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SISSEJUHATUS

Kannabinoidid on looduslikke Gihendite perekond, mis leidub kanepi ehk Cannabis sativa taimes.
Osa nendest omavad psilihhoaktiivset efekti ja mdjutavad kesknarvisiisteemi, tekitades inimese
sOltuvust. Kdige levinum ja taimes kdige suuremas kontsentratsioonis leiduv kannabinoid delta-9-
tetrahlidrokannabinool ehk THC omab just narkootilist efekti. Kanepit suitsetatakse nii puhtal kujul
kui ka segatuna tubakaga, vahel manustatakse ka toidu kaudu — kiipsetatuna kookide v&i kiipsiste
sees.

Monedel riikides kanepi tarvitamine on legaliseeritud, kuid enamasti ja ka Eestis on see esimene
keelatud uimasti. Kdige uuem 2020. aasta rahvastiku tervisekditumise uuring naitab, et viimase 30
paeva jooksul oli kanepit tarvitanud ligi 5% vastanutest (mehed 7% ja naised 3%), kusjuures
vanusegrupis 16-24 aastat oli seda teinud 21% meestest ja 10% naistest, kuna vahendajate kaudu
on see kdllalt kergesti kattesaadav. (1)

Kuid kanepi metaboliidid on tanapdevaste testidega organismis tuvastatavad umbkaudu 30 padeva
jooksul parast tarvitamist, seega on tungiv vajadus kiirete, kuid tundlike uuringute meetodite jarele
téokohal, autojuhtimise vGi uimastiravi ajal. (2)

Mitmed klassikalised kannabinoidide m66tmise meetodid (naiteks gaasikromatograafia) omavad
piisavalt puudusi kannabinoidide effektiivseks anallilisiks. Need meetodid on kallid, ei ole
keskkonnasdbralikud, aega ndudvad ja tanu pikale proovi ettevalmistus protseduurile omavad
suurt siistemaatilise vea panust tulemustesse. lllegaalne kanepi laialdane tarvitamine on (ldiselt
pohjuseks, miks kannabinoide uuritakse intensiivselt ning uute meetodite otsimine tarvitamise
madramiseks on muutunud Uha populaarsemaks viimasel ajal. Antud t66s THC mdaaramiseks
proovides kasutati Ght konkurentsivoimelist alternatiivset meetodit — kapillaarelektroforees (inglise
keeles Capillary Electrophoresis ehk CE) fluorestsents detektoriga. Selle meetodi eeliseks on kdrge
selektiivsus kannabinoidide analtisil, samuti lihike anallilisi teostamise aeg, vaikesed
proovikogused, aparatuuri lihtsus ja mobiilsus.

Antud t00 tulemused on seotud pikkajalise Eesti Politseiameti ja Tallinna Tehnikadllikooli
koostdoprojektiga, mis sai alguse 2016 ja kehtib Ghel vai teisel kujul siiamaani. Seega antud t606s on
esitatud ainult neid uuringud, mida autor tegi ise.

T60 eesmargid:

e Huvipakkuvate kemikaalide 3D-FLU spektire leidmine.

e Huvipakkuvate kemikaalide anallilis CE-FLU meetodiga sisestandardi leidmiseks.

e Huvipakkuvate kemikaalide analliis CE-FLU meetodiga analiilsi valepositiivse vastuse ohu
tapsustamiseks.

Too on jaotatud kolmeks peatiikiks: esimene peatiikk annab kanepi ja kannabinoidide (ilevaade,
samuti vaadatakse THC anallilisi meetodid, kirjeldatakse ka kapillaarelektroforeesi meetodi (CE)
fluorestsents detekoriga (FLU) t66p6himé&te ning THC anallilis selle meetodiga. Samuti on ara
toodud kasutatud arvutusvalemid ning peamised pohimdtted. Teine peatiikk kasitleb t66



eksperimentaalses osas kasutatud materjale, proovide valmistamise metoodikat ja analiiliside
teostamise tingimused. Kolmandas peatiikis kirjeldatakse ning anallilisitakse eksperimentaalse t66
kdigus saadud tulemusi, tehakse neist jareldusi. Kdikide analiilitide SFS pildid on kattesaadavad
pilvelingiga lisas Lisa 1, osa katsete tulemused on lisanud t60 sisus.



