047 1046 3779 - 61 - 1 6,146 7,818 6,441 5,201 4,708 4,454 3,046 2,447 2,366 

10 Terpinolen 11,985 1089 1086 586 - 62 - 9 16,461 17,652 18,314 7,649 8,443 7,268 3,435 4,535 2,746 

11 Kariofilen 22,67 1427 1424 13877 - 93 - 5 13,702 10,634 14,765 15,836 16,174 19,748 35,8 39,074 44,882 

12 α-Bergamoten 22,95 1442 1435 13474 - 59 - 4 2,635 1,97 2,983 1,191 1,425 1,98 2,665 3,809 5,445 

13 Humulen 23,37 1463 1454 6753 - 98 - 6 2,391 1,767 3,795 3,098 3 3,631 8,321 8,62 9,507 

14 Aromandendren 23,515 1470 1461 68832 - 35 - 9 0,035 0,097 0,16 0,207 0,184 0,232 0,786 0,452 0,587 

15 γ-Muurolen 23,995 1495 1477 30021-74-0 0,398 0,285 0,474 0,576 0,449 0,532 1,704 1,4 0,59 

16 -Selinen 24,15 1503 1501 473 - 13 - 2 0,536 0,37 0,629 0,557 0,46 0,528 1,241 0,936 0,877 

17 -Kuprenen 24,595 1532 1530 58893 - 88 - 2 0,28 0,208 0,365 0,1 0,134 0,175 0,298 0,194 0,806 

18 Selina-4(15),7(11)-dien 24,835 1548 1540 58893 - 88 - 2 2,163 1,557 2,745 0,61 0,885 0,992 1,498 2,372 2,978 

19 Selina-3,7(11)-dien 24,94 1555 1546 222187 - 60 - 2 1,776 1,278 2,287 0,328 0,5 0,588 0,819 1,346 1,848 

20 Tlenek kariofilenu 25,585 1597 1587 1139 - 30 - 6 0,138 0,17 0,308 0,216 0,206 0,287 0,441 0,501 0,348 

 
              

      
Styczeń Kwiecień Czerwiec 
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Nr 
Nazwa tR (min) 

RI 

exp. RI lit. CAS 

Santhica 

A 

Santhica 

B 

Santhica 

C 

Santhica 

A 

Santhica 

B 

Santhica 

C 

Santhica 

A 

Santhica 

B 

Santhica 

C 

1 Heksanal 3,425 n.d. 801 66 - 25 - 1 0,73 1,278 2,354 2,192 2,111 2,306 0,636 0,166 0,401 

2 -Pinen 7,035 933 933 80 - 56 - 8 0,219 0,286 0,433 0,823 0,913 0,821 0,47 0,127 0,2985 

3 -Pinen 8,315 977 978 127 - 91 - 3 2,075 2,646 3,043 2,515 2,515 2,657 5,778 9,335 7,5565 

4 Myrcen 8,715 990 991 123 - 35 - 3 3,578 0,682 3,827 22,748 19,945 16,662 9,201 4,38 6,7905 

5 3-Karen 9,35 1011 1009 13466 - 78 - 9 0,123 0,158 0,129 0,335 0,396 0,33 1,062 0,161 0,6115 

6 Limonen 9,955 1029 1030 138 - 86 - 3 0,641 1,537 1,822 8,778 8,719 7,237 0,683 2,766 1,7245 

7 Eukaliptol 10,05 1031 1032 3779 - 61 - 1 0,135 0,574 0,658 0,987 1,763 2,245 1,721 1,017 1,369 

8 Ocymen 10,235 1037 1046 3779 - 61 - 1 0,333 0,182 0,154 0,107 0,199 0,166 0,444 0,058 0,251 

9 (E)--Ocymen 10,585 1047 1046 3779 - 61 - 1 0,187 0,31 0,23 1,221 0,941 0,498 0,242 0,681 0,4615 

10 Terpinolen 11,985 1089 1086 586 - 62 - 9 45,361 45,225 45,841 0,624 0,693 0,669 1,025 2,337 1,681 

11 Kariofilen 22,67 1427 1424 13877 - 93 - 5 2,732 3,09 2,517 33,837 35,079 38,691 40,885 41,98 41,4325 

12 α-Bergamoten 22,95 1442 1435 13474 - 59 - 4 10,503 10,125 9,841 2,68 3,104 4,44 2,912 3,647 3,2795 

13 Humulen 23,37 1463 1454 6753 - 98 - 6 1,109 0,538 0,513 6,304 6,229 6,394 9,806 10,016 9,911 

14 Aromandendren 23,515 1470 1461 68832 - 35 - 9 1,156 1,287 1,057 1,082 1,228 1,439 1,35 1,581 1,4655 

15 γ-Muurolen 23,995 1495 1477 30021-74-0 0,095 1,049 0,993 0,594 0,567 0,559 1,11 1,028 1,069 

16 -Selinen 24,15 1503 1501 473 - 13 - 2 1,049 1,925 0,843 0,787 0,779 0,635 4,679 2,822 3,7505 

17 -Kuprenen 24,595 1532 1530 58893 - 88 - 2 2,013 1,993 1,715 0,966 0,984 0,883 2,195 2,087 2,141 

18 Selina-4(15),7(11)-dien 24,835 1548 1540 58893 - 88 - 2 11,947 11,694 10,408 6,075 6,292 5,863 6,24 6,457 6,3485 

19 Selina-3,7(11)-dien 24,94 1555 1546 222187 - 60 - 2 12,315 12,189 10,725 5,725 5,868 5,898 2,84 3,355 3,0975 

20 Tlenek kariofilenu 25,585 1597 1587 1139 - 30 - 6 3,699 3,235 2,899 1,619 1,675 1,608 6,721 5,998 6,3595 

 
              

      
Styczeń Kwiecień Czerwiec 
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Nr 
Nazwa tR (min) 

RI 

exp. RI lit. CAS 

Matternh

orn A 

Matternh

orn B 

Matternh

orn C 

Matternh

orn A 

Matternh

orn B 

Matternh

orn C 

Matternho

rn A 

Matternh

orn B 

Matternh

orn C 

1 Heksanal 3,425 n.d. 801 66 - 25 - 1 5,07 2,654 3,862 4,535 4,769 0,261 0,261 1,637 0,93 

2 -Pinen 7,035 933 933 80 - 56 - 8 0,725 1,366 1,0455 0,865 1,826 2,845 2,845 3,359 0,589 

3 -Pinen 8,315 977 978 127 - 91 - 3 1,484 1,647 1,5655 1,625 3,86 5,354 5,354 4,354 4,706 

4 Myrcen 8,715 990 991 123 - 35 - 3 7,446 7,963 7,7045 6,703 20,459 22,77 22,77 2,228 6,391 

5 3-Karen 9,35 1011 1009 13466 - 78 - 9 0,249 0,14 0,1945 0,091 0,229 0,526 0,526 0,718 1,081 

6 Limonen 9,955 1029 1030 138 - 86 - 3 9,087 10,706 9,8965 8,766 18,606 27,001 27,001 5,505 9,099 

7 Eukaliptol 10,05 1031 1032 3779 - 61 - 1 0,838 0,928 0,883 1,018 0,474 0,812 0,812 1,396 5,277 

8 Ocymen 10,235 1037 1046 3779 - 61 - 1 0,062 0,101 0,0815 0,121 0,334 0,402 0,402 0,579 2,246 

9 (E)--Ocymen 10,585 1047 1046 3779 - 61 - 1 0,237 0,114 0,1755 0,624 0,307 0,319 0,319 2,335 1,509 

10 Terpinolen 11,985 1089 1086 586 - 62 - 9 0,805 0,985 0,895 0,821 1,211 1,798 1,798 1,085 1,302 

11 Kariofilen 22,67 1427 1424 13877 - 93 - 5 51,453 51,083 51,268 53,112 27,523 20,726 20,726 42,043 30,503 

12 α-Bergamoten 22,95 1442 1435 13474 - 59 - 4 1,002 1,188 1,095 1,085 1,235 0,876 0,876 0,955 1,608 

