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ZUR CHEMISCHEN KLASSIFIZIERUNG VON PFLANZEN

XXV. QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON I—IASCHISCH-INHALTSSTOFFEN
NACH DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE*

FRIEDHELM KORTE uvnpo HELMUT SIEPER
Organisch-Chemisches I'nstitut dev
Universitit Bonn (Deutschland)

(Eingegangen den 24. Juli 1963)

Die Bestimmung der Haschisch-Inhaltsstoffe Cannabidiolsdure (CBDS), Cannabidiol
(CBD), Tetrahydrocannabinol (THC) und Cannabinol (CBN) hat beachtliche Be-
deutung gewonnen fiir die polizeiliche Kontrolle des illegalen Haschischhandels! und
fir die Ziichtung Haschisch-armer Hanfpflanzen zur Fasergewinnung? In jlingster
Zeit gelang es uns, Haschischextrakte an Dimethylformamid-iinpriagnierten Kieselgel-
Diinnschichten in die Cannabinolverbindungen aufzutrennen3. Wegen der ausser-
ordentlich grossen Trennschérfe und des geringen Zeitbedarfs schien dieses Verfahren
als Grundlage fiir eine genaue und schnelle Bestimmung der Cannabinole besonders
geeignet. Eine solche Methode beansprucht um so grosseres Interesse, als die Litera-
‘turmethoden sich im allgemeinen auf eine grobe Bestimmung einzelner Komponenten
beschrédnken?, oder einen unverhéiltnismissig grossen Arbeits- und Zeitaufwand er-
fordern?.

Die quantitative Bestimmung diinnschichtchromatographisch aufgetrennter
Verbindungen erfolgt am besten nach ihrer Elution vom Adsorbens spektrophoto-
metrisch. So konnten wir nach diesem Verfahren genuine Anthrachinonglykoside
und -aglykone in Extrakten von Cortex frangulae mit einer Messgenauiglkeit von
+ 5% erfassen’. Eine analoge Ubertragung auf die Cannabisanalytik bereitete
jedoch erhebliche Schwierigkeiten. Die direkte spektrophotometrische Auswertung
der fiir die Cannabinole charakteristischen U.V.-Absorptionsmaxima bei 270-280 mu
erwies sich als unmoéglich, da wegen der niedrigen Extinktionskoeffizienten dieser
Verbindungen fiir eine genaue Messung nur ungentiigend hohe Eluatkonzentrationen
erreicht werden konnten. Dagegen gelang es, die getrennten Substanzen auf dem
Chromatogramm reproduzierbar in farbige Aéoverbindungen mit hohen Extinktions-
koeffizienten iUiberzufithren und nach ihrer Elutlon im sichtbaren Spektralbereich zu
photometrieren.

Zum Studium der systematischen Fehler dieser Methode wurde ein Gemisch aus
gleichen Teilen von genuinem CBD, synthetischem CBN und synthetischem THC
vom Schmp. 62°7 bandfdérmig iber 16 cm auf Dimethylformamid-gesittigten Kiesel-
gel-Diinnschichten aufgetragen und mit Cyclohexan chromatographiert. Fiir die
Anfdrbung der Cannabinole wihlten wir Echtblausalz B, Merck, in alkalischer
Losung. Wie ausgefithrt wurde’, entstehen mit diesem Reagens so charakteristisch
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gefdrbte Verbindungen, dass ihre sichere Identifizierung ohne die Hilfe andersartiger
Farbreaktionen an Vergleichschromatogrammen moglich ist. Bei zweimaligem
Besprithen wird eine vollstindige Umsetzung erreicht, ohne dass sich die schwach
gelbe Untergrundfirbung stérend auswirken konnte.