TEOREETILINE OSA

1.1. Kanep ja kannabinoidid

Kanep ehk Cannabis sativa on laialt levinud Gheaastane 2 — 5 meetri kdrgune pddsataoline taim,
mis kasvab nii parasvootmes kui ka troopilises voondis. Kanepil on erinevaid liike (harilik kanep,
india kanep jm) ja hulk kasutusalasid — kdie tegemine, toidu valmistamine, ravimite tootmine ja
illegaalselt monuainena suitsetamine.. (1)

Kannabinoidid on looduslikke Ghendite klass, mida leidub kanepis ja selle to6tlemisproduktides.
Looduslikke kanabinoidide klassi nimetatakse ka flitokannabinoidideks. Keemiliselt kannabinoidid
kuuluvad aromaatsete terpenoidide riihma. Kanep voib sisaldada mitut sada (lle 400)
farmakoloogiliselt aktiivset Gihendit, nende hulgas on umbes 60 — 70 kannabinoidi. (2)

1.2. THC molekul

Kbige tuntum kannabinoid on delta-9-tetrahlidrokannabinool ehk A9-THC ehk THC (edaspidi: THC),
sest just see aine leidub taimes kdige suuremas kontsentratsioonis ja praeguseks ajaks on kdige
rohkem uuritud. THC on peamine psiihhoaktiivne aine kanepis, mis mdjutab kannabinoisetele CB1
retseptoritele, mis asuvad enamasti aju narvirakkudes ja CB2 retseptoritele, mis asuvad
leukotstititides ja ka paljudes teistes kudedes, kuid vaatamata sellele esineb tal ka raviomadusi nagu
naiteks valuvaigisti, pdletiku- ja iiveldus vastane toime. (2,3)

THC molekuli valem on Cy1H300; (Joonis 1), molaarmass on 314,5 g/mol ja pKa vaartus on 10,6,
seega korge pH juures THC molekul on ioniseeritud. Molekuli CAS number on 1972-08-3 ja
kanooniline SMILES — CCCCCC1=CC(=C2C3C=C(CCC3C(0C2=C1)(C)C)C)O. (4)

Alustelistes tingimustes tekib elektroni negatiivne laengu loovutamist fenooli hapnikule. (Joonis 2)
Hidroksudlriihmade deprotoneerimise tulemusena tekib THC molekulil (iht negatiivset laengut.
THC hasti lahustub metanoolis, etanoolis, atsetonitriilis ja dimetilsulfoksiidis, kuid halvasti
lahustub vees. (5)

Joonis 1. THC keemiline struktuur (36) Joonis 2. THC molekuli laeng pH séltuvuses (4)



1.3. THC madramismeetodid siiljes

Kannabinoidide maaramiseks siljes kasutatakse erinevaid analiitiliseid meetodeid. Neid vdib
jagada kahte riihma: skriiningu meetodid (immunoloogilised kiirtestid), mida on vdimalik teostada
vélitingimustel ja tdestavad meetodid laboris (gaaskromatograafia (inglise keeles Gas
Chromatography ehk GC), vedelikkromatograafia (inglise keeles Liquid Chromatograhy ehk LG),
massispektroskoopia (inglise keeles Mass Spectroscopy ehk MS) ja nende kolme erinevad
kombinatsioonid nagu GC-MS, LC-MS. Tdestavaid meetodeid kasutatakse sel juhul, kui skriiningu
testi tulemus on positiivne.

1.3.1. ELISA meetod

Immuunanaliitsi peamine puudus on korge valepositiivsete tulemuste tdendosus. Proov, mille
tulemus on positiivne nduab alati teist meetodit testi kinnitamiseks.