13 Humulen 23,37 1463 1454 6753 - 98 - 6 12,84 11,127 11,9835 11,656 5,406 4,178 4,178 10,518 7,111 

14 Aromandendren 23,515 1470 1461 68832 - 35 - 9 0,693 0,689 0,691 0,774 0,652 0,642 0,642 1,212 1,295 

15 γ-Muurolen 23,995 1495 1477 30021-74-0 1,44 1,501 1,4705 1,464 1,233 1,843 1,843 3,199 4,748 

16 -Selinen 24,15 1503 1501 473 - 13 - 2 0,413 0,432 0,4225 0,481 0,551 0,427 0,427 5,065 5,909 

17 -Kuprenen 24,595 1532 1530 58893 - 88 - 2 0,727 0,837 0,782 0,756 0,613 1,038 1,038 1,063 1,832 

18 Selina-4(15),7(11)-dien 24,835 1548 1540 58893 - 88 - 2 0,83 1,16 0,995 0,911 3,316 2,117 2,117 1,244 3,44 

19 Selina-3,7(11)-dien 24,94 1555 1546 222187 - 60 - 2 0,515 0,839 0,677 0,596 3,393 1,823 1,823 0,844 2,353 

20 Tlenek kariofilenu 25,585 1597 1587 1139 - 30 - 6 4,083 4,54 4,3115 3,996 4,003 4,244 4,244 10,659 8,072 

Tabela 13. Profile terpenowe dla odmian Finola, Mathethorn, Futura, Fibor i Santhica. 1 Literaturowy indeks retencji; 2 – eksperymentalny indeks retencji 
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Wyniki analizy zawartości terpenów poddano również analizie statystycznej PCA. Wyniki 

analizy statystycznej przedstawiono na wykresach poniżej (Rysunek10) 

 

 

Rysunek 10. Analizy PCA dla zmiennych VOCs. Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla 
zmiennych VOCs w obrębie miesięcy 

 

 

 

 

Rysunek 11. Analizy PCA dla zmiennych VOCs. Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla 
zmiennych VOCs (zbiorczo) 

 



123 
 

 

Rysunek 12 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki ze 

stycznia 2022) 

 

 

Rysunek 13 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki ze 

stycznia 2022) 

 

 

Rysunek 14 Wykres metodą cząstkowych najmniejszych kwadratów - analiza dyskryminacyjna (PLSDA) VOCs dla kultywarów 

konopii (próbki ze stycznia). 
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Rysunek 15 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki z 

kwietnia 2022) 

 

 

Rysunek 16 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki z 

kwietnia 2022)  

 

Rysunek 17 Wykres metodą cząstkowych najmniejszych kwadratów - analiza dyskryminacyjna (PLSDA) VOCs dla kultywarów 

konopi (próbki ze kwiecień) 
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Rysunek 18 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki z 

kwietnia 2022) 

 

Rysunek 19 Wykresy obciążenia analizy dla głównych składowych (Loading plot) PCA-X dla zmiennych VOCs (próbki z 

czerwca 2022). 

 

 

Rysunek 20 Wykres metodą cząstkowych najmniejszych kwadratów - analiza dyskryminacyjna (PLSDA) VOCs dla kultywarów 

konopi (próbki z czerwca) 
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Próbki były przechowywane w warunkach chłodniczych. W wyniku analizy uzyskanych 

wyników można zauważyć znaczną zmienność w czasie zawartości poszczególnych terpenów 

w obrębie każdej z odmian. Ponadto profil terpenowy poszczególnych odmian również 

wykazuje znaczące zróżnicowanie. Wynika z tego, że warunki i czas przechowywania mają 

ogromne znaczenie. Jest to bardzo istotna, z punktu widzenia badań jakościowych 

porównawczych  obserwacja.  Z wykonanych pomiarów wynika, że związki lotne konopi 

zmieniając z czasem jej przechowywania i nabierają cech indywidualnych.  Stwarza to 

możliwość ich porównywania a w konsekwencji analizę tożsamościową. 

 

V.2.4 Wyniki analiz genetycznych 

Genomowe DNA wyekstrahowano z każdej próbki przy użyciu zestawu Fast DNA Plant 

Screen PCR A&A BIOTECHNOLOGY zgodnie z instrukcjami producenta. Fragment tkanki 

roślinnej o średnicy ok. 0,5cm wycięto i przeniesiono do probówki typu Eppendorf. Następnie 

dodano 100ul buforu A i inkubowano przez 10min w temp. 95stC. Po schłodzeniu próbki do 

temp. pokojowej dodano 100ul buforu B i dokładnie wymieszano przez pipetowanie. Tak 

przygotowane próbki poddano dalszej analizie. Próbki przechowywano w lodówce w temp. od 

+4 do +8stC do 3 miesięcy. Każdorazowo, na potrzeby każdej kolejnej analizy, po 

przekroczeniu trzymiesięcznego okresu przechowywania w podanych warunkach, próbki 

izolowano ze świeżego materiału. Pracę rozpoczęto od przygotowania wyjściowych 100 M 

stocków primerów poprzez dodanie odpowiedniej (podanej przez producenta) objętości wolnej 

od nukleaz wody – startery były zamrożone i chronione przed światłem (znakowane). 

W celu optymalizacji warunków reakcji wykonano kilka powtórzeń w kilku kombinacjach: 

Proporcje i stężenia primerów do reakcji PCR przygotowano korzystając z protokołu 

producenta Invitrogen Platinum Hot Start PCR 2X Master Mix. Pierwsza próba została 

przeprowadzona dla 2 próbek roślinnych opisanych jako „Dioica” i „Kompolti”. W próbie tej 

przygotowano reakcje przy użyciu wszystkich 20 par badanych primerów – celem próby było  

wstępne ocenienie warunków reakcji i ich optymalizacja. Każda z badanych próbek była 

nastawiona w 4 wariantach – 4 multiplexy (mixy) primerów (Tabela 14). 

Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 Multiplex 4 

SSR_6-3 SSR_2-1 SSR_1-4 SSR_9-4 

SSR_2-2 SSR_4-1 SSR_3-1 SSR_1-1 

SSR_X-1 SSR_8-2 SSR_8-4 SSR_5-5 

SSR_4-2 SSR_5-2  SSR_6-4 

SSR_7-3 SSR_6-1   

SSR_2-3 SSR_X-3   

SSR_3-3    
Tabela 14. Zestawy primerów użyte w reakcji amplifikacji. 
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Odczyt sekwenatora nie uwidocznił obecności żadnego produktu. Postanowiono przeprowadzić 

kolejną próbę przy użyciu innych stężeń primerów. Próba została przeprowadzona dla 2 próbek 

roślinnych opisanych jako „1” (próbka A) oraz „1A” (próbka B). W próbie tej przygotowano 

reakcje przy użyciu wszystkich 20 par badanych primerów – celem próby było ponowna ocena 

warunków reakcji i ich optymalizacja. Każda z badanych próbek była nastawiona w czterech 

wariantach – 4 multiplexy (mixy) primerów (Tabela 14). 

Produkty reakcji PCR nastawiono na sekwenatorze, a następnie wysłano do sekwencjonowania 

przez firmę GENOMED. Próbnie przygotowano 2 próbki roślinne: próbka A – gatunek opisany 

jako „1”, próbka B – gatunek opisany jako „1A”. Wyniki sekwencjonowania przeanalizowano 

pod kątem wystąpienia pożądanych trafień SSR. Podczas analizy wytypowano następujące 

locus: SSR_7-3, SSR_3-3, SSR_X-3, SSR_8-4, SSR_9-4, SSR_1-1, SSR_5-5, SSR_6-4. 

