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Аннотация. Экспериментально определены константы распределения каннабидиола, каннабинола и тетра
гидроканнабинола в системах гексан – полярные органические растворители (метанол, этанол, пропиленгликоль, 
этиленгликоль, диэтиленгликоль, 2-метоксиэтанол, диметилсульфоксид, диметилформамид, ацетонитрил) и гексан – 
водно-органические смеси. Для определения концентраций веществ в растворах использовался метод газовой 
хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием. На основании полученных данных предложена 
методика пробоподготовки при определении каннабиноидов в объектах растительного происхождения.
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Abstract. Distribution constants of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol in systems hexane – polar organic 
solvents (methanol, ethanol, propylene glycol, ethylene glycol, diethylene glycol, 2-methoxyethanol, dimethyl sulfoxide, 
dimethylformamide, acetonitrile) and hexane – aqueous organic mixtures were determined experimentally. Gas chroma-
tography with mass spectrometric detection was used to determine the concentrations of substances in solutions. Based on 
the obtained data, a sample preparation technique for determining cannabinoids in objects of plant origin was proposed.

Keywords: cannabinoids; distribution constants; extraction sample preparation; gas chromatography; mass spectrometry.

Введение
Каннабиноиды представляют собой группу природных соединений, содержащихся в растениях ко-

нопли (Cannabis sativa). Одними из самых известных и часто встречающихся каннабиноидов являются 
дельта-9-тетрагидроканнабинол (ТГК), каннабидиол (КБД) и каннабинол (КБН). 

В настоящее время наблюдается увеличение количества товаров, содержащих коноплю и исполь-
зующихся в нелегальных целях, а также в качестве пищевых продуктов или лекарственных средств. 
К таким товарам относят чаи, кондитерские изделия, алкогольные и безалкогольные напитки, различ-
ные растительные масла с добавками конопли. Для обнаружения в их составе каннабиноидов обычно 
используют хроматографические методы после предварительной пробоподготовки. Пробоподготовка, 
как правило, заключается в одностадийной экстракции метанолом, этанолом либо смесью метанол – 
хлороформ (9 : 1 по объему) с последующим фильтрованием или центрифугированием без дополни-
тельной очистки экстрактов [1]. 

Стоит отметить, что при анализе широкого круга разнообразных объектов, таких как растительный 
материал или биологические образцы, содержащих каннабиноиды, нередко встречаются проблемы, 
связанные с их многокомпонентным составом. Переход в экстрагент совместно с целевыми компонен-
тами матричных веществ различной природы приводит к появлению на хроматограммах экстрактов 
большого количества пиков, затрудняющих интерпретацию получаемых данных, а иногда к ошибочным 
результатам. Кроме того, наличие термонестабильных компонентов в экстрактах вызывает загрязнение 
узлов хроматографа и сокращает межсервисный интервал.

Исходя из вышеизложенного, для надежного хроматографического определения каннабиноидов 
в сложных матрицах актуальной представляется разработка эффективных методов пробоподготовки, 
включающих извлечение и концентрирование аналитов и их отделение от матричных компонентов. Как 
показано в работах [2; 3], для выбора условий экстракционного выделения, разделения и концентри-
рования компонентов целесообразно использовать константы и коэффициенты распределения целевых 
компонентов в различных экстракционных системах. Данный принцип может быть применен и при 
анализе сложных объектов на содержание каннабиноидов.

Таким образом, целью настоящей работы является определение констант распределения каннаби-
ноидов между гексаном и полярными органическими растворителями и их смесями с водой для раз-
работки новых эффективных методик пробоподготовки при газохроматографическом анализе объектов, 
содержащих коноплю.