2013. aastal National Roadside Survey of Alcohol and Drug Use by Drivers koguti juhtidelt 1 ml
suuvedeliku proovi. THC olemasolu suuvedelikus skriiniti esmalt immuunoensiimmeetodi (ELISA)
abil. Selle meetodiga analiilisimisel THC minimaalne tuvastatav skriinimiskontsentratsioon
suukaudses vedelikus oli 4 ng/ml. Proove, mille THC kontsentratsioon > 4 ng/ml testiti tdiendavalt,
kasutades LC-MS-MS tehnoloogiat minimaalse tuvastatava THC kontsentratsiooniga suukaudses
vedelikus 2 ng/ml. (6)

1.3.2. GC-MS meetod

Gaasikromatograafia puhul on vajalik kannabinoidide eelnev derivatiseerimine THC koguse
analldsimisel, sellele sobiks nditeks metileerimine, atsetileerimine ja siliililimine.
Derivatiseerimisagendid reageerivad kannabinoidide —OH rihmadega (nii alkoholiga kui
karbokslllhappega), muutes kannabinoidid lenduvaks ning termiliselt stabiilsemaks.
Gaasikromatograafia detektoriteks sobivad leekionisatsioonidetektor (FID) ja massspektromeetria
(MS) ning kolonniks sobib kitsa labimddduga kapillaarkolonn. (7)

Naiteks, 2018. aastal Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) ajakirjas Itaalia teadlased
avaldasid oma pilootuuringu tulemusi, mida kasitlesid kannabinoidide maaramist kuue inimese
suuvedeliku proovi parast 1 g "kerge kanepi" (THC sisaldus < 0,2 %) suitsetamist. THC
kvantifitseerimiseks rakendati valideeritud gaasikromatograafia-massispektromeetria (GC-MS)
meetodit. Tulemusena said, et suuvedeliku proovi THC kontsentratsioon oli esimese 30 minuti
jooksul parast suitsetamist vahemikus 2,5 — 21,5 ng/ml ja seejarel vihenesid vdartused aeglaselt.

(8)

1.3.3. LC-MS-MS meetod

Vedelikkromatograafias saab maarata THC ilma derivatiseerimiseta. Anallilis toimub uldiselt
poordfaasikolonnis, detektoriks kasutatakse Gldjuhul fotodioodmaatriks detektorit ning valguse
absorptsiooni registreeritakse lainepikkustel 220 nm ja 240 nm. (7,9)
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Naiteks, 2020. aastal Garnet McRae ja Jeremy E. Melanson tooétasid valja kvantitatiivse
vedelikkromatograafia-tandemmassspektromeetria meetodi, mis on lihtne, usaldusvaarne,
spetsiifiline ja tdpne kanepis ja kanepis sisalduva 17 kannabinoidi analllsimiseks. Vedel-tahke
proovi ekstraheerimine koos lahjendamisega kalibreerimisvahemikus 10 — 10 000 ng/mL and LC-
MS/MS-analiitis voimaldab maatriksis mddta 0,002 — 200 mg/g (0,0002 — 20,0%) proove. (10)

1.4. Kapillaarelektroforees

Kapillaarelektroforees ehk KE on lahutusmeetod, mis pdhineb laetud osakeste liikumisel erineva
kiirusega elektrivalja mojul kapillaarkolonnis. (11)

Tanapaeval see on Uks populaarsematest analiitilistest lahutusmeetoditest maailmas. Efektiivne
lahutamine liuhikese aja jooksul, minimaalne reaktiivide ja proovi kogus, seadme mobiilsus ja
automatiseerimise vGime — ko&ik see tagab suurepdrased véimalused kohapealse analiisi
teostamiseks. Selle meetodi abil saab uurida anorgaanilisi ioone, valke, oligosahhariide, vitamiine
ja teisi aineid. (11)

