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Sažetak: Ovaj rad se bavi promjenom koncentracije Δ9-tetrahidrokanabinola, psihoaktivnog sastojka biljke konoplje (Cananbis sativa L.), u deponovanim uzorcima biljnog materijala. Od ranije je poznato da se u ubranom biljnom materijalu tetrahidrokanabinol (THC) razgrađuje do kanabinola (CBN), a cilj ovog istraživanja je utvrđivanje dinamike razgradnje THC-a i nastajanja CBN-a, kao i određivanje kinetičkih parametara tj. konstante brzine hemijske reakcije razlaganja THC-a. Primjenom gasnohromatografske tehnike ispitivana je koncentracija tetrahidrokanabinola i kanabinola u uzorcima kanabis biljnog materijala (marihuana) koji su čuvani na sobnoj ambijentalnoj temperaturi tokom perioda od šest godina. Obradom rezultata analiza zaključeno je da naprihvatljivija zakonitost za razgradnju tetrahidrokanabinola odgovara reakcijama prvog reda, na osnovu čega je određena konstanta brzine reakcije razlaganja THC-a. Ovim je omogućeno da se naknadnom analizom deponovanog uzorka preračuna i procjeni koncentracija THC-a u vrijeme zaplijene, što može biti važan podatak u dokaznom postupku. S druge strane, konstanta brzine reakcije razlaganja THC-a omogućuje da se procijeni za koliko vremena će koncentracija THC-a u deponovanim uzorcima opasti ispod forenzički značajne vrijednosti. S obzirom da kanabinola nema u svježoj biljci, nego isti nastaje starenjem biljnog materijala kao proizvod razlaganja tetrahidrokanabinola, odnos koncentracija CBN/THC je pokazatelj okvirne starosti uzoraka marihuane, što također može biti značajno u forenzičkom poslu.
Abstract: This paper analyzes the variation in concentration of Δ9-tetrahydrocannabinol, a psychoactive component of the hemp plant (Cananbis sativa L.), in deposited samples of plant material. It is already known that tetrahydrocannabinol (THC) is disintegrated up to cannabinol (CBN) in collected plant material, and this research aims to identify the dynamics of THC disintegration and CBN integration, as well as to determine the kinetic parameters i.e. the constants of chemical reaction rate of THC disintegration. The concentration of tetrahydrocannabinol and cannabinol in the samples of cannabis plant (marijuana), which were kept at room ambient temperature over a period of six years, was analyzed using gas chromatographic technique. The analysis of the results led to a conclusion that the most accapetable principle of tetrahydrocannabinol disintegration is the one that corresponds the first-order reactions, which was used to define the constant of the reaction rate of THC disintegration. This provided for the opportunity to have recalculated and estimated THC concentration at the time of a seizure using additional analysis of a deposited sample, which can be found as a very important piece of evidence in a criminal procedure. On the other hand, the constant of the reaction rate of THC disintegration enables one to estimate the time period during which the THC concentration in deposited samples will reduce below forensically significant value. Since cannabinol cannot be found in fresh plant and since it is integrated by aging of plant material as a result of tetrahydrocannabinol disintegration, the concentration ratio CBN/THC is an indicator of the framework age of the marijuana sample, which can be of significance in forensic activities.

UVOD
Proizvodi biljke konoplje lat. Cannabis sativa L. najrašireniji su u trgovini drogom širom svijeta i predstavljaju 65 % od svih slučajeva zaplijene na globalnom nivou. Npr. u 2009. godini zaplijenjeno je 6.022 tona biljnog materijala i 1.261 tona smole. Slično stanje je i na našem području, marihuana kao osnovni preparat kanabis biljke najraširenija je u zloupotrebi i predstavlja oko 90 % zaplijenjenih količina. Kanabis je i najčešće korištena droga u svijetu, a procjenjuje se da 166 miliona ljudi koristi kanabis, što je ekvivalent za oko 4 % svjetske populacije u dobi od 15-64 godina. Zbog toga su, u većini zemalja u svijetu, kanabis biljka i njeni proizvodi pod kontrolom zakona.
Proizvodnja kanabis biljke (marihuane) široko je rasprostranjena i praktično se može uzgajati u gotovo svakoj zemlji u svijetu, a u tehnički razvijenim zemljama u porastu je uzgoj u zatvorenom prostoru. Posebno, od kraja prošlog vijeka, proizvodne metode postaju sve sofisticiranije, što je rezultiralo dostupnost na ilegalnom tržištu široke palete proizvoda kanabisa sa vrlo različitim nivoima glavnog psihoaktivnog sastojka Δ9-tetrahidrokanabinola (Δ9-THC).

Potreba određivanja kvantitativnog prisustva psihoaktivnog sastojka u kanabis proizvodima zavisi od zakonodavstva pojedinih zemalja. U većini zemalja po zakonu se ne zahtjeva kvantitativna analiza sadržaja THC-a. Dovoljno je kvalitativno dokazivanje prisustva osnovnih kanabinoida, uključujući i psihoaktivni tetrahidrokanabinol, što se smatra analitičkom potvrdom da se radi o biljnom materijalu biljke Cannabis sative L. Međutim, ponekad se tokom vođenja krivičnog ili prekršajnog postupka ukaže potreba za kvantitativnom analizom psihoaktivnog sastojka u zaplijenjenom biljnom materijalu, nakon određenog vremena. Kako stajanjem ubranog biljnog materijala sadržaj psihoaktivnog sastojka THC-a opada, kvantitativna analiza izvršena već nekoliko mjeseci nakon zaplijene nije relevantan pokazatelj o sadržaju THC-a u vrijeme zaplijene. Dalje, poznato je da se u tom biljnom materijalu vremenom povećava sadržaj kanabinola (CBN), kojeg inače u svježoj biljci nema. Dakle, stajanjem dolazi do razgradnje THC-a, čiji jedan dio prelazi u CBN.