Wybrane Locus postanowiono poddać dalszej analizie na większej ilości prób. Próba została 

przeprowadzona dla wszystkich 10 badanych próbek roślinnych W próbie tej przygotowano 

reakcje przy użyciu 8 par wyselekcjonowanych wcześniej primerów. Primery zebrano w 4 

muliplexy (Tabela 15) 

Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 Multiplex 4 

SSR_7-3 

SSR_3-3 

SSR_X-3 

 

SSR_8-4 SSR_9-4 

SSR_1-1 

SSR_5-5 

SSR_6-4 
Tabela 15 Zestawy primerów użyte w reakcji amplifikacji. 

Sekwencjonowanie produków reakcji PCR wykonano w firmę GENOMED. Wbrew danym, 

otrzymanym w publikacji Borin i wsp. 2021 otrzymano niestety produkty niespecyficzne. 

Postanowiono przeprowadzić ponowną analizę przy zmianie stężeń primerów użytych do 

reakcji. Podjęto kolejną próbę przy większym stężeniu primerów ograniczając ilość prób 

materiału roślinnego (Tibor, Slallasi, Carmagnola i Henola) oraz ilość primerów – do pięciu 

(Tabela 16). Celem próby było przebadanie wyselekcjonowanych par primerów przy 

wykorzystaniu dysproporcji w ilości użytych primerów forward i reverse. Każda z 3 badanych 

próbek roślinnych była nastawiona w 4 wariantach – 4 multiplexy (mixy) primerów (Tabela 

16). 

Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 Multiplex 4 

SSR_7-3 

SSR_3-3 

SSR_X-3 

 

SSR_8-4 SSR_6-4 

Tabela 16 Zestawy primerów użyte w reakcji amplifikacji. 

Produkty reakcji PCR ponownie wysłano do sekwencjonowania przez firmę GENOMED. 

Ponownie otrzymano produkty niespecyficzne.  
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W tabeli poniżej (Tabela 17) przedstawiono przykładowy wydruk sekwencji produktów 

reakcji PCR otrzymanych w wyniku prowadzonych analiz genetycznych.  

Pełne tabele przedstawiające wydruk sekwencji produktów (zawierające zarówno 

surowe dane pomiarowe, jak również ich kompilację) otrzymanych w trakcie 

przeprowadzonych eksperymentów, ze względu na obszerność danych, załączono w 

materiałach dodatkowych (link na ostatniej stronie dysertacji).  
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NAZWA 

LOCUS 

 

STARTER 

SEKWENCJA 

 

• Próbka A – gatunek „1” 

• Próbka B – gatunek „1A” 

MOTYW 

 

A 1F-SSR_6-3 

GCGCGTGAGAGATAGACGTNGGAGTCTANCTANNGGNNTCACCGTGNGAGTCAGGGGGGGNTACCNGACGTACTACGGTANGAGCT

AGATTTGCTAGTAGCTAG 

 

AAT 

(10) 

- 

B 1F-SSR_6-3 

CGCCCATTAGTGTAGGCCGCGGGTAGGGGGGAGNNATAAAATAAAGNGGGNNNTATCCCGCTCCNNCCGGTTANCGCGGGGGGGCG

CNACTCGGGNNGGGTCCNCCCNNTGGGAAGTGCCCTATTTGGAGGCCCCCCCCCATTTCTCNNNNGGGTGGGNCCCCCCCCCTNCCC

CCCCCTCCCCCCCCNCTTCNCNCCCCCCCCCCAATAANCGCAGACAGAAGCAGAGGAGAGANATTGTGCGNANGAGNGNCNCGCCC

T 

AAT 

(10) 

- 

A 1R-SSR_6-3 

GAGATCGCAGAGCGCGACAGGNNNCTANACAGATNACGNNNCNGNGGATATGGCTTATATGGAGCTAGCCCCCCGNCCGTNCCCTA

CCWNGACCNNTNACCCCCNWTCWNTANTAGGAAGGAAAGG 

AGGCAGAAGAAGCAAGAGGAGGAGGANGAGAGAGTAGAAATATAATTCGTTACCGCTCCCAGGGAGAAATCAAGCGACTGCGGAW

GTGGAGGAGCTACTAGGGGGGGGGCCGTAANGGAGTAAGTTTNTNTTGGAGGGTGGGGAGTAGTTCCCCAAGCCTTTCTCGGGTTTA

GAAGNGNGGCNNGATGTGAGAAAGAAGATAATAAGATCACTCTCNACNCTTTTTCAAGAATTGTGNTCCACCCTTTCCCTNTTTTAG

CCTAAATTTTANTCCCGCACTTATCAGCGNCCCCCAAAGCACAANCNTGGNGCANATAGTGNCTTTACTTGTCCGCGTCCTANCANAT

TCTACTGAGAATGCACCCTAGTGGATCTGCAGATCCCTCTATCCATCACCTTTCTTGGGACTATTATTGNAGAAACCAGANGACCCCC

TCCCCTTAANAGGTNGGGGCNACTTCACTGTTCTTCTCGCGACGCCATANCCCTGTTAAATGCTTCCNAAATAAAGTNAAATGGGANC

ANAGTATTCNNANTTCCCTGCCNCCCCTATTCCCTTNTTTGNTCCTTTTGCCTTCCAGTTGTTGCTCGGGAAGANACCAGGGNAATGN

ANATACGGAGGATNGGNTGGGGGCACGATTCGGTGANTCGCACTGNTCACATCNACNTCTA 

ATT 

(10) 

 

 

 

 

 

 

- 

B 1R-SSR_6-3 

ATCTATCAATCACCCANGCGAGGGAGAAGTCGTCCCTAATGAGGAAGCTGCTCTCAACCCCNCACCCCCCCCCCCNNTCGNTAGACC

ANNCTCTCTCNTTNGCNNCNCNTTNTNNANNGTGGGAGGGCTATGGNA 

ATT 

(10) 

- 

Tabela 17. Przykłady sekwencji produktów uzyskanych w wyniku analizy metodami genetycznymi. 
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Analizując uzyskane sekwencje w programie do obróbki danych genetycznych 

okazywało się że miejsce przyłączania starterów jest inne niż zakładano a produkty nie 

opiewają sekwencji konserwatywnych wymienionych w bazowej publikacji. Wskazuje to na 

albo nieprawidłowe dobranie starterów albo mało uniwersalny ich charakter. Ewentualnie 

wskazywać to może na bardzo dużą różnorodność genetyczną konopi i na niemożność 

stosowania wybranych par starterów dla wszystkich odmian lub odmian różniących się 

pochodzeniem geograficznym. Wydaje się, że opracowanie uniwersalnego zestawu starterów 

spełniającego oczekiwania wymaga znacznie szerzej zakrojonych badań – znacznie 

przekraczających możliwości jakie stwarza projekt Doktorat Wdrożeniowy. 
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VI Dyskusja 

 

Prace przeprowadzone w ramach prezentowanego doktoratu wdrożeniowego 

prowadzone były w wielu, mocno zróżnicowanych obszarach. Wspólnym mianownikiem było 

opracowanie metody na porównywania próbek materiałów roślinnych ze sobą oraz wskazanie 

ich pochodzenia. Skupiono się na konopiach, roślinie generującej większość problemów 

badawczych w codziennej praktyce firmy Lab4Tox sp. z o.o. Konopie potraktowano również 

jako model dla badań nad innymi surowcami roślinnymi. Prace skupiły się wokół problemu 

porównania profilu metabolitów wtórnych pochodzących z różnych grup, tj.  związki lotne (w 

tym terpeny), fitosterole czy kannabinoidy. Jednocześnie badania obejmowały szereg prac 

optymalizacyjnych na chromatografie gazowym sprzężonym ze spektrometrem mas – 

Shimadzu 2020 QP Ultra Plus, który od 2019 roku znajduje się w zasobach sprzętowych firmy 

Lab4Tox.  