1.4.1. Kapillaarelektroforeesi to6p6himote

Kapillaarelektroforeesi metoodika (ihendab omavahel kolonnkromatograafia ja geel elektroforeesi.
Kapillaarelektroforees viiakse labi kapillaaris, mis on taidetud elektrolitidiga ehk puhvriga ning
laetud analtudiga ehk prooviga. Rakendades elektrilist korgepinget (10 — 30kV) kapillaari otstesse,
anallitt migreerub ja on detekteeritav detektoriga. Kapillaari otsad on asetatud puhvriga tdidetud
anumatesse, millest iks on anood ja teine vastavalt katood. (Joonis 3) (12)

Analiiidid omavad séltuvalt keskkonna pH-st kas negatiivset voi positiivset laengut. Kdrgepinge
rakendamisel kapillaarile, hakkavad katioonid (positiivselt laetud ioonid) liikuma katoodi suunas
(negatiivselt laetud elektrood) ja anioonid (negatiivselt laetud ioonid) liiguvad anoodi poole
(positiivselt laetud elektrood). looni sisaldava lahuses hakkavad ioonid liikuma, kui sellele lahusele
rakendada elektripotentsiaali. Erinevatel ioonidel on erinev liikuvus elektrivdljas. Liikuvus on
laenguga osakeste omadus, mis iseloomustab, kui kiiresti liigub ioon puhvri ja elektrivalja kindla
tugevuse juures. Lahutamine toimub laengu ja massi suhte jargi — mida suurema laenguga ning
vaiksema massiga ioon, seda kiiremini ta j6uab detektorini ning valjub kapillaarist. (11,13)
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Joonis 3. Kapillaarelektroforeesi skeem.

Elektroforeetilist lahutamist s6ltub ka viskoosusest, temperatuurist ja puhvri elektroosmoosse voo
kiirusest (EOF). Pingestatud kapillaaris liiguvad mitte ainult analllisivad ioonid, vaid ka puhver. Seda
nahtust nimetatakse elektroendoosmoosiks ehk EOF-ks, kus kogu puhver liigub normaaltingimustes
anoodilt katoodile. Elektroosmoos on kiirem, kui ioonide liikkumine ning avaldab suurt mdgju
koikidele lahutatavale ioonidele. Neutraalsed ioonid ei lahutu, vaid migreeruvad EOF-ga kaasa.
Kuna EOF-ga lletab tavaliselt jou, mis tdmbab anioone anoodile, anioonid hakkavad migreeruma
anoodilt katoodi suunas. Seega on ainete valjumise jarjekord selline: kdigepealt valjuvad katioonid,
siis neutraalsed ained ja I6puks anioonid. (11)

Liikumine on p&hjustatud sellest, et rani pind kvartstorus on kaetud hiidroksuilriihmaga (-Si-OH),
mis pH > 4 juures deprotoneeruvad, ning kapillaari sisepind omandab negatiivse laengu. Puhvris
olevad protoonid kogunevad difuusse kihina kapilaari sisepinna ldhedale. Pingestamisel hakkavad
prootonid lilkkuma katoodi poole ning tdmbavad kaasa kogu puhvri. EOF-i kiirus pH = 7 juures
saavutab platoo, kus kdik -OH riihmad on deprotoneeritud. (Joonis 4) (11)
OHOHOH  _Y' 000
—

Si Si Si Si Si Si

I | [ | i I ; ;
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Joonis 4. Skemaatiline joonis EOF tekkimisest.
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Kapillaarelektroforeesis on tahtis lahutada aineid vaikeste erinevuste korral. Ferogrammil need
avalduvad eraldi piikidena. Selleks on vaja, et ainetsoonid kapillaari sees oleksid vGimalikult kitsad.
Liikumisel eletroosmoosse voolu korral tsooni laienemist ei toimu, kapillaari seinad indutseerivad
voolu ja sunnivad kogu vedeliku liikuma, k&ik punktid toru ristldikes liiguvad Ghesuguse kiirusega.
Erandiks on difuusne kiht kapillaari seina ldhedal, mis liigub natuke aeglasem. Tulemusena on KE-s
kitsad piigid ning suur kapillaarkolonnide efektiivsus. Teine juhtum on liikkumine réhu all kapillaris.
Kiirus kasvab nullist seina juures kuni maksimaalseni voolu keskel. Tulemusena on tsoonide
laienemine ning madal kapillaarkolonnide efektiivsus. (11)