Predmet istraživanja ovog rada je praćenje promjene koncentracije THC-a i CBN-a (dinamike razgradnje THC-a i nastajanja CBN-a) analizom uzoraka biljnog materijala koji se čuvaju u depozitu duži vremenski period, na osnovu čega bi se odredili kinetički parametri koji bi poslužili za retrogradni preračun ili bar aproksimativnu procjenu koncentracije THC-a u vrijeme kada je biljka zaplijenjena, a na osnovu kvantitativne analize izvršene nakon nekog vremena (više mjeseci ili godina), što bi bio podatak od forenzičkog značaja. 
2. BILJKA CANNABIS SATIVA L. – KONOPLJA
Konoplja, latinski Cannabis sativa L. (Linnaeus), je biljna vrsta iz roda Cannabis porodice Cannabaceae. Porodicu Cannabaceae čine dva roda i to Humulus i Cannabis. Rodu Humulus pripadaju dvije biljne vrste: Humulus lupulus (hmelj) koji se koristi u pivarstvu i Humulus japonica (japanski hmelj) - ukrasna loza. Rod Cannabis ima jednu biljnu vrstu i to je Cannabis sativa L. tj. konoplja.

Cannabis sativa L. smatra se jednoznačnom biljnom vrstom, u okviru koje postoji nekoliko podvrsta i različitih bioloških, hemijskih, morfoloških ili geografskih varijeteta koji imaju samo uslovnu vrijednost iz razloga što se konoplja brzo prilagođava uslovima rasta i klimatskim prilikama, pri čemu se u uslovima okoline veoma lako mijenjaju i kontinuirano variraju njene vanjske, ali i fiziološke osobine i hemijski sastav.

2.1. Uzgoj i upotreba
Konoplja je samonikla biljka tj. raste kao divlja, ali se već dugo vremena uzgaja kao kultivisana biljka u mnogim zemljama. Budući da se lako aklimatizuje ona se kroz vijekove odomaćila širom različitih temperaturnih zona svijeta, a posebno u zemljama umjerene i tropske klime. Međutim, najvažnije je naglasiti da uslovi gajenja na koje utiče čovjek zavise od namjene za koju se uzgaja. Procesi vegetativnog rasta i zrenja mogu biti pojačani upotrebom specijalnih vještačkih đubriva, biljnih hormona, steroida, insekticida i tehnika navodnjavanja, pa se uslovima gajenja svjesno može uticati na osobine biljke i na kvalitet pojedinih njenih dijelova, što ukazuje da pripadnost biljke određenom varijetetu nije stalna već promenljiva kategorija. Pored proizvodnje na otvorenom, u tehnološki razvijenim zemljama prisutna je i proizvodnja u zatvorenom koja se obično odvija u velikim podrumima ili skladištima, neiskorištenim komercijalnim i industrijskim objektima, pa i u stambenim objektima, gdje se često koriste hidroponske tehnike tj. uzgoj biljaka u hranjivoj podlozi umjesto tla. Ilegalni uzgajivači kanabisa u zatvorenom često primjenjuju napredna agronomska dostignuća, što podrazumjeva automatsko snabdjevanje prehranom i vodom, klima uređaje, sistemi za filtriranje i dezodoriranje vanjskog vazduha i atmosferu obogaćenu ugljen-dioksidom, sisteme za  automatsko osvjetljenje za oponašajnje faza dana i noći i automatsko očitavanje svjetlosti i sl. 
Kroz istoriju pojedini dijelovi konoplje bili su sirovina za proizvodnju različitih proizvoda, pa se  vijekovima uzgajala kao poljoprivredna kultura i industrijska biljka. Stabljika konoplje je sirovina za proizvodnju tekstilnih vlakana od kojih se izrađuju užad za razne namjene, u prošlosti se izrađivala tkanina za odjevne predmete, a može se koristiti i za izradu papira. Konopljino sjeme, kao legitimni kanabis proizvod, je izvrsna hrana za različite ptice. Iz sjemena se nekada proizvodilo ulje koje se koristilo za rasvjetu, kao dodatak bojama, za pravljenje sapuna, u veterinarske svrhe, ali i kao jestivo ulje. Pogače koje ostanu nakon dobijanja ulja mogu poslužiti kao stočna hrana i kao đubrivo. Upotreba jestivog ulja od konopljinog sjemena bila je raširena kod seoskog stanovništva u nekim dijelovima Rusije. Po hranljivoj vrijednosti ovo ulje ne zaostaje za ostalim uljima, sadrži Ω-6- i Ω-3-masne kiseline,  ali je manje cijenjeno zbog reskog mirisa i okusa, pa više nije u široj upotrebi. U poljoprivredne i industrijske svrhe dozvoljeno je uzgajati sorte sa niskim sadržajem THC-a, koje često karakteriše visok sadržaj kanabidiola (CBD). U većini evropskih zemalja gornja zakonska granica za uzgoj je 0,2 % ili 0,3 % THC-a. Prema našim odgovarajućim propisima, konoplju sa sadržajem THC-a manjim od 0,2 % dozvoljeno je uzgajati za industrijske svrhe, uz odgovarajuće dozvole nadležnih državnih institucija.

Činjenica da je čisti THC (sntetički dobijen) snažan otrov navela je vojne stručnjake na razmišljanja o njemu kao eventualnom bojnom otrovu. Naime, utvrđeno je da THC unesen u organizam može izazvati kolapsno stanje pri naglom ustajanju iz horizontalnog položaja što neprijateljsku živu silu čini maksimalno neefikasnom u dinamičnim ratnim sitacijama.