Metabolity wtórne konopi były przedmiotem eksperymentów prowadzonych przez wielu 

badaczy, przy zastosowaniu różnych metodyk, na bardzo zróżnicowanych próbach 

roślin57,58,59,60,61. W ramach prezentowanego doktoratu wdrożeniowego szczególnie skupiono 

się na lotnych metabolitach pochodzących z konopi. Przeprowadzono eksperymenty z 

suszeniem liści i kwiatostanów konopi oceniając m.in. wpływ tego procesu na profil 

metabolitów wtórnych jak również przeprowadzono prace badające wpływ przechowywania. 

Prace te były w znacznie mierze nowatorskie, pokrywały istniejącą lukę w badaniach nad tym 

problemem. Wnioski, jeśli chodzi o profil lotnych frakcji metabolitów wtórnych konopi 

pokryły się z rezultatami prac innych badaczy62,63. Przede wszystkim stwierdzono, że profil 

frakcji lotnych zależy od odmiany, ale też i od warunków suszenia i przechowywania64. Nadaje 

to materiałom roślinnym cechy indywidualne, które są podstawą do ich porównywania (badań 

tożsamościowych). 

Podobnie wykazano w rezultacie przeprowadzonych eksperymentów, że profil 

kannabinoidowy nie jest cechą, którą można jednoznacznie scharakteryzować daną odmianę 

konopi. Podobnie jak profil terpenowy jest on zależny od czynników zewnętrznych 

towarzyszących procesom suszenia i przechowywania65,66. W literaturze wykazano, że 

czynnikami mającymi wpływ na tej proce to przede wszystkim czas, dostęp światła i 

temperatura676869. Podobnie jak w przypadku frakcji lotnych, kombinacja tych czynników 

odciska indywidualne piętno na materiale roślinnym nadając mu pewne cechy indywidualne. 

Badania nad profilem frakcji sterolowej nie wykazały, by był on cechą indywidualną, którą 

można skorelować z odmianą lub miejscem uprawy. Nie wykazano również by warunki 
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wpływające zmiany w profilu terpenowym i kannabinoidowym wywoływały istotne zmiany 

profilu fitosterolowego70. W związku z powyższym uznano, że ten obszar metabolitów 

wtórnych nie będzie stanowił podstawy do badań porównawczych.  

Stosując opisane w publikacji warianty suszenia ziela konopi po raz pierwszy 

udowodniono, że nie są obserwowane reakcje dekarboksylacji lub innych przemian wybranych 

kannabinoidów. W przeciwieństwie do publikacji innych autorów, np. Maija i wsp.71 oraz 

Challa72 nie obserwowano zmian statystycznie istotnych dla profilu kannabinoidowego, 

oznaczonego techniką GC-MS z derywatyzacją. Wspomniani autorzy obserwowali proces 

naturalnej dekarboksylacji (tj. przemiany THCA do THC i CBDA do CBD) w trakcie 

przechowywania ziela konopi przez okres 8 tygodni w temperaturze 40 oC. Jednocześnie w 

pracy Maia i wsp. obserwowany był ubytek ilościowy całkowitej zawartości (tj. sumy form 

kwaśnych i obojętnych) dla THC, CBD i CBC. Z kolei w swojej pracy Challa zaobserwował 

wzrost zawartości CBDA z 2,09% w materiale suszonym w 25 oC do 2,52% dla konopi suszonej 

w 70 oC. Co zaskakujące, zaobserwował on największy spadek sumy CBD i CBDA w stosunku 

do materiału świeżego z 1,99% do 1,28% dla procesu suszenia metodą liofilizacji.  

Technika NMR wykorzystana w ramach prowadzonych badań dała bardzo dobre 

rezultaty. Na podstawie widm protonowych przeprowadzono oznaczenia ilościowe 

podstawowych kannabinoidów (THC, CBD) i ich kwasowych form. Eksperymenty te 

potwierdziły rezultaty prac A. Hazekamp i wsp.44. Potwierdzono w pełni obserwacje w/w 

autorów co do użyteczności i prostoty wykonania analiz. Ponadto, analizując widma uzyskane 

w wyniku analiz ekstraktów uzyskanych z konopi, podobnie jak Xinyi Wang i wsp.73 

stwierdzono, że ich zmienność w zakresie przesunięć chemicznych właściwych dla protonów 

alifatycznych jest bardzo wysoka a uzyskane widma różnią się pomiędzy sobą istotnie, co może 

zostać wykorzystane w analizie typu fingerprint. Wymaga to zebrania odpowiednio szerokiej 

bazy danych do porównań. Minusem tej metody jest ograniczenie jej stosowalności do 

ekstraktów z konopi – ze względu na fizyczne ograniczenia techniki NMR. 

W ramach przeprowadzonych prac wykonano również serię eksperymentów z 

genotypowaniem roślin konopi. Wybrana technika analizy sekwencji mikrosatelitarnych (STR) 

była już eksplorowana z pozytywnym skutkiem jako metoda różnicująca poszczególne 

odmiany konopi74,75,76. Wybrano zestaw dwudziestu markerów testowany na ponad stu 

próbkach pochodzących z jedenastu źródeł (geograficznie)77. Niestety, w powtórzonych przez 

nas eksperymentach nie uzyskano zbieżnych wyników. Przy zastosowaniu wybranych 

primerów STR otrzymano niespecyficzne, nienadające się do identyfikacji produkty. Trudno 
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jednoznacznie wskazać przyczynę tego niepowodzenia. Bardzo prawdopodobne jest, że 

przyczyna tkwi większej niż sądzono zmienności genomu roślin z konopi. 
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VII Wnioski 

1. Metoda GC-MS w technice nastrzyku ciekłego pozyskanych olejków eterycznych i 

mikroekstrakcji do fazy stałej (SPME) jest efektywnym narzędziem analizy związków 

lotnych obecnych w kwiatostanach i liściach konopi siewnych Cannabis Sativa.  W 

trakcie przeprowadzonych badań udowodniono znaczne zróżnicowanie otrzymanego 

profilu jakościowego i ilościowego otrzymanego tymi technikami. Może ono być 

spowodowane częściową retencją związków lotnych z tkance i zbiorniczkach 

olejkowych w trakcie ich stopniowego uwalniania w technice SPME; 

2. Suszenie materiału roślinnego w przypadku konopi siewnych ma kluczowy wpływ na 

profil jakościowy i ilościowy związków lotnych. W przebadanych wariantach 

obserwowane były zmiany zarówno jakościowe jak i ilościowe; 

3. Po raz pierwszy udowodniono brak wpływu rodzaju suszenia na zmiany ilościowe i 

jakościowe metabolitów „cięższych”, takich jak fitokannabinoidy i sterole. Nie 

obserwowano również przemian związanych z dekarboksylacją form kwaśnych 

kannabinoidów; 

4. Udowodniony został brak wpływu procesu ekstrakcji i bielenia na profil fitosteroidów 

obecnych w frakcji lipidowej wybranych odmian konopi siewnych; 

5. Badanie związków lotnych techniką SPME-arrow wykazało, że profil kwiatostanów dla 

odmian Santhica, Maternhorn, Futura, Finola i Fibor różnicuje się w czasie 

przechowywania materiału. I chociaż istnieją tendencje do grupowania cech, analiza 

metodą PCA-X oraz PLSDA udowodniła, że nie są one statystycznie istotne. Narzędzie 

może mieć jedynie charakter uzupełniający dla porównywania pomiędzy sobą próbek 

konopi; 

6. Na podstawie danych z lat 2018-2021 brak jest wyraźnych statystycznych zależności 

pomiędzy odmianami konopi a profilem kannabinoidowym (wg GC-MS) 

identyfikowanym w ekstraktach (przemysłowych pastach konopnych) i materiałach 

roślinnych.    