1.4.2. Kapillaarelektroforeesi aparatuur

Kapillaariks on poliimeeriga kaetud kvartsist valmistatud toru. Poliimeerikate on umbes 15 pum ja
toru sisemine diameeter 10-100 um. Selline kitsas sisediameeter on eriti efektiivne ainete
lahutamiseks ning poliimeerikate vahendab kvartstoru haprust. Kapillaar jaguneb efektiivseks
pikkuseks ning kogu pikkuseks. Efektiivne pikkus on pikkus anoodilt kuni detektorini. Detektoriks on
Uldiselt UV-detektor voi fluorestsentsdetektor. Anumaid on kaks ning need on tdidetud sama
koguse puhvriga, mis on omavahel Ghendatud kapillaariga. Sama puhvri kogus on oluline, et
vihendada tasakaalutust, mida tekitab hiidrostaatiline vool. Uks puhvri anum on positiivse
laenguga (anood) vasakul ja teine negatiivse laenguga (katood) paremal (Joonis 2). (12) Pingeallikas
juhib pinget labi plaatina elektrootide, mis sukelduvad puhvri anumatesse. Pingeallikas peab
hoidma stabiilset pinget (0 - 45 kV) v6i andma sellele pingele vastavat stabiilset voolu. Voolutugevus
on Uldiselt 10-100 pA. (11)

1.4.3. Proovi sisestamine

Kapillaarelektroforeesi analiilidi sisestamiseks peamiselt on kaks viisi: kas hiidrodiinaamiliselt vGi
elektrokineetiliselt. Hiidrodiinaamilise meetodi puhul t&stetakse proovi anum kérgemale (0,1 -0,3
m) vorreldes elektrollitidi anumaga 10-25 sekundiks. R6hkude vahe t6ttu siseneb proov kapillaari.
Elektrokineetilise meetodi puhul (ks kapillaari ots paigutatakse proovi anumasse ja teine
elektrolliidi anumasse. Rakendatakse korgepinget teatud aega ning proov siseneb kapillaari
elektroforeesi ja elektroosmoosi teel. Sellel viisil sisenevad kiirema liikuvusega ioonid ehk kui
elektroosmootne voog on suunatud katoodile, siis eelistatult kapillaari katioonid. (14)

1.4.4. Detekteerimine fluorestsentsdetektoriga

Kapillaarelektroforeesi meetodi puhul kasutatakse kodige enam UV-detektoreid, lisaks ka
juhtivusdetektorit, fluorestsentsdetektorit, elektrokeemilisi detektoreid. Detektori tuleks valida
huvipakkuva analtitidi omaduste jargi. Antud to0s anallltide detekteerimist teostati
fluorestsensdetektoriga.

Fluorestsents on luminestsentsi tiilip, mille korral toimub lihiajalist footoni emissiooni. PGhiolekus
molekul absorbeerib energiat footoni ndol, mistottu toimub molekuli ergastumine kdrgemale
ergastuse astmele. Tavaliselt mone nanosekundi kuni mikrosekundi méddudes osakesed
deergastuvad ehk |dhevad tagasi tavaolekusse ja vabastavad energiakvandi kérgemal lainepikkusel
vorreldes ergastuslainepikkusega. (Joonis 5) Ergastunud molekul on seotud teise elektroniga
tavaolekus, kusjuures elektroonide spinnid on vastassuunalised. Seega on elektrooni naasemine