Das Ablésen der Farbstoffe vom Adsorbens erfolgte nach der schon fiir die
Anthrachinonbestimmung ausgearbeiteten Elutionstechnik®. Als bestes Losungs-
mittel eignete sich ein Gemisch aus gleichen Teilen Eisessig und Methanol. Die auf
dem Sorptionsmittel irreversibel festgehaltenen Farbstoffmengen waren sehr gering.
Die Absorptionsspektren der Farbstofflosungen und eines in analoger Weise erhalte-
nen Kieselgelblindeluats wurden mit dem Spektrophotometer Beckman DK I in
Durchsicht vermessen und sind Fig. 1 zu entnehmen.
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Fig. 1. Absorptionsspektren der Cannabinolverbindungen nach Diinnschichtchromatographie und
Umsetzung mit Echtblausalz B (gemessen in Lésung nach Elution mit Eisessig—~Methanol (xr:1)). 1
= CBD-Azofarbstoff; II = CBN-Azofarbstoff; 111 = THC-Azofarbstoff; IV = Kieselgelblindeluat.

Wie man erkennt, ist die Absorption des Kieselgelblindeluats im Absorptions-
maximum der Cannabinole sehr klein. Die Messergebnisse zeigten die geringste
Streuung, wenn die Substanzldsung gegen reines Losungsmittel vermessen und die
getrennt bestimmte Kieselgelblindabsorption davon abgezogen wurde. Die Lésungen
zeigten auch nach 3-monatigem Stehen keine Anderung der Absorptionslage und
Extinktionshohe.

Um Aussagen iiber den Giiltigkeitsbereich des Lambert-Beerschen Gesetzes
machen zu kénnen, wurden o.1-proz. Lésungen der Cannabinole in unterschiedlichen
Mengen chromatographiert und spektrophotometriert. Die Ergebnisse sind in Fig. 2
dargestellt.

Die maximale Abweichung der Messpunkte der Ausgleichsgeraden liegt zwischen
Konzentrationen von 2 und 8 ug/ml bei 5 voneinander unabhiingigen Bestimmungen
unter == 5 %. Innerhalb dieses Konzentrationsbereiches verlaufen die Kurven linear.
Daraus kann man schliessen, dass auf dem Chromatogramm eine stéchiometrische
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Fig. 2. Eichkurven der Cannabinolverbindungen nach Diinnschichtchromatographie und Umset-
zung mit Echtblausalz B (gemessen in Lésung nach Elution mit Eisessig—~Methanol (1:1) im Maxi-
mum der Absorption). I = CBD-Azofarbstoff; II = CBN-Azofarbstoff; I1I = THC-Azolarbstcff.
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Fig. 3. Eichkurven der Cannabinolverbindungen im Giiltigkeitsbereich des Lambert-Beerschen
Gesetzes. I = CBD-Azofarbstoff, 2600 — 72.5; II = CBN-Azofarbstoff, “§J¥L — 750; 111 —
THC-Azofarbstoff, lo—gc# = 78.8. '
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oder zumindest proportionale Umsetzung der Cannabinole mit dem Reagens und
eine der Farbstoffimenge proportionale Elution erfolgt.

In Fig. 3 sind die Ausgleichsgeraden im Linearitéitsbereich gesondert aufge-
zeichnet. Die daraus ermittelten praktischen Extinktionskoeffizienten gestatten die
direkte Berechnung unbekannter Cannabinolkonzentrationen nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz aus den Extinktionswerten der Diinnschichteluate.

Cannabis- oder Haschischextrakte kénnen ohne vorherige Reinigung fiir die Be-
stimmung der Cannabinole eingesetzt werden. Farbige Begleitsubstanzen sowie
Cannabinol-fremde Substanzen, die mit Echtblausalz farbige Verbindungen geben,
stéren im allgemeinen nicht, da ihre Laufgeschwindigkeiten auf dem Chromatogramm
von denen der Cannabinole gentigend verschieden sind. Cannabidiolsiure konnte
nach der beschriebenen Methode nicht bestimmt werden, da sie im Lésungsmittel-
system Dimethylformamid—-Cyclohexan am Startpunkt zuriickbleibt. Versuche,
adsorptionschromatographisch an Diinnschichten in einen giinstigen Rg-Bereich zu
kommen, sind noch nicht abgeschlossen. Wie berichtet wurde?, waren in allen unter-
suchten Haschischextrakten drei auf dem Chromatogramm eng benachbarte, aber
scharf voneinander getrennte Tetrahydrocannabinole nachweisbar, die mit THC I,

TABELLE I
GEHALT AN CANNABINOLEN IN CANNABISEXTRAKTEN"