7. Technika 1H i 13C nadaje się do screeningowych badań porównawczych (tzw. 

tożsamościowych pochodzenia np. pasty), jednak nie znajduje zastosowania do badań 

identyfikacyjnych, tj. wskazujących na pochodzenie (geograficzne bądź rodzajowe) 

próby.  

8. Zastosowane w trakcie realizacji badań primery w analizie genetycznej (referencyjne, 

wytypowane na podstawie wcześniejszych doniesień literaturowych) nie pozwoliły na 
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skuteczną amplifikację.  Może to świadczyć o genetycznym zróżnicowaniu odmian 

konopi w stosunku referencyjnych.  

9. Doświadczenia zdobyte w trakcie pracy badawczej umożliwiły stworzenie 3 procedur 

analitycznych identyfikacji konopi w tym porównawczych. Były one użyte w wielu 

opracowaniach stworzonych dla zarówno Prokuratury, Policji, jak i osób prywatnych w 

firmie Lab4Tox.  
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Figiel, A., Masztalerz K., Klemens M.,  Szumny, A. (2023). Effect of Drying Methods 

on Chemical and Sensory Properties of Cannabis sativa Leaves. Molecules, 28(24), 

8089.  

 

140 pkt MEiN;  4,60 IF2022  

POZOSTAŁE 

4. Golimowski, W., Teleszko, M., Marcinkowski, D., Kmiecik, D., Grygier, A. and 

Kwaśnica, A., 2022. Quality of oil pressed from hemp seed varieties:‘Earlina 

8FC’,‘Secuieni Jubileu’and ‘Finola’. Molecules, 27(10), p.3171. 

140 pkt MEiN;  4,60 IF2022 

 

5. Żubrycka, Anna, Andrzej Kwaśnica, Monika Haczkiewicz, Karolina Sipa, Konrad 

Rudnicki, Sławomira Skrzypek, and Lukasz Poltorak. "Illicit drugs street samples and 

their cutting agents. The result of the GC-MS based profiling define the guidelines for 

sensors development." Talanta 237 (2022): 122904. 

140 pkt MEiN;  6,10 IF2022 
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6. Ratomski, P.; Hawrot-Paw, M.; Koniuszy, A.; Golimowski, W.; Kwaśnica, A.; 

Marcinkowski, D. Indicators of Engine Performance Powered by a Biofuel Blend 

Produced from Microalgal Biomass: A Step towards the Decarbonization of Transport. 

Energies 2023, 16, 5376.  

140 pkt MEiN;  3,20 IF2022 

 

Sumarycznie zestawienie dorobku: 

28,30 pkt IF i 840 pkt MEiN 

 

 

WDROŻENIA – OPINIE BIEGŁEGO 

 

 
Nr zlecenia Rok Zleceniodawca Rodzaj  

70/22 2022 PR WROC PSIE POLE  Analiza ziela konopi 

103/22 2022 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

104/22 2022 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

105/22 2022 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

768/22 2022 PR WROC KRZYKI ZACHÓD  Analiza ziela konopi 

115/23 2022 KP ŚRODA ŚLĄSKA  Analiza ziela konopi 

116/23 2022 KP WROC-OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

135/23 2022 KP KAMIENIEC ZĄBKOWICKI  Analiza ziela konopi 

136/23 2022 KP KAMIENIEC ZĄBKOWICKI  Analiza ziela konopi 

149/23 2022 KPP ŚRODA ŚLĄSKA  Analiza ziela konopi 

366/22 2022 KPP ŚWIDNICA  Analiza ziela konopi 

370/22 2022 PR KLUCZBORK  Analiza ziela konopi 

371/22 AN 2022 PR KLUCZBORK  Analiza ziela konopi 

372/22 AN 2022 PR KLUCZBORK  Analiza ziela konopi 

381/23  2023 PR WROC FABRYCZNA  Analiza ziela konopi 

388/23 2023 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

390/23 2023 KPP ŚRODA ŚLĄSKA  Analiza ziela konopi 

391/23 2023 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

392/23 2023 KPP ŚRODA ŚLĄSKA  Analiza ziela konopi 

546/23 2023 PR OPOLE  Analiza ziela konopi 

566/23 2023 KP WROC OŁBIN  Analiza ziela konopi 

577/23 2023 KP WROC OSIEDLE  Analiza ziela konopi 

1007/23 2023 PR WROC ŚRÓDMIEŚCIE  Analiza ziela konopi 

1011/23 2023 KP WROC OŁBIN  Analiza ziela konopi 

KP - Komisariat Policji 

KPP - Komenda Powiatowa Policji 

PR - Prokuratora Rejonowa 

WROC - Wrocław 

 

Każde z w/w zleceń zrealizowano i zakończono wydaniem opinii kryminalistycznej. W 

badaniach wykonanych w ramach w/w opinii wykorzystano wyniki badań przeprowadzonych 
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w ramach realizowanego projektu Doktorat Wdrożeniowy. Przykładem pełnego wykorzystania 

opracowanych metod jest opinia do sprawy L4T-768/22 zleconej przez Prokuraturę Rejonową 

dla Wrocławia Krzyki Zachów. W ramach tej opinii porównywano ze sobą trzy próbki konopi 

innych niż włókniste. W wyniku przeprowadzonych badań, na podstawie analizy profilu frakcji 

lotnych oraz frakcji kannabinoidowej stwierdzono istnienie zasadnych różnic pomiędzy 

wszystkimi trzema próbkami, co doprowadziło do konkluzji, że nie pochodzą one z tego 

samego źródła. 
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1. Cel  

Celem jest pobranie odpowiedniej wielkości i liczby próbek do analizy. 

2. Zasada 

Procedura określa wielkość próby niezbędną do przeprowadzenia analiz a także sposób jej 

pobrania. 

Uwzględniono również sposób postępowania w przypadku nadesłania do badań większej niż 

10 liczby pojedynczych prób. W tym wypadku metoda próbkowania oparta jest na modelu 

hipergeometrycznego rozkładu prawdopodobieństwa z poziomem ufności 95%. 

3. Pobieranie próby materiału roślinnego. 

3.1 W przypadku, kiedy ilość przekazanego do badań materiału nie przekracza 10g – do badań 

pobiera się 30% jego masy. 

3.2. W przypadku, kiedy ilość przekazanego do badań materiału przekracza 10g, całość 

materiału uśrednia delikatnie mieszając i formując z niego kopczyk. Uformowany kopczyk 

dzieli się na cztery części. Trzy części odrzuca się a z jedną pozostałą odtwarza się opisany 

wyżej sposób postępowania aż do chwili, kiedy masa postawionej ¼ części będzie mieścić się 

w granicach od 3 do 10 gram. 

3.3. W przypadku roślin całych, na wstępie oddziela się kwiatostany i liście od łodyg, a 

następnie stosuje się schematy postępowania opisane w pkt. 3. 

3. Próbkowanie z dużej liczby takich samych próbek. 

Do badań wybiera się losowo, z przekazanej do badań partii próbek liczbę próbek zgodnie ze 

schematem przedstawionym w tabela nr 1. 

Tabela 1. Plan próbkowania metodą hipergeometrycznego rozkładu prawdopodobieństwa.  

Całkowita liczba 

opakowań 

Liczba opakowań pobieranych  

do analizy 

10÷12 9 

13 10 

14 11 

15÷16 12 

17 13 

18 14 

19÷24 15 

25÷26 16 

27 17 

28÷35 18 

36÷37 19 

38÷46 20 

47÷48 21 

49÷58 22 

59÷77 23 

78÷88 24 

89÷118 25 

119÷178 26 

179÷298 27 

299÷1600 28 

>1600 29 
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Jeżeli w wyniku przeprowadzonych następnie analiz nie uzyskano zbieżnych wyników, 

poprzestaje się na liczbie badań podanej powyżej. W przypadku, gdy jeden lub dwa wyniki są 

odbiegające, należy z pozostałej części materiału dowodowego „dobrać” dodatkowe próbki do 

badań – zgodnie ze schematem przedstawionym w tabeli nr 2. 