Konopljino sjeme i lišće u davna vremena upotrebljavalo se i u ljekovite svrhe. Kontraverznost kod upotrebe kanabisa nađena je u pisanim dokumentima kineskog cara Šen Nunga (još 2700 godina prije nove ere), kao dilema “lijek” ili “otrov”, gdje su jedni smatrali da ih vodi u raj, a drugi u pakao. Ova nedoumica o efektima djelovanja kanabisa, na izvjestan način zadržala se i do danas. Prva evropska medicinska iskustva sa kanabisom kao lijekom datiraju iz prve polovine 19. vijeka, kada je irski ljekar W.B. O’Shaugnessy, koji je prethodno dugo živio i radio u Indiji, objavio širu studiju o djelovanju ove droge na ljude i životinje. Tada se kanabis počeo koristiti kao sredstvo protiv bolova kod reumatizma i migrene, kao lijek za smirenje (posebno kod liječenja epilepsije), te kao sredstvo za spavanje. Početkom 20. vijeka, zbog mnogo nepoznanica pri upotrebi kanabisa (mehanizam djelovanja, toksičnost i dr.), ali i zbog porasta primjene drugih lijekova (morfina, aspirina, barbiturata i sl.), kanabis je vremenom isključen iz medicinske upotrebe. Međutim, 80-tih godina 20. vijeka ponovo dolazi do zaokreta u primjeni kanabisa kao lijeka. Naime, neki istraživači u SAD pripisuju kanabisu pozitivne efekte u liječenju glaukoma, a preporučuju i primjenu kanabis preparata (koji sadrže psihoaktivnu supstancu THC) u kombinaciji sa citostaticima, u terapiji liječenja nekih oblika karcinoma, za ublaženje mučnine i povraćanja koji nastaju kao posljedice hemoterapije. U savremenoj medicini poznati su i eksperimenti sa nekim proizvodima kanabis biljke u terapiji kod oboljelih od  side, jer se pored ostalog smatra da jača imunitet organizma zbog efekta povećanja apetita. 
Ipak, najveće količine konoplje u svijetu uzgajaju se u svrhu proizvodnje različitih preparata namijenjenih zloupotrebi (droga) poznatih pod zajedničkim nazivom “kanabis”. Najčešći kanabis proizvodi su: biljni kanabis (marihuana), kanabis smola (hašiš) i tečni kanabis (kanabis ulje).
Marihuana je proizvod konoplje namijenjen zloupotrebi najjednostavnijeg načina proizvodnje koji se sastoji u sušenju biljnog materijala na vazduhu, slično duvanu. Nakon sušenja listovi i cvjetni vrhovi se manje ili više usitne i tako pripremljen proizvod se već može konzumirati. Navedeni oblik prerade najzastupljeniji je na domaćim prostorima. Sadržaj psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola uobičajeno je do 5 %, ali danas nisu rijetke visokopotentne biljke koje mogu imati i 25 % THC-a.
Smolasta izlučevina biljke, proizvedena u žljezdanim trihomama, može se prikupljati - preparat poznat kao hašiš. To je smolasta supstanca smeđe boje koja starenjem gubi vlagu, te postaje suha, krta i poprima tamniju, skoro crnu boju, a može se komprimovati u ploče i pogačice različitih oblika.ili usitniti u praškasti oblik. Koncentracija psihoaktivne supstance u kanabis smoli (hašišu) je znatno veća nego u biljnom materijalu i uobičajeno se kreće oko 20 %, mada nije rijedak  hašiš sa sadržajem THC-a i do 40 %. 

Tečni kanabis poznat i kao kanabis ulje ili hašišovo ulje je koncentrisani tečni ekstrakt dobijen ekstrakcijom lišća i cvjetnih vrhova kanabis biljke pomoću odgovarajućih organskih rastvarača, a u improvizovanim uslovima može i benzinom. Uparavanjem rastvarača dobije se potrebna konzistentnost guste, viskozne, uljaste tečnosti tamno-crvene do smeđe boje sa mogućom zelenom nijansom. Ovaj ilegalni proizvod sadrži najveću koncentraciju psihoaktivne supstance od svih proizvoda namijenjenih zloupotrebi. Sadržaj THC-a u ovom ulju uobičajeno je oko 30 %, a može biti i do 80 %.
Kanabis preparati konzumiraju se pušenjem, obično pomiješani sa duvanom, a mogu se uzimati i oralno – umiješani u prehrambene proizvode (pogačice i kolače) ili u obliku napitka (čaj).
Zavisno od aspekta podjele droga, kanabis preparati prema porijeklu pripadaju grupi droga prirodnog porijekla, po hemijskom sastavu i strukturi aktivnih komponenti oni čine posebnu grupu pod nazivom “kanabis”. Prema farmakološkim efektima koje izazivaju na ljudski organizam kanabis proizvodi su često bili svrstavani u halucinogene supstance. Ipak, dugo vremena se vodila polemika o tome u koju grupu ih treba svrstati, jer se pored halucinogenih simptoma, kod korisnika javljaju i simptomi karakteristični za psihostimulanse, ali i psihodepresore. Svjetska zdravstvena organizacija ovu biljnu drogu svrstava u poseban tip farmakološki psihoaktivnih supstanci.