13



pohiolekusse spinnide poolt lubatud ning toimub footoni emission. Selle energiakvandi registreerib
ja salvestab tavaliselt fotokordisti (PMT). Kuid enne sisenemist fotokordistisse, labib valgus
monokromaatorit voi filtrit vajaliku emissiooni valguse saamiseks. Tulemused registreeritakse
arvutis. (15,16)

Fluorestsentsdetektor kujutab endast fluoromeetrit, kus vastavas kohas on kapillaari polimeer
eemaldatud pdletamise teel. Detektor on vaga selektiivne ja tundlik, kuna fluorestseeruvad
madalmolekulaarseid aineid ei ole palju. (11) Kasutades eelnevalt 3D spektrofluoromeetrit saab
teada, mis lainepikkustel analtitt fluorestseerub.

Sy
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Joonis 5. Energia tasemete diagrammis molekuli Gleminek pd&hiolekust S, ergastunud olekusse — S1. Absorptsiooni ja

fluorestsentsi esinemine ning fluorestsentsi aeg nanosekundites. (15)

1.5. THC analiiiis kapillaarelektroforeesi meetodiga

Antud t60s kasutatakse kapilaarelektroforees fluorestsents detektoriga (CE-FLU) lihe peamise
marihuaana kannabinoidi — THC kvantifitseerimiseks suuvedelikus. Teatud meetod véimaldab
illegaalset kanepi tarbimist hinnata ligikaudu 10 minutiga, sealhulgas siljeproovide kogumist,
proovi ettevalmistus protseduuri ja kapillaarelektroforeesi (CE-FLU) analiiisi.

1.5.1. THC laengu soltuvus BGE pH-st

Molekul voi molekulis olev aatomiriihm v&ib prootoni kaotada voi juurde saada, kui molekul
asetatakse vesilahusesse. Molekuli protoneerimine vdi deprotooneerimine séltub molekuli pKa-st
ja lahuse pH-st. (11) pH-vaartus valjendab H* ioonide sisaldust. pKa vaartus on selline pH vaartus,
mille puhul pooled analiiiidi molekulidest on ioniseeritud.
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Pooled molekulid kaotavad prootoneid, kui lahuse pH = pKa. Mida kdrgem on pH vaartus, seda
tdendolisemalt molekul kaotab prootoni. Lahuse prootonite kontsentratsioon muutub kérgema pH
korral madalamaks, véimaldades seelabi vastu votta rohkem prootoneid. (11)

Teades analiilsitavate ainete pKa vadartusi on véimalik leida sobivat BGE pH vaartust Henderson —
Hasselbalch-i vorrandi (2) jargi:

_ )
pH = pKa + log [AH] (2)
kus
[AH] on dissotseerimata aine (antud juhul kannabinoidi) hulk;

[A] on dissotseerunud aine hulk. (17)

Seega mida ldhemal on kannabinoidi pKa vaartus BGE pH vaartusele, seda rohkem on anallitsitav
aine ioniseeritud, mis véimaldab kannabinoide paremini lahutada. Samuti tuleb arvestada sellega,
et Ghendite pKa-d orgaanilistes solventides véivad muutuda, nt happeliste Ghendite pKa-d MeOH-
s reeglina suurenevad. (17)

Kui pKa = pH, siis pooled molekulidest on dissotsieerunud ning poolmolekuli ei ole ehk 50% / 50%.
Mida kérgem on pH véaartus, seda rohkem molekul on deprotoneeritud. (17)

Molekuli deprotoneerimise/protoneerimise vormi kohta konkreetse pH juures saab teada,
kasutades nii nimetatud Thumbi ionisatsiooni % reeglit:

e Kui pH 2 pKa + 2 aine on oma deprotoneeritud vormis (99%);
e  Kui pH = pKa 50%/50% protoneeritud/deprotoneeritud vormis;
e Kui pHs< pKa - 2 aine on protoneeritud vormis (99%). (17)