 

Tabela 2. Plan próbkowania gdy nie wszystkie uzyskane wcześniej wyniki były zbieżne 

Całkowita liczba  

Opakowań 

Jeden wynik negatywny 

pozytywne wyniki/ dodatkowe 

próbki 

Dwa wyniki negatywne 

pozytywne wyniki / dodatkowe 

próbki 

13÷37 uwaga pod tabelą* uwaga pod tabelą* 

38÷59 uwaga pod tabelą* uwaga pod tabelą* 

60÷68 30/ 32 uwaga pod tabelą* 

69÷73 31/ 33 uwaga pod tabelą* 

74÷84 34/ 36 uwaga pod tabelą* 

85÷106 38/ 40 uwaga pod tabelą* 

107÷126 41/ 43 uwaga pod tabelą* 

127÷156 44/ 46 uwaga pod tabelą* 

157÷198 47/ 49 uwaga pod tabelą* 

199÷222 48/ 50 123/ 133 

223÷246 49/ 51 131/ 142 

247÷259 50/ 52 137/ 148 

260÷287 51/ 53 147/ 159 

288÷324 52/ 54 150/ 162 

325÷372 53/ 55 162/ 175 

373÷392 53/ 55 172/ 186 

393÷465 65/ 68 175/ 189 

466÷590 67/ 70 185/ 200 

591÷770 68/ 71 195/ 210 

771÷940 69/ 72 208/ 224 

941÷1150 69/ 72 221/ 238 

1151÷1500 70/ 73 234/ 252 

1501÷10000 72/ 75 245/ 264 

10001÷30000 72/ 75 255/ 274 

>30000 73/ 76 256/ 275 

 

* - z dodatkowymi próbkami, całkowita liczba pozytywnych rezultatów otrzymanych 

w pierwszym i drugim próbkowaniu musi stanowić 90% całkowitej liczby opakowań 

pobranych do szczegółowych badań. 

 

W sprawach, w których otrzymano więcej niż dwa wyniki negatywne, zaleca się ponowną 

wizualną ocenę materiału i dokonanie (jeżeli to możliwe) ponownego podziału na nowe 

podgrupy. Jeżeli mimo wszystko w dalszym ciągu otrzymujemy więcej niż dwa wyniki 

negatywne, badający winien skonsultować się w sprawie zasadności i konieczności dalszych 

badań z prowadzącym sprawę. 

 

4. Dokumentacja 



143 
 

Zapis w karcie badań konopi – załącznik nr 1 do procedury badawczej nr PB-03/23  

„Profilowanie materiału roślinnego pochodzącego z konopi” lub załącznik nr 1 do procedury 

badawczej nr PB-01/23  „Oznaczanie kannabinoidów” 
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1. Cel 

 

Instrukcja określa zasady postępowania podczas wykonywania badań ilościowych 

zawartości kannabinoidów  

 

2. Przedmiot i zakres badań 

 

2.1. Badania wykonywane są w celu ilościowego oznaczenia zawartości kannabinolu 

(CBN), kannabidiolu (CBD), kannabigerolu (CBG), kannabinochromenu (CBC) i -

9-tetrahydrokkabinolu (9THC)  

2.2. Badanie może zostać wykonane z uwzględnieniem zawartości form kwasowych w/w 

kannabinoidów. 

2.3. Procedura stosowana jest w przypadku otrzymania do badań materiału roślinnego 

w ilości co najmniej 50 mg. 

 

3. Dokumenty związane  

 

Procedura Badawcza nr PB-03/23 „Profilowanie materiału roślinnego pochodzącego 

z konopi”. 

 

4. Niezbędne wyposażenie i materiały 

 

4.1. Aparatura badawcza 

 

Chromatograf gazowy z detektorem masowym typu pojedynczy kwarupol, z 

automatycznym podajnikiem próbek oraz sterownikiem komputerowym z odpowiednim 

oprogramowaniem. 

 

4.2. Wyposażenie pomiarowe 

- Waga analityczna o działce elementarnej równej co najmniej 0,1 mg, posiadająca 

świadectwo legalizacji i wzorcowania. 

- Pipety pozwalające na odmierzenie objętości do 1 ml, z wymaganą dokładnością i precyzją. 

Pipety powinny podlegać nadzorowi i okresowym sprawdzeniom grawimetrycznym w 

celu zachowania spójności pomiarowej. 

- Dozownik przeznaczony do odmierzenia roztworu standardu wewnętrznego,  

pozwalający na odmierzenie objętości 3 ml, z wymaganą dokładnością i precyzją 

Dozownik powinien podlegać nadzorowi i okresowym sprawdzeniom 

grawimetrycznym w celu zachowania spójności pomiarowej. 

 

4.3. Wyposażenie pomocnicze 

Wytrząsarka do mieszania roztworów. 

 

5. Warunki środowiskowe  

Laboratorium powinno zapewnić stabilne warunki oświetlenia, temperatury i/lub 

wilgotności powietrza, stosownie do wymagań użytkowanej aparatury analitycznej oraz 

komfortu pracy personelu 

 

6. Przygotowanie roztworów 

6.1. Roztwór wzorca wewnętrznego (ISTD).  

W celu przygotowania roztworu wzorca wewnętrznego (difenyloaminy- DFA) w 
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chloroformie, o stężeniu 1mg/ml, należy odważyć 200 mg DFA na wadze analitycznej, a 

następnie dodać 200 ml chloroformu. Całość należy wymieszać i tak przygotowany roztwór 

przelać do butelki z dozownikiem (na butelce, poza opisem roztworu należy zapisać datę 

przygotowania roztworu). 

 

6.2. Roztwory do kalibracji 

W celu przygotowania roztworów do kalibracji należy sporządzić serię roztworów 

kalibracyjnych stosując metodę kolejnych rozcieńczeń przy użyciu Certyfikowanego Materiału 

Odniesienia będącego mieszaniną kannabinoidów bądź oddzielnie dla pojedynczego 

kannabinoidy. Należy przygotować roztwory dla co najmniej trzech rozcieńczeń 

pokrywających przewidywany zakres stosowania procedury. Wyliczyć stężenia dla 

poszczególnych roztworów. 

 

6.3. Próbka kontrolna (PK) 

W celu przygotowania próbki kontrolnej o stężeniu 0,02 mg/ml, należy pobrać 100 µl 

certyfikowanego materiału odniesienia (CBD) o stężeniu 1 mg/ml, odparować do 

sucha w temperaturze pokojowej w strumieniu gazu obojętnego a następnie dodać do niej 

0,5 ml chloroformu i 0,5 ml roztworu ISTD.  

 

7. Sposób postępowania podczas badań  

 

7.1. Przygotowanie chromatografu gazowego do przeprowadzenia badań 

- Sposób przygotowania sprzętu (uruchomienie, sprawdzenie, wyłączenie) szczegółowo 

określa instrukcja pracy z chromatografem gazowym z detektorem masowym. 

Szczególną uwagę należy zwrócić na wymianę elementów zużywalnych, których limity 

pracy określone zostały przez producenta w Instrukcji Obsługi. 

- Każdorazowo po włączeniu urządzenia należy je sprawdzić zgodnie z instrukcją obsługi. Do 

badań można przystąpić dopiero po potwierdzeniu, że chromatograf jest sprawny technicznie. 

- W przypadku wystąpienia jakiejkolwiek usterki aparatu, osoba odpowiedzialna za dany 

sprzęt, decyduje, czy sama usunie usterkę, czy też należy zaprzestać pracy z aparatem 

i skontaktować się z serwisem. 

- Jeżeli usterka nastąpi podczas analizy sekwencji próbek, wówczas decyzje o dalszym 

postępowaniu z próbkami podejmuje kierownik techniczny. 