2.2. Fizičke osobine

Kanabis je jednogodišnja biljka cvjetnica. Većina biljaka je dvodomna tj. muški i ženski cvjetovi nalaze se na zasebnim biljkama, ali može postojati i kao jednodomna biljka tj. muški i ženski cvjetovi na istoj biljci. Visina stabljike može varirati 0,2 - 6 m, uobičajeno je visine 1-3 m. Fizičke osobine (visina, nijansa boje svežeg i osušenog lista, obim grananja, gustoća lista i cvata i sl.) unekoliko se razlikuju zavisno od podneblja u kojem se uzgaja, ali zavise i od nasljednih faktora i načina uzgoja. Stabljika biljke je uspravna, a na njoj se nalaze grančice postavljene nasuprot jedna drugoj u odnosu na stabljiku. Na peteljkama dugim oko 6 cm nalazi se neparan broj (3 do 11), a najčešće 5, 7 ili 9 tankih listića lancetastog oblika. Listići na jednoj peteljci su nejednake veličine (najduži oko 15 cm), meke su građe, uski, kopljasti, testerastog izgleda tj. po rubu nazubljeni (zubi usmereni ka vrhu lista). Pokriveni su žlijezdastim tvorevinama (trihomama). Svježi listovi su zelene boje, a sušenjem poprimaju smeđu boju. 
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                         Slika.1. Karakterističan izgled lista                Slika 2. Karakterističan izgled sjemenke
Cvjetovi su veoma bogati, skupljeni su u gornjoj trećini stabljike i čine cvat. Plod konoplje je ujedno i sjeme. To je dvokrilni orašac jajolikog, skoro okruglog oblika, sa strane nešto spljošten. Plod je omotan ljuskom koja je tvrda i mehanički štiti sjeme. Na ljuski se prostim okom vide karakteristične žilice. Boja ploda nije stalna, već se mijenja prema stepenu zrelosti, pa je tako nezreo plod zelenkasto obojen, a zreli može biti srebrnasto-sive, tamno-sive do smeđe pa čak i mrke boje. Ustvari, boje na plodu se prelijevaju i slijevaju u smjesu boja koju je ponekad teško odrediti, a zbog pruga i žilica koje presjecaju ljusku plod daje utisak mozaika. Sjemena ljuska je smeđe-zelene ili  zelenkaste boje.
2.3. Hemijski sastav
Osnovni hemijski sastojci konoplje su kanabinoidi i kanbinoidne kiseline kojih ima oko 60. Najzastupljeniji su tzv. osnovni kanabinoidi: kanabidiol (CBD), kanabinol (CBN) i nekoliko izomera tetrahidrokanabinola (THC) koji je i psihoaktivni sastojak konoplje. Neki istraživači smatraju kanabidiol slaboaktivnim sastojkom, dok je kanabinol neaktivan, te da postoji određeni sinergizam djelovanja pa jače djeluju kada su zajedno nego kada bi se THC koristio sam. Inače, smatra se da tetrahidrokanabinol (THC) u biljci nastaje iz tetrahidrokanabinolne kiseline (THCA) neenzimatskom dekarboksilacijom. 
Tabela 1. Značajniji hemijski sastojci
	(-)-Δ9-trans-Tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol  (THC)
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	Empirijska formula:   C21H30O2
Molekulska težina:  314.46 g/mol
	Empirijska formula:  C21H26O2
Molekulska težina:  310.43 g/mol
	Empirijska formula:  C21H30O2
Molekulska težina:  314.46 g/mol


Kao što je već navedeno, klimatski faktori i način uzgajanja uslovljavaju hemijski sastav koji može biti veoma različit, što podrazumijeva i različit sadržaj psihoaktivnog sastojka tetrahidrokanabinola u biljci. Kada se govori o sadržaju THC-a u pojedinim dijelovima biljke značajno je pomenuti da cvjetni vrhovi i gornji listovi biljke imaju najveći sadržaj THC-a, dok ga listovi u donjem dijelu biljke imaju manje. Sjemenke ne sadrže psihoaktivnu komponentu, a stabljika i korijen je mogu imati samo u tragovima. Ženske biljke sadrže više psihoaktivnog sastojka THC-a od muških. Mlade, nezrele biljke imaju znatno manje THC-a od zrelih biljaka. U ubranom biljnom materijalu dugim stajanjem nivo THC-a opada tj. razgrađuje se do  Cannabinola (CBN) kojeg inače nema u svježoj biljci. Turner i Elsohly predpostavili su mogući put razgradnje  THC-a do CBN-a, koji uključuje formiranje epoksidnih i hidroksiliranih međuproizvoda u obliku racemskih smjesa određenih formi dihidroksi-tetrahidrokanabinola [15]. Oni su takođe pokazali da su ta jedinjenja osjetljiva na toplotu i kiselinu, te da je konačni proizvod razgradnje kanabinol (CBN).
3. ANALIZA KANABIS PROIZVODA U FORENZIČKE SVRHE
Identifikacija i kvalitativna analiza kanabis proizvoda podrazumijeva morfološku identifikaciju biljnog materijala u smislu njegove pripadnosti biljnoj vrsti Cannabis sativa L. i kvalitativnu hemijsku analizu prisustva osnovnih kanabinoida u ispitivanom materijalu. Ukoliko je potrebno, vrši se kvantitativna analiza uzorka – za forenzičke svrhe obično se određuje procentualni sadržaj osnovnih kanabinoida: kanabinola (CBN), kanabidiola (CBD), a posebno psihoaktivnog tetrahidrokanabinola (THC). Neki naučni krugovi, pored sadržaja THC-a, koriste i slijedeći odnos osnovnih kanabinoida u svrhu determinacije tzv. vlakno-tip ili droga-tip konoplje:
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W ˃ 1     -   droga-tip kanabis,

W ˂ 1     -   vlakno-tip kanabis,

[THC], [CBN],  [CBD] -  površina kanabinoida u hromatogramu.
3.1. Morfološka identifikacija – karakterizacija kanabis biljke