Экспериментальная часть
Реактивы. В ходе проведения исследований использовали органические растворители – н-гексан 

квалификации «х. ч.», ацетонитрил и метанол квалификации «для ВЭЖХ», диметилформамид (ДМФА) 
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квалификации «х. ч.», диметилсульфоксид (ДМСО), этиленгликоль, пропиленгликоль, диэтиленгликоль 
и 2-метоксиэтанол квалификации «ч. д. а.», этанол (96 об. %), а также каннабиноиды – КБД, КБН, ТГК. 
Структурные формулы изученных веществ показаны на рис. 1. Все исследованные каннабиноиды были 
предварительно извлечены в микроколичествах методом экстракции [1; 4] из объектов, которые посту-
пали на экспертизу в таможенную лабораторию Государственного института повышения квалификации 
и переподготовки кадров таможенных органов Республики Беларусь. Деионизированную воду получали 
с помощью системы очистки воды Milli-Q (Millipore, США). В качестве газа-носителя для газовой хро-
матографии использовали гелий (ООО «НИИ КМ», Россия) чистотой 99,999 9 %.

Рис. 1. Структурные формулы исследованных каннабиноидов: 
а – КБД; б – КБН; в – ТГК

Fig. 1. Structural formulas of the studied cannabinoids: 
a – cannabidiol; b – cannabinol; c – tetrahydrocannabinol

Аппаратура. Концентрации каннабиноидов в растворах определяли методом газовой хроматогра-
фии с одноквадрупольным масс-спектрометрическим детектированием (ГХ-МС) на приборах «Кри-
сталл 5000.2» с масс-спектрометрическим детектором (МСД) «Хроматэк» (ЗАО «СКБ “Хроматэк”», Рос-
сия) и Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Япония). Разделение веществ осуществляли 
на капиллярных колонках длиной 30 м с внутренним диаметром 0,25 мм и нанесенной неподвижной 
фазой DB-5MS толщиной 0,25 мкм (Agilent Technologies, США). 

Условия хроматографического разделения и детектирования. В испаритель вводили 1 мкл образца 
в режиме с делением потока (1 : 40). Температуру испарителя поддерживали постоянной (280 °С).

Линейная скорость газа-носителя составляла 37,2 см/с. Температуру термостата колонки поддержи-
вали на уровне 100 °С на протяжении 2 мин после инжекции, а затем поднимали до 300 °C со скоростью 
20 °C/мин и выдерживали в течение 28 мин. Температура линии передачи масс-детектора составля
ла 280 °C. Данные получали в режиме полного ионного тока (ТIC) в диапазоне отношений массы к за-
ряду (m/z) от 33 до 550 а. е. м. 

Определение констант распределения
Константы распределения каннабиноидов в экстракционных системах гексан – вода, гексан – метанол, 

гексан – этанол, гексан – ацетонитрил, гексан – ДМФА, гексан – ДМСО, гексан – этиленгликоль, гек-
сан – пропиленгликоль, гексан – диэтиленгликоль, гексан – 2-метоксиэтанол определяли при температуре 
(20 ± 1) °С и равновесной концентрации каннабиноидов в органической фазе от 10–5 до 10–2 моль/дм3. 
Для этого готовили растворы исследуемых каннабиноидов в гексане. Затем гексановые растворы добавляли 
к воде, полярным органическим растворителям или водно-органическим смесям и осуществляли экс-
тракцию перемешиванием на ротационном миксере при скорости вращения 35 об/мин в течение 3–5 мин. 
Для всех экстракционных систем, за исключением системы гексан − вода, проводили предварительное 
взаимное насыщение фаз. Соотношение объемов фаз выбирали таким образом, чтобы из гексановой фазы 
уходило не менее 30 % исходного количества вещества.

Методом ГХ-МС анализировали исходные (до экстракции) и равновесные (после экстракции) гекса-
новые растворы, определяли площади пиков исследованных веществ (Sисх и Sравн соответственно). Ввиду 
линейной зависимости площадей пиков на хроматограмме целевых компонентов от их концентрации 
в гексановых растворах при расчете констант распределения (P) в уравнении использовали площади 
пиков вместо концентраций веществ:

P
S

S S
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ðàâí

èñõ ðàâí

ïîë

ãåêñ
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где Vгекс и Vпол – объемы равновесных гексановой и полярной водно-органической или органической фаз 
при экстракции соответственно.