1.5.2. Analiiidi struktuur FLU analiitisimiseks

Fluorestseeruvad molekulid ja materjalid on igasuguse kuju ja suurusega. Mdned neist on oma
olemuselt fluorestseeruvad, naiteks klorofiill ja aminohappejadk triptofaan (Trp). Teised on
molekulid, mis on slinteesitud spetsiaalselt stabiilsete orgaaniliste varvainete v6i margistena, mis
lisatakse muidu mittefluorestseeruvatele siisteemidele. (18)

Fluorestsentsi nahtus esineb enamasti molekulidel, mis sisaldavad aromaatset tuuma voi mitut
konjugeeritud sidet, millel on kdrge resonantsi stabiilsus. Mdlema aineklassi puhul on olemas
delokaliseeritud m-elektronid, mida saab viia ergastatud olekusse. (19)

Mitme kondenseerutunute tsiiklitega Uhenditel on fluorestseeruvad omadused. Elektroone
loovutavad rilhmad nagu NH;, OH ja OCHs; suurendavad fluorestsentsi, samas kui elektrone
eemaldavad riihmad nagu COOH, -N=N- kipuvad seda vahendama. Konjugeeritud kaksiksideme
struktuurid kombinatsioonis alifaatsete véi alitsikliliste ainetega naitavad fluorestsentsi. (20)
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1.5.3. Siljeproov THC analiiiisimisel

Siilg on muutunud populaarseks ja tahtsaks alternatiivseks bioloogiliseks maatriksiks (naiteks veri,
uriin) narkootikumide tuvastamisel, kuna omab rida eeliseid, mida teistel bioloogilistel vedelikkudel
pole. Silje proovi vétmine on vaga lihtne, ohutu ning mitte invasiivne vere prooviga vorreldes.
Samuti silg voib olla kogutud avalikult, mis omakorda valtib véltsimist.

Puhas siilje maatriks sisaldab 99,5% vett, 0,3% valku ning 0,2% anorgaanilisi ja orgaanilisi aineid.
Kbige peamised anorgaanilised koostisosad on naatrium, kaalium, kaltsium, magneesium, kloriidid
ja karbonaadid, samas kui orgaanilised komponendid on amdiilaasid, peroksidaasid, lipaasid,
mutsiinid, lisositim, laktoferriin, kallikreiinid, tslstatiinid, hormoonid ja kasvufaktorid. (21)

Kbige paremini siiljes detekteerimiseks sobivad keelealuselt ja suitsetamise teel manustatavad
ained, kuna siiljes detekteeritakse pigem narkootikumi aktiivset vormi, mis on just joobe
indikaatoriks, aga mitte selle metaboliite. (22)

Kannabinoide manustatakse suitsetamise teel voi keelealuse pihustina ning siilje mukoos kohe
imab kannabinoide aurudest enda sisse. Lisaks kannabinoidid siiljes ei metaboliseeru kiiresti ning
esimesed 1-2 tundi parast suitsetamist nende sisaldus siiljes on kdérge. THC 6,8% sisaldusega
sigaretti suitsetamist THC sisaldus siljes vdib ulatuda kuni 22370 pg/l (30 minutit parast
suitsetamist). Kannabinoide kontsentratsioon siiljes jarsult langeb 2 tundi moéddudes, iga tunniga
10-kordses ulatuses. (23)

1.6. Sisestandard

Kapillaarelektroforeesi meetodil kasutatakse tdpsemate tulemuste saamiseks sisestandardeid
(inglise keeles Internal Standard ehk IS), mis kujutavad endast anallilisitavatele ainetele ldhedaste
omadustega aineid, mis lisatakse uuritavatele proovidele nende analiilisiks ettevalmistamise
kdigus. (24)