Metode koje se koriste za identifikaciju kanabis preparata zavise i od prirode proizvoda. Biljni materijal se može identifikovati na osnovu morfoloških osobina, pod uslovom da su prisutni odgovarajući karakteristični dijelovi biljke potrebni za identifikaciju.
Biljka Cannabis sativa L. posjeduje karakterističan izgled pojedinih biljnih dijelova, a naročito listova i  sjemenki. Pored makroskopski vidljivih karakteristika opisanih u poglavlju 2.2., biljka posjeduje i karakterističnu morfološku građu koja može da se uoči mikroskopskim ispitivanjem. Pojedini dijelovi obiluju trihomama (dlakaste tvorevine iz epidermalnih ćelija biljke) čije prisustvo je najkarakterističnija osobina ove biljke. Pod mikroskopom se jasno uočavaju dlačice sa cistolitima koje potiču od epidermalnog tkiva lista, kao i žlijezde koje luče smolu. Mogu se posmatrati binokularnim mikroskopom sa faktorom povećanja od 40. Istovremeno prisustvo trihoma oblika medvjeđe šape na gornjoj površini i finih tankih ne-cistolitičnih trihoma i kitnjastih žlijezda na donjoj površini listova, su jedinstveno obilježje kanabisa.
Tamo gdje nema morfoloških osobina, kao u slučaju smole i hašiš-ulja, identifikacija se zasniva na hemijskoj analizi, dokazujući prisustvo osnovnih kanabinoida: tetrahidrokanabinol (THC), proizvod njegove degradacije kanabinol (CBN) i kanabidiola ( CBD).
3.2. Hemijska ispitivanja
Za hemijsku analizu kanabis preparata najčešće se koriste hromatografske tehnike (tankoslojna, gasna i tečna hromatografija), dok se za preliminarnu hemijsku identifikaciju preporučuje preliminarno testiranje. Testovi koji su zasnovani na hemijskim rekacijama poznati su i kao “obojeni testovi”, jer se kao rezultat reakcije odgovarajućeg reagensa i prisutnih kanabinoida u uzorku, pojavljuje karakteristično obojenje. Obojeni testovi za kanabis su među najspecifičnijim postojećim obojenim testovima (samo nekoliko biljaka poput kane, muškatni oraščić, topuz i petrovac daju lažno pozitivne rezultate). Ipak, pozitivan rezultat tj. očekivana boja testa je samo naznaka o mogućem prisustvu materijala koji sadrži kanabis i nije konačna identifikacija kanabisa. Imuno-hromatografski testovi koji se zasnivaju na enzimatskim reakcijama su specifičniji, ali i skuplji. Bazirani su na konceptu specifične biohemijske antigen – antitijelo reakcije i obično se koriste za testiranje prisustva droga u biološkom materijalu (urin, pljuvačka, rjeđe znoj), ali se mogu primjeniti i na uzorke zaplijenjenog materijala ako se isti prilagodi testiranju (npr. rastvaranjem). Test metode su jednostavne za izvođenje tako da praćenjem uputstva za rad mogu da ih primjene i osobe koje nisu hemijske struke. Mnogi proizvođači kriminalističke opreme, isporučuju komercijalne komplete namijenjeni testiranju određene droge ili grupe droga koje su najčešće u prometu, a poznata su tzv.  singl-  i  multi-  test pakovanja, u zavisnosti da li se testira prisustvo jedne ili više droga. Imuno-hromatografski testovi su specifičniji i pouzdaniji od obojenih hemijskih reakcija, ali se ipak smatraju preliminarnim i preporučuju se za terensku upotrebu, a u laboratoriji se koriste samo kao tzv. skrining tehnika.
I pored razvoja visokoosjetljivih instrumentalnih metoda, tankoslojna hromatografija se u forenzičkoj primjeni zadržala do danas zahvaljujući jednostavnosti postupka izvođenja analize, ekonomičnosti, mogućnosti istovremene analize većeg broja uzoraka na jednoj ploči (npr. 10 do 15 uzoraka srodne vrste). Za primjenu ove tehnike kod analize kanabis preparata postoji nekoliko metoda za kvalitativnu i semi-kvantitativnu analizu kanabisa korištenjem različitih stacionarnih faza (TLC ploča) i mobilnih (pokretnih) faza - sistema razvijača, te metoda za pripremu uzorka i tehnika vizualizacije mrlja. Vizuelizacija kanabinoida vrši se pod UV – svjetlom i prskanjem ploče odgovarajućim sprej reagensom npr. Fast Blue B Salt (rastvor di-o-anizidin tetrazolium hlorida). Tri osnovna kanabinoida (CBD, THC i CBN) mogu se veoma lako identifikovati po mrljama karakterističnih boja, na različitim udaljenostima od startne tačke (Rf vrijednostima). 

Kod instrumentalnih hromatografskih tehnika, gasne hromatografije (GC) i tečne hromatografije (LC), cijeli proces raspodjele i detekcije komponeti iz smjese vrši se u zatvorenom sistemu komplikovanih, ali veoma osjetljivih i pouzdanih uređaja. Ekstrakt uzorka unosi se u injektor, nakon čega ga mobilna faza (gas ili tečnost) pronosi kroz kolonu smještenu u hromatografskoj peći, koja se može zagrijavati po temperaturnom programu koji se podešava prema prirodi supstanci koje se analiziraju. Razdvajanje komponenti iz smjese vrši se u hromatografskoj koloni na osnovu interakcije pojedine komponente sa stacionarnom fazom, što rezultira različitim vremenom potrebnim za prolazak svake komponente iz smjese kroz kolonu. Vrijeme zadržavanja u koloni ili retenciono vrijeme (Rt) karakteristično je za svaku komponentu analizirane smjese. Nakon prolaska kroz kolonu komponente u različitim vremenskim razmacima dolaze na detektor gdje se pojava svake komponente bilježi pojavom jednog pika na hromatogramu. Količina supstance pojedine komponente smjese koja prođe kroz detektor proporcionalna je površini pika te supstance. Dakle, iz hromatograma se mogu identifikovati: sastavne komponente smjese (kvalitativna analiza) i količina pojedinih komponenti u smjesi (kvantitativna analiza). Postoji više vrsta detektora, a koriste se u zavisnosti od supstanci koje se ispituju. Za detekciju i identifikaciju kanabinoida dovoljan je plameno-jonizacioni detektor, a posebno dobri rezultati se postižu kada se kao detektor koristi maseni spektrometar, jer se pored identifikacije na osnovu retencionog vremena, identifikacija se vrši i na osnovu masenog spektra svake komponente prisutne u hromatogramu tj. uzorku, što se može smatrati dvostrukom identifikacijom. 
Kvantitativni analitički pristup zavisi od toga da li se THCA i THC mjere odvojeno ili se mjeri tzv. „ukupan THC“ (tj. ukupna količina THC i THCA). Ovaj izbor je ponekad određen od strane nacionalnog zakonodavstva. Ako ne postoji zakonski uslov za određeni pristup, uobičajena praksa je da se mjeri ukupan THC, budući da najbolje predstavlja farmakološko djelovanje materijala.