 

7.2. Warunki chromatograficzne 

Badania ilościowe należy prowadzić w następujących warunkach chromatograficznych:  

- kolumna niepolarna ZB-5 (lub analogiczna) o długości 30 m, średnicy 0,25 mm, grubości filmu 

0,25 µm 

- temperatura dozownika: 280°C; 

- temperatura linii transferowej: 300°C; 

- czas ekspozycji włókna 3 min  

- dozownik typu split-splitless: tryb split 1:120 

- gaz nośny: hel, prędkość przepływu 1,1 mL/min 

- chromatograf pracuje w trybie rejestracji pełnego prądu jonowego (TIC), zakres zbieranych mas: 40 – 

550 m/z 

- energia jonizacji: 70eV 

- program temperaturowy pracy pieca: 
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Temp. pocz. 

[°C] 

Przyrost temp. 

[°C / min] 

Temp. końcowa 

[°C] 

Czas [min] 

180 - 180 3 

180 25 320 0 

320 - 320 10 

 

7.3. Kalibracja chromatografu 

 

W celu wykonania kalibracji, należy przygotować krzywą kalibracyjną 

składającą się z co najmniej trzech poziomów stężeń W tym celu należy wykonać 

następujące czynności: 

- Wykonać analizy roztworów kalibracyjnych przygotowanych zgodnie z ppkt. 6.2, co 

najmniej 3 oznaczenia dla każdego roztworu kalibracyjnego 

- Uzupełnić dane dotyczące stężeń analitów na poszczególnych punktach 

kalibracyjnych w systemie sterującym chromatografem gazowym . 

- Wykreślić krzywą kalibracyjną dla każdego z kalibrowanych analitów, jak dla modelu 

analizy z wzorcem wewnętrznym bez wymuszenia przejścia krzywej przez początek układu 

współrzędnych. 

- Po wykonaniu kalibracji należy dokonać oceny jakości przeprowadzonej kalibracji - 

wartości współczynnika kalibracji powinna wynosić co najmniej 0,998. W przypadku kiedy 

kalibracji nie przeszła pozytywnie oceny jakości – sprawdzić poprawność integracji pików a 

w razie potrzeby powtórzyć kalibrację w części lub w całości.  

 

8. Przygotowanie próbek do badań 

 

8.1. Z przygotowanych zgodnie z instrukcją IB-1/23 „Próbkowanie” próbki materiału roślinnego 

odważyć do fiolek o pojemności 4 ml po dwie naważki o masie ok. 50 mg. Zanotować masę 

próbek analitycznych w Karcie Badań.  

8.2. Do każdej dodać po 1 ml chloroformu. Fiolki zamknąć i wytrząsać przez co najmniej 10 min, 

po czym odwirować z prędkością co najmniej 3000 rpm 

8.3. Pobrać 0,5ml ekstraktu do oznakowanej fiolki szklanej przeznaczonej do pracy z 

automatycznym podajnikiem próbek a następnie dodać taką samą objętość roztworu wzorca 

wewnętrznego (ISTD). Fiolki zamknąć i wymieszać. 

8.4. W przypadku, kiedy przedmiotem zlecenia jest również określenie zawartości form 

kwaśnych kannabinoidów, dodatkowo do fiolki dodać 50l MSTFA (N-Methyl-N-

trimethylsilyltrifluoroacetamide) z 1% TMCS (2,2,2-Trifluoro-N-methyl-N-

(trimethylsilyl)-acetamide, Chlorotrimethylsilane). Fiolkę zamknąć i umieścić w bloku 

grzejnym w temperaturze 55 °C na czas 25 min. Po wyjęciu fiolki pozostawić do 

ostygnięcia w temperaturze otoczenia. 

 

9. Analiza chromatograficzna 

 

9.1. Przygotowane do analizy próbki umieścić a podajniku próbek chromatografu gazowego  

9.2. Analizę prowadzi się w trybie pełnego prądu jonowego (TIC) 

9.3. Próbki analizować w sekwencjach zaczynających się i kończących próbą ślepą. 

9.4. W zależności od długości sekwencji, pomiędzy próbkami badanymi (co 10 próbek) należy 

umieścić dodatkowe próbki kontrolne i ślepe. 

9.5. Integracji pików (odpowiednie dane powinny zostać zapisane w ustawieniach metody 

analitycznej) dokonać na podstawie wybranych jonów – zgodnie z tabelą poniżej: 
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Analit Jon 

CBD 231 

CBD-2TMS 390 

CBDA-3TMS 491 

Delta-9THC 299 

Delta-9THC-TMS 371 

Delta-9THCA-2TMS 487 

CBN 295 

CBN-TMS 367 

CBG 193 

CBG-2TMS 337 

CBGA-3TMS 561 

CBC 231 

CBC-TMS 303 

 

10. Walidacja metody. 

Walidację metody wykonuje się w oparciu o Instrukcję IB-2/23 „Walidacja” 

 

11. Kontrola jakości 

 

11.1. Ocenę poprawności metody prowadzi się na podstawie analiz próbek 

kontrolnych (pole powierzchni pod pikiem) oraz prowadzonej karty kontrolnej. 

11.2. Kartę Kontrolną należy przygotować zgodnie z następującym schematem:  

Wykonać 10-20 pomiarów dla próbki ślepej (zawierającej tylko wzorzec 

wewnętrzny). 

11.3. Obliczyć wartość średnią Xśr oraz wartość odchylenia standardowego s, przy czym obie 

te wartości należy wyznaczyć dla serii nieobciążonych, tzn. po wstępnym odrzuceniu 

wyników odbiegających. 

11.4. Nanieść na osi X układu współrzędnych kolejne numery wyników oznaczeń, natomiast 

na osi pionowej Y wartości obserwowanej charakterystyki dla poszczególnych pomiarów. 

11.5. Zaznaczyć na wykresie linię centralną, odpowiadającą wyznaczonej wartości średniej z 

serii przeprowadzonych pomiarów oraz dwie określone statystycznie granice kontrolne, 

umieszczone powyżej i poniżej linii centralnej w odległości 2s i 3s (s-odchylenie 

standardowe) zwane górną i dolną granicą ostrzegania (±2s) i górną i dolną granicą 

działania (±3s). 

11.6. W celu oceny poprawności metody na kartę kontrolną należy nanieść wynik analizy 

(pole powierzchni wzorca wewnętrznego) dla każdego kolejnego pomiaru a następnie 

ocenić jej położenie na karcie zgodnie z zasadami: 

- Jeżeli wynik oznaczeń mieści się w granicy ostrzegania, jest uznawany za 

zadowalający, co oznacza, że proces pomiaru przebiegł bez zakłóceń, a uzyskane w 

trakcie danego pomiaru wyniki są wiarygodne. 

- Dopuszczalne jest wystąpienie wyników między granicami ostrzegania, a działania, 

jednak nie częściej niż 2 wyniki na 20 oznaczeń. 

- Jeżeli wynik dla próbki kontrolnej znajdzie się poza granicą działania lub 7 

kolejnych wyników tworzy trend malejący lub rosnący, niezwłocznie 

przerwać badania i przeprowadzić szczegółowe sprawdzenie aparatury oraz 

sposobu przygotowania próbek, w celu jednoznacznego ustalenia przyczyny 

uzyskania wyników wątpliwych. 

11.7. W trakcie badań specjalista prowadzący badania zobowiązany jest do ciągłej 

samokontroli. W przypadku, gdy ma on jakiekolwiek wątpliwości co 
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prawidłowości przebiegu procesu pomiarowego, ma on obowiązek zasięgnięcia 

konsultacji w celu wyjaśnienia problemu.  