Каждый раствор вещества в органической фазе хроматографировали не менее двух раз. Исходя из 
полученных результатов параллельных опытов, значение стандартного отклонения P не превышало 15 %.
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Результаты и их обсуждение
Рассчитанные по экспериментальным данным значения lg P исследованных каннабиноидов между 

гексаном и полярными растворителями, гексаном и водно-органическими смесями, а также значения 
инкрементов (I ) метиленовой (— CH2 —), фенильной (Ph —), гидроксильной (— OH) и простой эфир-
ной (— O —) групп для этих экстракционных систем представлены в таблице. Величины инкрементов 
указанных групп приведены для иллюстрации экстракционных свойств изученных систем и объяснения 
наблюдаемого экстракционного поведения исследованных веществ.

Значения lg P КБД, КБН, ТГК, а также значения инкрементов метиленовой и функциональных групп 
в системах гексан – полярные растворители и гексан – водно-органические смеси

Values of lg P of cannabidiol, cannabinol, tetrahydrocannabinol, as well as values of increments 
of methylene and functional groups in the systems hexane – polar solvents and hexane – aqueous organic mixtures

Растворитель Содержание 
воды, об. %

I lg P
— CH2 — Ph — — OH — O — КБД КБН ТГК

Вода 100 0,63 2,0 –3,0 –0,8 >3,20 >3,20 >3,20

Метанол

5 0,14 0,2 –1,8 –0,8 –0,94 –0,61 –0,55
10 0,18 0,3 –2,1 –0,8 –0,63 –0,32 –0,45
20 0,24 0,6 –2,4 –1,0 –0,23 0,03 –0,21
40 0,33 1,2 –3,0 –1,3 0,56 0,30 0,42

Этанол
10 0,11 0,3 –1,4 – –0,72 –0,43 –0,16
20 0,14 0,5 –1,8 – –0,47 –0,16 0,41
40 0,25 0,8 –2,3 – 0,45 0,72 >1,60

Пропиленгликоль 0 0,23 – –2,2 – –0,62 –0,40 –0,27
Этиленгликоль 0 0,27 0,67 –2,9 –0,6 0,46 0,54 0,96

Диэтиленгликоль 0 0,20 0,2 –2,4 –0,4 –1,26 –1,11 –0,39
2-Метоксиэтанол 0 0,09 0 –1,5 –0,2 –0,39 –0,21 –0,05

ДМФА

0 0,11 –0,3 –2,0 –0,3 –2,38 –1,58 –1,42
5 0,15 –0,2 –2,2 –0,5 –2,03 –1,37 –0,96
10 0,19 –0,1 –2,3 –0,6 –1,82 –1,12 –0,76
20 0,25 0,2 –2,6 –0,6 –1,11 –0,49 –0,15
40 0,35 0,8 –2,8 –1,0 0,20 0,19 0,36

ДМСО

5 0,23 0,1 –2,6 –0,5 –1,98 –1,33 –0,75
10 0,25 0,2 –2,7 –0,5 –1,69 –0,93 –0,53
20 0,29 0,4 –2,8 –0,6 –0,68 –0,22 0,02
40 0,40 1,1 –3,0 –1,0 0,66 0,71 0,41

Ацетонитрил

0 0,13 –0,16 –1,6 –0,4 –1,17 –1,08 –0,72
5 0,17 –0,1 –1,8 –0,5 –1,11 –0,96 –0,55
10 0,19 0,01 –2,0 –0,5 –1,01 –0,81 –0,38
20 0,22 0,15 –2,1 –0,5 –0,79 –0,56 –0,14
40 0,26 0,56 –2,3 –0,6 –0,23 –0,10 0,31

П р и м еч а н и я: 1. Инкременты метиленовой и функциональных групп для исследованных систем растворителей взяты 
из работ [5; 6]. 2. Для систем гексан – вода и гексан – водно-ацетонитрильные смеси приведены инкременты гидроксильной 
и простой эфирной групп, связанных с фенильным радикалом, для остальных  систем – инкременты гидроксильной и простой 
эфирной групп, связанных с алифатическим радикалом.