Ukupan THC može se dobiti dekarboksilacijom THCA u THC, što se može provesti za vrijeme ili prije analize. U cilju dekarboksilacije prije analize ekstrakt uzorka može se staviti u blok za grijanje na 150°C u otvorenoj staklenoj bočici. Nakon isparavanja rastvarača, dekarboksilacija je završena u roku od pet minuta. Do potpune dekarboksilacije THCA može doći i tokom ubrizgavanja u nekim injektorskim sistemima gasne hromatografije, dok neki injektorski sistemi pokazuju veoma slabu dekarboksilaciju na istoj temperaturi. To je vjerovatno zbog različite geometrije injektora.
4. EKSPERIMENTALNI DIO
Ispitivana je koncentracija tetrahidrokanabinola (THC) i kanabinola (CBN) 20 uzoraka kanabis biljnog materijala (marihuana), koji su čuvani na sobnoj ambijentalnoj temperaturi. Biljni materijal korišten u istraživanju potiče sa različitih lokaliteta Republike Srpske. Analizom je određena koncentracija THC-a i CBN-a svježeg biljnog materijala (tzv. početna koncentracija), a potom su analizirani jednom godišnje tokom perioda od šest godina. Kao rezultat uzeta je srednja vrijednost tri analize. Koncentracija THC-a i CBN-a izražena je kao procentualno prisustvo odgovarajućeg kanabinoida u uzorku analiziranog biljnog materijala.
Za pripremu uzoraka primjenjena je jednostavna metoda koja se koristi u rutinskom radu, ekstrakcija pomoću hloroforma, bez derivatizacije i bez prethodne dekarboksilacije, s tim da je provjereno da do dekarboksilacije dolazi u samom injektoru gasnog hromatografa. Dakle, analizom je određivan tzv. ukupni THC. Kvantitativna analiza rađena je po metodi eksternog standarda, prema formuli:
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gdje je:

                 cx   – 
koncentracija odgovarajućeg kanabinoida (CBD, THC,  CBN) u uzorku, 

                 cR   – koncentracija referentnog standarda odgovarajućeg kanabinoida, 

                 cs   – 
koncentracija uzorka, 

                 As  – 
površina odgovarajućeg kanabinoida u hromatogramu uzorka, 

                 AR  – površina ref. standarda odgovarajućeg kanabinoida u hromatogramu standarda.

Analize su rađene tehnikom gasne hromatografije primjenom gasnog hromatografa marke „SHIMADZU“ , model GC-17A, pri radnim uslovima navedenim u slijedećoj tabeli:

Tabela 2. Radni uslovi gasnohromatografske analize 

	Kolona
	Kapilarna, SPB-5 (stacionarna faza kolone: 5% fenil-, 95% dimetilpolisiloksan), 15 m × 0,32 mm,  sa  filmom debljine 1 µm        

	Injektor
	Split/Splitless, temp. 290°C

	Injekcioni volumen
	1 μl - ručno injektiranje 

	Split ratio
	10:1

	Temperatura peći
	250°C izotermno

	Gas nosač
	azot konstantnog protoka 2 ml/min,

	Detektor
	FID (plameno-jonizacioni detektor), temp. 290°C, sa protokom H2 od 
30 ml/min i protokom vazduha od 300 ml/min. 

	Redoslijed eluacije
	CBD, THC, CBN
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Slika 3. Hromatogrami uzorka br. 3 – analize iz 2002. i 2004. godine

5. REZULTATI I DISKUSIJA
Rezultati analiza pokazali su da je početna koncentracija CBN-a 0,00 tj. nema ga u svježem biljnom materijalu. Izuzetno, kod pojedinih uzoraka koji nisu bili apsolutno svježi nađen je CBN u tragu. Isto tako, rezultati pokazuju da stajanjem ubranog biljnog materijala koncentracija THC-a opada sa vremenom, dok se koncentracija CBN-a povećava. Ta promjena koncentracija proporcionalna je vremenu čuvanja - što je uzorak stariji to sadrži manje THC-a, a više CBN-a. Iz odnosa njihovih koncentracija dobijenih analizama jasno je da se sav razgrađeni THC ne konvertuje u CBN, što ukazuje na postojanje i drugih proizvoda degradacije THC-a. Promjena koncentracije THC-a i CBN-a sa vremenom tj. odnos koncentracija CBN/THC i vremena čuvanja može poslužiti za određivanje približne starosti datog uzorka marihuane čuvanog na sobnoj temperaturi. Rezultati pokazuju da uzorci stari jednu godinu imaju prosječan odnos CBN/THC manji od 0,03.; kod uzoraka starih dvije godine odnos CBN/THC je oko 0,13 u prosjeku; nakon tri godine prosječan odnos CBN/THC je oko 0,45; nakon četiri godine oko 1,00; nakon pet godina 2,40; dok je nakon šest godina prosječan odnos CBN/THC oko 4,80.   
Tabela 3. Koncentracije THC-a i CBN-a dobijene analizom uzoraka marihuane (izražene u %)
	Br. uz.
	C0(THC)
	1.godina
	2.godina
	3.godina
	4.godina
	5.godina
	6.godina

	
	
	C1(THC)
	C1(CBN)
	C2(THC)
	C2(CBN)
	C3(THC)
	C3(CBN)
	C4(THC)
	C4(CBN)
	C5(THC)
	C5(CBN)
	C6(THC)
	C6(CBN)

	1
	17,30
	11,01
	0,11
	7,00
	0,29
	4,46
	0,67
	2,84
	0,91
	1,80
	1, 31
	1,15
	1,69

	2
	15,03
	9,09
	0,10
	5,51
	0,28
	3,35
	0,64
	2,03
	0,81
	1,23
	1,29
	0,75
	1,63

	3
	13,04
	7,95
	0,09
	5,49
	0,27
	3,38
	0,60
	2,15
	0,91
	1,37
	1,27
	0,98
	1,53

	4
	  9,04
	4,61
	0,07
	2,35
	0,15
	1,20
	0,28
	0,62
	0,40
	0,31
	0,57
	0,16
	0,61