 

12. Interpretacja wyników badań 

12.1. Jeżeli uzyskany wynik wykracza poza zakres sporządzonej krzywej kalibracyjnej: 

− Plasuje się poniże najniższego punktu kalibracyjnego – należy przygotować nowe 

roztwory do analizy z większej naważki badanego materiału. 

− Wykracza poza najwyższy punkt kalibracyjny – ekstrakty chloroformowe 

przygotowane z badanego materiału rozcieńczyć 10-krotnie i z tak przygotowanego 

ekstraktu przygotować kolejne próbki do analizy 

12.2. Dokonać oceny poprawności integracji pików wprowadzając w razie potrzeby 

wprowadzając niezbędne korekty. Jeśli analiza obciążona jest błędem nie dającym się 

usunąć – analizę należy powtórzyć. 

12.3. Wynik końcowy oznaczenia stanowi średnią z analizy dwóch naważek badanego 

materiału. Dopuszczalna różnica pomiędzy wynikami cząstkowymi nie może być 

większa niż 10% wyższej wartości. W przeciwnym wypadku należy przygotować 

kolejną próbkę i poddać ją analizie. 

 

 

13. Zapisy z badań 

Zapisy należy sporządzać i umieszczać na Karcie Badań. 

 

14. Załączniki 

14.1 Karta Kontrolna procesu 

14.2 Karta Badań 
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1. Cel 

 Celem procedury jest określenie trybu postępowania przy realizacji badań profilujących 

materiału roślinnego zawierającego pochodzącego z konopi (Cannabis Sativa L.). 

 

2. Przedmiot badań 

Przedmiotem badań jest próbka materiału roślinnego. 

 

3. Zakres  

Procedura jest stosowana w przypadku nadesłania próbek materiału roślinnego w celu 

określenia czy jest to materiał pochodzący z roślin konopi oraz czy pochodzi lub może 

pochodzić z innej wskazanej partii materiału.  

 

4. Odpowiedzialność 

4.1. Osobą odpowiedzialną za stosowanie procedury w badaniach prowadzonych przez 

personel Lab4Tox sp. z o.o. jest Kierownik Techniczny. 

4.2. Osoba prowadząca badania jest odpowiedzialna za przestrzeganie zasad wynikających 

z procedury badań na swoim stanowisku pracy. Ponosi ona odpowiedzialność 

merytoryczną i prawną za prawidłowość oraz obiektywizm przeprowadzonych badań. 

4.3. Badania może prowadzić osoba upoważniona pod nadzorem uprawnionego specjalisty. 

Wykonuje czynności w takim zakresie, w jakim jej kompetencje sprawdził i potwierdził 

specjalista. 

4.4  Laboratorium odpowiada za jednoznaczną identyfikację wszystkich badanych próbek, aż 

do chwili zwrotu zleceniodawcy. Laboratorium deklaruje, że w czasie, kiedy przejmuje 

na siebie odpowiedzialność za badane próbki, będą zachowane wszelkie wymogi 

poufności, a ich stan nie będzie w żaden sposób zmieniony bez zgody zleceniodawcy w 

sposób inny niż wynikający z wymogów procedur badawczych. 

4.3. Do oznaczania poszczególnych próbek stosuje się oznaczenia przyjęte w trakcie 

rejestracji zlecenia w bazie danych zleceń Laboratorium w postaci symbolu: L4T-numer 

kolejny zlecenia/rok/kolejny numer próbki badanego materiału.  

 

5. Przegląd Zlecenia 

Na wstępie dokonuje się oględziny otrzymanego do badań materiału pod względem 

jakościowej i ilościowej zgodności ze zleceniem. W przypadku wystąpienia 

jakichkolwiek rozbieżności, należy skontaktować się ze zleceniobiorcą w celu 

wyjaśnienia ich wyjaśnienia. W tym czasie badania zostają wstrzymane. 

 

6. Czynności wstępne, próbkowanie 

6.1 Identyfikacja makro i mikroskopowa. Badania makro i mikroskopowe wykonuje się w 

przypadku każdej otrzymanej do badań próbki roślinnej. Przeprowadzane jest ono za 

pomocą mikroskopu stereoskopowego z oświetlaczem pracującym w świetle odbitym. 

Badanie ma na celu określenie cech materiału roślinnego takich jak: charakterystyczne 

cechy makro i mikroskopowe, kolor, stopień rozdrobienia, obecność kwiatostanów oraz 

obecność ewentualnych domieszek. Zapisy z badań należy podać w Karcie Badań. 

6.2. Dokonuje się poboru próbek do analiz zgodnie z instrukcją IB-01/23 „Próbkowanie” 
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6.3. Pobrane do badań próbki należy zhomogenizować. Jeśli któraś z pobranych próbek tego 

wymaga (znaczny stopień wilgotności uniemożliwiający homogenizację) próbę należy 

wysuszyć konwekcyjnie w temperaturze nie przekraczającej 35 C 

6.4. W przypadku, kiedy masa netto pobranej do badań próbki jest mniejsza niż 0,60g 

odstępuje się od przeprowadzenia badań profilujących zgodnie z niniejszą procedurą. 

 

7. Badania chromatograficzne. 

7.1. Przeprowadzić oznaczenie zawartości kannabinoidów w przygotowanych do badań 

próbkach zgodnie z Procedurą Badawczą PB-01/23 „Oznaczanie kannabinoidów”. 

7.2 Przeprowadzić oznaczenie zawartości lotnej frakcji terpenowej w przygotowanych do 

badań próbkach zgodnie z Procedurą Badawczą PB-02/23 „Analiza składu lotnej frakcji 

terpenoidowej metodą chromatografii gazowej”. 

 

8. Wnioskowanie 

 Dokonać porównania: 

- względnej zawartości terpenoidów  

- oznaczonej zawartości kannabinoidów 

W przypadku, kiedy skład jakościowy terpenów jest zgodny a rozbieżność pomiędzy 

względną, procentową zawartością poszczególnych składników nie przekracza 3% 

wyższej wartości profil terpenoidowy należy uznać za zgodny. 

W przypadku, kiedy skład jakościowy terpenów jest zgodny a rozbieżność pomiędzy 

względną, procentową zawartością poszczególnych składników przekracza 3% ale nie 

przekracza 15% wyższej wartości profil terpenoidowy należy uznać za częściowo 

zgodny. 

W przypadku, kiedy skład ilościowy oznaczonych kannabinoidów jest zgodny – tj. 

rozbieżność pomiędzy zawartością poszczególnych kannabinoidów nie przekracza 3% 

wyższej wartości profil kannabinoidowy należy uznać za zgodny. 

W przypadku zgodności profilu kannabinoidowego oraz terpenoidowego można 

uznać, badane próbki pochodzą z tego samego źródła  

W przypadku zgodności profilu kannabinoidowego oraz częściowej zgodności profilu 

terpenoidowego można uznać, badane próbki mogą pochodzić z tego samego źródła. 

W pozostałych przypadkach należy uznać, że próbki różnią się od siebie w istotny 

sposób. 
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9. Zapisy z badań 

Wszystkie zapisy powstałe podczas przeprowadzenia badań należy umieścić w Karcie 

Badania stanowiącej załącznik do niniejszej procedury. W przypadku wytworzenia 

zapisów na innym nośniku, należy dołączyć te zapisy do materiałów zlecenia i 

archiwizować je w taki sam sposób co Kartę Badań. 

 

10.  Załączniki 

Karta Badania. 

 

11. Dokumenty związane 

11.1. Norma PN-EN ISO/IEC 17025 Ogólne wymagania dotyczące kompetencji laboratoriów 

badawczych i wzorcujących. 

11.2. Instrukcja IB-01/23 „Próbkowanie”. 

11.3. Procedura Badawcza PB-01/23 „Oznaczanie kannabinoidów”. 

11.4. Procedura Badawczą PB-02/23 „Analiza składu lotnej frakcji terpenowej metodą 

chromatografii gazowej” 
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IX Oświadczenia 
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