% der Trockendroge

CBD THCI THCII CBN
Nigeria UNC 59 — 0.079 0.019 0.481
Brasilien UNC 61 —_ ©0.190 Spuren 0.410
Cypern UNC 33 —_ 0.230 0.150 0.060
Marocco UNC 21 0.129 0.096 Spuren 0.123
Genf UNC 51 0.129 0.059 0.028 0.017
Kanada UNC 37 0.103 Spuren Spuren —_—

* Der Zeitbedarf fiir die Bestimmung der 4 IKXomponenten in Rohextrakten liegt bei 4-3
Stunden. Zwei getrennte Analysen reichen im allgemeinen fiir eine Genauigkeit von + 59 aus.

THC 11 und THC III bezeichnet wurden. THC ITI war in nicht bestimmbar kleinen
Mengen enthalten. Fiir eine angen#dherte Bestimmung von THC I und THC IT aus
den Extinktionswerten der Umsetzungsprodukte mit Echtblausalz wurde der fiir das
synthetische THC vom Schmp. 62° ermittelte Extinktionskoeffizient eingesetzt
(siehe Eichlkurve III in Fig. 3). Als Beispiel einer Bestimmung sind die Analysen-
werte einiger Haschischextrakte in Tabelle I zusammengestellt.

EXPERIMENTELLER TEIL

Je 10 g Haschisch oder lufttrockener und von groben Stengeln befreiter Cannabis
werden in 50 ml dest. Petrolidther (Sdp. 40-60°) suspendiert und 2 Min. bei Raum-
temperatur unter stindigem Durchleiten eines lebhaften N,-Stromes mit einem
Ultraturrax zerkleinert und extrahiert. Der Filtrationsriickstand wird 3-5 mal mit
je 30 ml Petrolidther nachextrahiert, bis das Filtrat eine nur noch schwache Farb-
reaktion mit Echtblausaiz B gibt. Die vereinigten Filtrate werden bei Raumtempera-
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tur in einem Rotationsverdampfer zur Trockne eingedampft und mit Heptan, dem
wenige Tropfen Methylithylketon und Athanol zugefiigt wurden, auf genau ro-proz.
Lésungen eingestellt.

Auf 20 x 20 ¢m Glasplatten werden Diinnschichten von Kieselgel G, Merck, in
einer Dicke von 250 x mit dem Streichgerit der Fa. C. Desaga, Heidelberg, nach der
Vorschrift von STAHL? hergestellt und in der frither beschriebenen Weise® mit einer
Mischung von 60 Vol. % N,N-Dimethylformamid und 40 Vol. % CCl,; iiber eine
Chromatographiestrecke von 1z cm imprégniert.

Wiahrend des Abdunstens von iiberschiissiger Imprégnierungsfliissigkeit, wozu
-2 Stunden erforderlich sind, werden 2.5 cm oberhalb der unteren Schichtkante
10-30 ul des zu bestimmenden Haschischextraktes mit einer Mikrosyringe, 3 cm
von der Seitenkante her angefangen, tiber eine Strecke von 13 cm bandférmig auf-
getropft. Dabei ist darauf zu achten, dass die Sorptionsschicht nicht beschéidigt
wird und sich die Testldsung iliber héchstens 0.5 cm nach oben und unten ausbreitet.
Auf dem ausgesparten 3 cm breiten Seitenstreifen konnen fir Vergleichszwecke 3 ul
einer o.1-proz. Losung eines Gemisches von CBD, CBN und THC oder ein Cannabis-
bzw. Haschischextrakt bekannter Inhaltsstoffe aufgetragen werden. Es wird mit
Cyclohexan chromatographiert, wozu ca. 30 Min. benétigt werden.