	5
	  7,20
	3,64
	0,07
	1,84
	0,16
	0,93
	0,29
	0,47
	0,43
	0,24
	0,47
	0,12
	0,51

	6
	  6,40
	3,34
	0,06
	1,75
	0,18
	0,91
	0,43
	0,48
	0,67
	0,25
	0,70
	0,13
	0,73

	7
	  5,30
	2,71
	0,06
	1,39
	0,23
	0,70
	0,44
	0,36
	0,62
	0,18
	0,69
	0,10
	0,75

	8
	  5,25
	2,67
	0,05
	1,36
	0,21
	0,68
	0,46
	0,35
	0,59
	0,17
	0,71
	0,09
	0,76

	9
	  3,55
	1,79
	0,04
	0,90
	0,13
	0,46
	0,31
	0,23
	0,41
	0,12
	0,43
	0,05
	0,47

	10
	  3,00
	1,63
	0,02
	0,88
	0,05
	0,47
	0,17
	0,26
	0,28
	0,14
	0,33
	0,06
	0,36

	11
	  2,96
	1,60
	0,03
	0,87
	0,11
	0,47
	0,18
	0,25
	0,27
	0,14
	0,31
	0,07
	0,33

	12
	  2,95
	1,59
	0,04
	0,85
	0,12
	0,46
	0,30
	0,24
	0,38
	0,13
	0,42
	0,07
	0,43

	13
	  2,49
	1,27
	0,05
	0,65
	0,14
	0,33
	0,31
	0,17
	0,37
	0,09
	0,41
	0,04
	0,43

	14
	  2,30
	1,64
	0,04
	1,06
	0,14
	0,73
	0,29
	0,56
	0,36
	0,51
	0,40
	0,39
	0,47

	15
	  2,24
	1,34
	0,05
	0,81
	0,13
	0,48
	0,26
	0,29
	0,41
	0,17
	0,50
	0,10
	0,53

	16
	  2,22
	1,33
	0,04
	0,80
	0,12
	0,48
	0,23
	0,29
	0,40
	0,17
	0,49
	0,10
	0,51

	17
	  1,03
	0,67
	0,03
	0,44
	0,07
	0,29
	0,09
	0,19
	0,14
	0,12
	0,17
	0,08
	0,19

	18
	  0,79
	0,55
	0,02
	0,38
	0,06
	0,27
	0,09
	0,19
	0,15
	0,13
	0,19
	0,09
	0,21

	19
	  0,50
	0,31
	0,02
	0,20
	0,04
	0,12
	0,05
	0,08
	0,07
	0,05
	0,09
	0,03
	0,10

	20
	  0,20
	0,14
	0,01
	0,11
	0,03
	0,07
	0,04
	0,04
	0,05
	0,02
	0,06
	0,00
	0,07


Kinetički pristup reazultatima analiza uzoraka marihuane zahtjevao je da se, ako je moguće, ispita kojeg reda bi bila rekacija razgradnje THC-a. Koristeći integralnu metodu za određivanje reda reakcije pokazalo se najprihvatljivijim da se radi o reakciji prvog reda (prikazano u tabeli 4.), [image: image13.png]


. U prilog tome je i linearna zavisnost logc0/ct sa vremenom, što se vidi na dijagramu 2.
Tabela 4. Primjer određivanja konstante brzine hemijske rekcije 
	uzorak br.3

	vrijeme (god)
	cTHC [%]
	lnc0/ct

	0
	13,04
	

	1
	7,95
	0,495

	2
	5,49
	0,865

	3
	3,38
	1,350

	4
	2,15
	1,803

	5
	1,37
	2,253

	6
	0,98
	2,588

	kgraf.=0,450 godina-1


Konstanta brzine reakcije razlaganja THC-a za svih 20 analiziranih uzoraka određena je grafički, a srednja vrijednost konstante iznosi  k = 0,547 god. -1. 
Poluvrijeme ove reakcije [image: image15.png](ty/2
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 ) na osnovu prosječne vrijednosti dobijene konstante brzine raspada (konverzije) THC-a iznosi 1,27 godina tj. približno 1 godina, što znači da se procenat aktivne komponente prepolovi (smanji na polovinu početne vrijednosti) za samo godinu dana. Prema tome, prateći kao primjer uzorak br. 8. sa početnom koncentracijom 5,25 % za godinu dana ostalo bi još 2,6 % THC-a, što približno odgovara eksperimentalno dobijenoj vrijednosti. 
Za uzorke br. 3., 8. i 15. prikazani su i dijagrami zavisnosti cTHC = f(vremena) i [image: image19.png]


= f(vremena), na osnovu kojih se grafički određivala konstanta brzine ove hemijske reakcije kao reakcije prvog reda:
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Dijagram br.1.: zavisnost cTHC = f(t), za uzorke br. 3., 8. i 15.
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Dijagram br. 2.: zavisnost lnc0/ct = f(t), za uzorke br. 3., 8. i 15.