Из представленных в таблице значений констант распределения каннабиноидов в системе гексан – 
вода видно, что они являются достаточно гидрофобными веществами. Данный факт можно объяснить 
значительным превышением вклада массивных гидрофобных углеводородных радикалов в логариф-
мы констант распределения веществ по сравнению с вкладом гидрофильных (— O — и — OH) групп, 
входящих в молекулы каннабиноидов. В случае когда гидроксильные и простые эфирные группы, 
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входящие в молекулы каннабиноидов, связаны с фенильным радикалом, значения их инкрементов бу-
дут на 0,2–1,4 единицы более положительными, что наблюдается в системах гексан – вода и гексан – 
водно-ацетонитрильные смеси [6–8]. Данное обстоятельство обусловливает еще большее повышение 
гидрофобности исследованных соединений.

При замене воды на полярные органические растворители происходит ослабление сольватации по-
лярных групп и резко падает сольвофобный эффект полярной фазы, на что указывают величины ин-
крементов метиленовой и гидроксильной групп. Поскольку изученные вещества содержат массивный 
углеводородный радикал и лишь две полярные группы (две группы — OH или группу — OH и груп-
пу — O —), то в результате замены воды на полярные растворители уменьшение сольвофобного эффекта 
превосходит ослабление сольватации полярных групп. В итоге это приводит к резкому падению констант 
распределения исследованных веществ, доходящему до 5 и более логарифмических единиц, как в случае 
использования систем с участием ДМФА и ДМСО. При этом величины lg P часто принимают отрица-
тельные значения, и появляется возможность количественного (>95 %) извлечения каннабиноидов из 
гексана при значениях lg P, меньших –1,28. 

Наиболее резкое падение констант распределения веществ наблюдается при переходе от воды к ДМФА 
и ДМСО. Это обстоятельство связано с совокупностью факторов, отличающих данные экстрагенты 
от других органических растворителей, а именно малой величиной инкремента метиленовой группы, 
большим сродством ДМФА и ДМСО к гидроксильным протонам, что проявляется в виде достаточно 
низкого инкремента гидроксильной группы, а также малой величиной инкремента фенильной группы, 
обусловленной проявлением π – π-взаимодействия с молекулами данных экстрагентов. Спирты занимают 
промежуточное положение между ДМФА и водой.

Как следует из таблицы, практически для всех исследованных экстракционных систем величины кон-
стант распределения уменьшаются в ряду ТГК > КБН > КБД, что объясняется следующими причинами:

1) снижением гидрофобности молекулы при дегидрировании. Так, КБН содержит на четыре атома 
водорода меньше, чем ТГК, что равносильно меньшей гидрофобности молекулы КБН, как если бы она 
содержала на две метиленовые группы меньше, чем молекула ТГК. Аналогичные явления характерны 
и для веществ других классов [2; 5; 6; 8];

2) более низким инкрементом гидроксильной группы по сравнению с инкрементом простой эфирной 
группы, что проявляется в более низких значениях lg P (КБД) относительно значений lg P (ТГК). При этом, 
ввиду того что разница между инкрементами простой эфирной и гидроксильной групп больше, чем ин-
кремент двух метиленовых групп, величины lg P (КБД) также меньше величин lg P (КБН) практически 
во всех рассмотренных экстракционных системах.

За счет относительно высокой величины инкремента метиленовой группы и низких констант рас-
пределения ДМСО является наиболее эффективным и одновременно селективным растворителем для 
извлечения каннабиноидов и отделения их от гидрофобных матричных компонентов при пробоподго-
товке объектов, содержащих данные аналиты. Однако в настоящей работе ДМСО, так же как и ДМФА, 
не применялся для пробоподготовки ввиду того, что эти растворители необходимо полностью удалять 
из экстрактов перед газохроматографическим анализом из-за возможной порчи хроматографической 
колонки вследствие растворения или смывания ими неподвижной жидкой фазы. Но так как ДМСО 
и ДМФА являются труднолетучими, то удаление их упариванием без потери аналитов представля-
ется сложной задачей. Использованию же экстракции гексаном для выделения аналитов из нелету-
чих растворителей после предварительного разбавления водой может препятствовать образование 
эмульсий. 