15 mg Echtblausalz B, Merck, das zweckméissigerweise bei 0° aufbewalhrt wird,
werden in 20 ml V/10 NaOH kalt gel6st und durch eine Glasfritte filtriert. Die Losung
wird beim Stehen allméhlich braun und ist nach 5 Min. nicht mehr verwendbar.
Sie wird daher unmittelbar nach ihrer Herstellung mit einem Spriither der Fa. C.
Desaga unter N,-Druck auf die waagerecht liegende Platte im Abstand von ca. 30 cm
so aufgenebelt, dass die gesamte Adsorptionsschicht gleichméssig transparent wird,
ohne dass bei seitlicher Betrachtung ein Feuchtigkeitsfilm sichtbar wird. Das Chro-
matogramm wird mit dem Kaltluftstrom eines Féhns getrocknet und wie vorher mit
einer frischen Reagensldsung nachbehandelt. CBDS bleibt als orangeroter Fleck am
Startpunlkt zuriick. Es folgen mit steigenden Rp-Werten: CBD (orangerot), CBN
(dunkelviolett), THC I (weinrot) THC IT (hellviolett) und THC III (rosa).

Die 0.3—1 cm breiten Zonen der Cannabinol-Azofarbstoffe werden mit einem
spitzen Bleistift umrandet, mit einem flachen Spatel von 3 mm Breite abgekratzt und
quantitativ in Ro6hrchen von 2 ml Fassungsvermogen iibergefithrt. Der Farbstoff
wird durch Schiitteln mit r ml eines Gemisches aus gleichen Vol. Teilen Eisessig
und Methanol extrahiert. Man ldsst absitzen und filtriert mit reduziertem Wasser-
strahlvakuum durch eine Glasfritte Schott G 3 unmittelbar in einen 2.5 ml Mess-
kolben. Es wird zweimal mit je 0.5 ml Lésungsmittel nachextrahiert und bis zur
Marke aufgefiillt. Zur Herstellung einer Kieselgelblindlosung wird unterhalb der
Startlinie des Haschischextraktes eine den Testmengen entsprechende Menge sub-
stanzireier, aber mit der Reagenslésung behandelte Kieselgelzone extrahiert.

Die Absorptionsspektren der Cannabinol-Azofarbstoffe und des Kieselgel-
blindeluats werden mit einem selbstregistrierenden Spektrophotometer im Wellen-
lingenbereich von 600—400 mu gegen reines Losungsmittel (Eisessig—Methanol (1:1))
aufgenommen. Vom Extinktionswert der Substanzlésung im Wellenlingenmaximum
wird der Kieselgelblindwert gleicher Wellenlidnge abgezogen. Zur Konzentrations-
berechnung nach dem Lambert-Beerschen Gesetz werden folgende Extinktions-
koeffizienten eingesetzt: CBD #2.5; CB!i 75.0; THC I und THC II 78.8.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Haschisch-Komponenten Cannabidiol, Tetrahydrocannabinol und Cannabinol
werden nach ditinnschichtchromatographischer Trennung und Umsetzung zu Azo-
farbstoffen spektrophotometrisch bestimmt. Die 1. ue Methode ist auch auf Cannabis-
und Haschisch-Rohextrakte anwendbar.

SUMMARY

The hashish components cannabidiol, tetrahydrocannabinol and cannabinol are
determined spectrophotometrically after separation by thin-layer chromatography
and formation of azo-derivatives. The new method can also be applied to crude
extracts of cannabis and hashish.

LITERATUR

G. FarMiro, United Nations Secretaviat Document, St[StOA[SER S/7 (1962).
G. FarMmiro, United Nations Secretaviat Document, St[StOA[SER S/4 (1961) 15.
Korre unp H. SiEPER, J. Chromatog., 13 (1964) go.
C. FurroNn, Ind. Eng. Chem., 14 (1942) 407;
A. Raposevié, M. Kurinié unDp Lj. GRLIC, Nature, 195 (1962) 1007;
L3.GRru1C, J. Pharm. Pharmacol., 13 (1961) 637.
5 O. E. Scnurtrz UND G. HAFFNER, Avch. Pharm., 203 (1960) 1.
¢ H. Sierer, R, Longo unDd F. KoRTE, A#ch. Pharm., 2906 (1963) 403.
? F. KorTE UND H. S1EPER, An#n., 630 (1960) 71.
8 BE. StaHL, Chemiker-Zig., 82 (1958) 323; Z..4nal. Chem., 181 (1961) 303; Avch. Pharm., 2902 (1959)
411,

[ ST

=3

C.
C.
.
C.

J. Chromatog., 14 (1964) 178-183