Dakle, kada se izvrši analiza uzorka kanabis biljnog materijala koji se čuva u depozitu, na osnovu analizom dobijene koncentracije THC-a (ct) i konstante brzine reakcije razlaganja THC-a, pomoću izraza za konstantu brzine reakcije prvog reda mogu se dobiti vrijedni podaci, na primjer može se izračunati početna koncentracija THC-a (c0) tj. koncentracija u vrijeme kada je biljka ubrana. Isti proračun upotrebljiv je i u obrnutoj situaciji: analizom svježeg uzorka dobijemo početnu koncentraciju (c0) i na osnovu konstante brzine reakcije može se izračunati koncentracija THC-a za neko određeno vrijeme (ct) tj. može se procijeniti za koliko vremena će koncentracija THC-a opasti ispod forenzički značajne vrijednosti (npr. ispod 0,2 % ili čak do 0,00). Koncentracija THC-a u raznim periodima može se i grafički određivati iz dijagrama zavisnosti koncentracije u funkciji vremena cTHC = f(vremena), a na osnovu koncentracije dobijene analizom u određeno vrijeme.
Za 20 uzoraka analiziranih jednom godišnje tokom peroida od šest godina (koncentracije navedene u tabeli 3.) izvršeno je izračunavanje postotka gubitka sadržaja THC-a u vremenu. Srednja vrijednost postotka gubitka sadržaja THC-a kod 20 uzoraka pokazuje da je nakon prve godine sadržaj THC-a niži u prosjeku za oko 45 % od početne vrijednosti, za dvije godine gubitak THC-a je u prosjeku oko 65 %, za tri godine oko 80 %, za četiri godine oko 88 %, za pet godina oko 92 %, za šest godina gubitak THC-a iznosio je oko 95 % u prosjeku (uz napomenu da je kod nekih uzoraka taj gubitak iznosio i preko 98 %). Jasno je da se proces degradacije THC-a odvija po višoj stopi u prvoj godini nego u narednim godinama. Moglo bi se reći da je postotak gubitka sadržaja THC-a u funkciji početne koncentracije istog tj. kod uzoraka sa većom početnom koncentracijom THC-a njegova razgradnja brža je u prvim godinama u odnosu na uzorke sa nižim početnim sadržajem THC-a (manjim od 1 %) kod kojih se razgradnja odvija ravnomjernije. Na dijagramu zavisnosti cCBN = f(t) vidljivo je da se i koncentracija CBN-a povećava po višoj stopi u prvim godinama nego kasnije. To je u korelaciji sa stopom opadanja koncentracije THC-a, a izraženije je kod uzoraka sa njegovom nižom početnom koncentracijom (uzorci br. 8. i 15.), što je i razumljivo jer se kod njih veći dio THC-a razgradio, npr. u petoj godini je cTHC ( 0,2 %.
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Dijagram br.3.: zavisnost cCBN = f(t), za uzorke br. 3., 8. i 15.

Prilikom obrade rezultata analiza uočena je određena varijabilnost između uzoraka, kako u procentu gubitka THC-a tako i kod nastanka CBN-a, što se odrazilo i na kinetičke konstante brzine reakcije. Ta varijabilnost se dijelom može pripisati heterogenosti uzoraka same biljke. Posebno kod kanabis biljke heterogenost sa aspekta sadržaja kanabinoida prisutna je po više osnova, zavisno od varijeteta biljke, geografskog područja, klime i uslova gajenja, da li je biljka ženska ili muška, različitih dijelova iste biljke sa različitim sadržajem THC-a i dr.. Dio ovih razlika minimizira se odabirom reprezentativnog dijela biljnog uzorka i homogenzacijom u fazi pripreme za analizu. Međutim, kod uzoraka pribavljenih zaplijenom nisu dostupni neki podaci, kao što su: varijetet od kojeg potiče sjeme, uslovi gajenja, klimatski faktori i sl., što na izvjesan način otežava uporedivost rezultata analiza različitih uzoraka.
Prilikom primjene ovog pristupa, kako za procjenu starosti kanabis uzoraka, tako i za retrogradnu procjenu koncentracije THC-a treba uzeti u obzir i razlike u uslovima čuvanja uzoraka biljnog materijala.

5. ZAKLJUČCI
Na osnovu kvantitativne analize starog biljnog materijala, a pomoću  kinetičkih parametara može se izvršilti retrogradna procjena koncentracije THC-a u vrijeme zaplijene materijala, što je bitan podatak u dokaznom postupku. 
Odnos koncentracija CBN/THC u vrijeme analize najvjerniji je pokazatelj približne starosti uzorka marihuane. Podatak o približnoj starosti uzoraka marihuane može poslužiti kao parametar za eliminaciju prilikom procjene o zajedničkom porijeklu zaplijenjenih uzoraka tj. okvirno profilisanje ove vrste uzoraka.

Rezultati ovog rada mogli bi se iskoristiti i u svrhu stručne preporuke o periodu u kojem ima smisla čuvati ostatake uzoraka kanabisa nakon analize. Ukoliko se za nekoliko godina psihoaktivni sastojak THC razgradi do nivoa mikrotraga tj. ispod forenzički značajne vrijednosti, onda svrha čuvanja ostataka uzoraka dugo vremena postaje upitna. 
S obzirom da se sav razgrađeni THC ne konvertuje u CBN jasno je da postoje i drugi proizvodi degradacije THC-a. Razgradnja se vjerovatno odvija preko složenih i nestabilnih intermedijera, čija identifikacija bi doprinijela određivanju mehanizma hemijske reakcije razgradnje. Za postupak njihove identifikacije neophodno bi bilo koristiti tehniku gasne hromatografije sa masenim spektrometrom kao detektorom (GC/MS), uz obaveznu derivatizaciju tokom pripreme uzoraka, u cilju lakšeg uočavanja nastalih derivata putem masene detekcije.
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		4		0		0.07		0.15		0.28		0.4		0.57		0.61

		5		0		0.07		0.16		0.29		0.43		0.47		0.51

		6		0		0.06		0.18		0.43		0.67		0.7		0.73

		7		0		0.06		0.23		0.44		0.62		0.69		0.75

		8		0		0.05		0.21		0.46		0.59		0.71		0.76

		9		0		0.04		0.13		0.31		0.41		0.43		0.47

		10		0		0.02		0.05		0.17		0.28		0.33		0.36

		11		0		0.03		0.11		0.18		0.27		0.31		0.33

		12		0		0.04		0.12		0.3		0.38		0.42		0.43

		13		0		0.05		0.14		0.31		0.37		0.41		0.43

		14		0		0.04		0.14		0.29		0.36		0.4		0.47

		15		0		0.05		0.13		0.26		0.41		0.5		0.53

		16		0		0.04		0.12		0.23		0.4		0.49		0.51

		17		0		0.03		0.07		0.09		0.14		0.17		0.19

		18		0		0.02		0.06		0.09		0.15		0.19		0.21

		19		0		0.02		0.04		0.05		0.07		0.09		0.1

		20		0		0.01		0.03		0.04		0.05		0.06		0.07
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