В свою очередь, применение гликолей в качестве экстрагентов, помимо их еще меньшей летучести, 
затруднено высокой вязкостью, что требует увеличения времени экстракции при извлечении целевых 
соединений из анализируемых объектов и приводит к медленному разделению фаз после экстракции. 
С практической точки зрения предпочтительнее использовать летучие растворители, которые можно лег-
ко упарить при невысокой температуре, – ацетонитрил или метанол. Ацетонитрил за счет более высокой 
величины инкремента метиленовой группы и его апротонного характера является более селективным 
растворителем, чем метанол. По этой причине ацетонитрильный экстракт будет содержать значительно 
меньше примесей как гидрофобной, так и гидрофильной природы (белков, углеводов, аминокислот, 
жиров и т. д.).

На основе полученных данных разработана следующая методика определения каннабиноидов в об-
разцах растительного происхождения. 

1. На лабораторных весах взвешивают 0,2 г образца, содержащего продукты конопли.
2. Образец помещают в пробирку, добавляют 2 мл ацетонитрила, а затем нагревают до кипения на 

спиртовке.
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3. Полученный экстракт охлаждают, переносят в другую пробирку и промывают 0,5 мл гексана путем 
встряхивания в течение 30 с для удаления гидрофобных примесей. При этом потери каннабиноидов 
в соответствии с их константами распределения не превышают 5 %. Ацетонитрильный слой отделяют, 
переносят в другую пробирку и упаривают досуха.

4. К сухому остатку добавляют воду и гексан в соотношении 1 : 1 и энергично встряхивают в течение 
2–3 мин. В водный слой переходят гидрофильные матричные компоненты, а в гексановый слой количе-
ственно переходят каннабиноиды. Гексановый слой отбирают и анализируют методом ГХ-МС.

Данная методика была апробирована на товаре, заявленном как смесь зеленого чая и конопли. Эта 
смесь поступила на экспертизу в таможенную лабораторию Государственного института повышения 
квалификации и переподготовки кадров таможенных органов Республики Беларусь.

Для сравнения степени извлечения каннабиноидов из упомянутого выше объекта и очистки экстрак-
тов от матричных компонентов была проведена аналогичная вышеизложенной пробоподготовка с ис-
пользованием в качестве экстрагента 95 % (по объему) водного раствора метанола вместо ацетонитрила. 
Полученные хроматограммы представлены на рис. 2.

Рис. 2. Наложенные хроматограммы ацетонитрильного и метанольного экстрактов 
смеси зеленого чая и конопли до экстракционной очистки (a) и после очистки и перевода аналитов в гексан 

по разработанной методике пробоподготовки (б)
Fig. 2. Overlaid chromatograms of acetonitrile and methanol extracts 

of a mixture of green tea and hemp before extraction purification (a) and after purification 
and transfer of analytes to hexane using the developed sample preparation method (b)

Из рис. 2, a, и рис. 3 видно, что исходный ацетонитрильный экстракт «чище» метанольного, хотя 
и извлекает меньше изученных каннабиноидов. Метанол экстрагирует больше смол, хлорофилла, по-
лярных органических соединений из исходного образца, что проявляется на хроматограмме в виде более 
многочисленных и интенсивных пиков матричных компонентов. Очистка экстрактов по предложенной 
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методике пробоподготовки с переводом каннабиноидов в гексан позволяет снизить число и интенсивность 
пиков матричных компонентов на хроматограмме (см. рис. 2, б). При этом сохраняется возможность ана-
лизировать экстракты исследуемых объектов на содержание каннабиноидов.

Рис. 3. Фотографии ацетонитрильного (а) 
и метанольного (б) экстрактов анализируемого объекта

Fig. 3. Photographs of acetonitrile (a) 
and methanol (b) extracts of the analysed object

Заключение
Таким образом, представленная методика пробоподготовки позволяет эффективно очистить иссле-

дованный растительный образец от матрицы, что показано на рис. 2. На первом этапе пробоподготовки 
с использованием систем гексан – ацетонитрил или гексан – 95 % (по объему) водный раствор метанола 
отделяются гидрофобные соединения, которые переходят в гексановый слой. На втором этапе происхо-
дит отделение гидрофильных соединений с помощью системы гексан – вода. Разработанная методика мо-
жет применяться для пробоподготовки растительных образцов при анализе на содержание каннабиноидов.

Значения констант распределения, полученные в данной работе, могут быть использованы для раз-
работки методик определения каннабиноидов и в других объектах, содержащих большое количество 
жиров и гидрофильных примесей.
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