See meetod pShineb asjaolul, et sisestandardi ja anallitidi kontsentratsiooni suhe jadb konstantseks
isegi siis, kui naiteks instrumendi triiv véi proov kaob to6tlemise ajal voi ei ole taielikult seadmesse
sisestatud. Nendel asjaoludel Iahevad kaotsi nii proov kui ka sisestandard, kuid kontsentratsioonide
suhe (anallitidi kontsentratsioon / sisestandardi kontsentratsioon) jaidb konstantseks ja seega jadb
signaalide suhe konstantseks (anallitidi signaal / sisestandardi signaal). (25)

1.6.1. Sisestandardi kasutamine

Kui instrumentaalne signaal voi katseprotseduur véib tulemustesse muudatusi tuua, siis tohib
nende probleemide kompenseerimiseks kasutada sisestandardit.
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Joonis 6. Sisestandardi sarnane kogus lisatakse proovidele ning maht tdiendatakse lahustiga.

Esimesena valmistatakse anallilidi teadaoleva kontsentratsiooniga lahused. Sarnane kogus
sisestandardit lisatakse ka proovidele ning maht tdiendatakse lahustiga. (Joonis 6) Registreeritakse
anallldi ja sisestandardi instrumentaalne signaal. Anallitidi signaali ja sisestandardi signaali suhe
kantakse graafikule analiitidi kontsentratsiooni suhtes standardlahustes. Arvutatakse anallilsitava
aine signaali suhe proovis / sisestandardis. Saadakse lineaarvGrrand y = mx + b. Analtldi
kontsentratsioon arvutatakse, lahendades x, kui y on anallitidi signaali ja sisestandardi signaali suhe
tundmatus proovis. Kalibreerimiskdvera loomiseks voib kasutada Uht standardit v6i mitut
standardit. (26)

1.6.2. Sisestandardi valimine

Kui tehakse kindlaks, et sisestandardi kasutamine tdendoliselt parandab andmete kvaliteeti, tuleb
IS-i jaoks valida sobiva Uhendi. Kapillaarelektroforeesi meetodi kasutades saab piikide
migratsiooniaja ennustada, kuna nende migratsiooniaeg s6ltub anallilidi suurusest ja laengust.

Sisestandardi valimise peamine ndue on see, et aine annaks hea piigi kuju ja eraldataks
huvipakkuvatest analiilitidest ja mis tahes muudest eraldamise piigidest. Lisaks sisestandard peaks
olema piisavalt stabiilne lahustis, et valtida lagunemissaaduste teket, mis véiksid tulemusi segada.
Ka sisestandard ei pea proovi ettevalmistamise vOi analllsi kdigus lagunema. See omadus
tdhendab rohkem mugavust, nii et standardlahused hoitakse kauem, ei pruugi olla vaja jahutamist
vOi kiilmutamist. Toksilisus peaks olema minimaalne, et viahendada véimalikke riske. Sisestandard
peaks ka piisavalt odav olema ja kergesti kdttesaadav. (27) Mangib rolli ka detektori piisav vastus.
See ei pea aga olema analiilidi sarnast, kuid see peab olema kergesti tuvastatav.

Sisestandardil peavad olema sarnased omadused analiilidiga — need on retentsiooniajad, stabiilsus
ja detektori reaktsioon, seega on vdga tdendoline, et tegemist on sarnase struktuuriga ihendiga.
Enamik sisestandardeid on olemasolevad thendid, millel on analiitidiga tihe struktuurne seos,
analiidi spetsiaalselt slinteesitud modifikatsioonid vGi konkreetse meetodi jaoks stabiilse
margistusega Uhendid, kus margistamata analiilidis on asendatud mitu sisinik véi deuteeriumi
aatomit. (27)
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Ideaalis sisestandardi vdljumiseaeg peaks olema kauem, kui analiilidil, kuid see on pigem soovitus
kui vajadus. Kui sisestandard elueeritakse parast analiitidi, vib see pakkuda lisateavet eraldamise
kvaliteedi kohta. Naiteks kui sisestandardi retentsiooniaeg on 0Oige, siis kapillaarelektroforeesi
tingimused on 0Giged kuni selle punktini ferogrammil, ja sama on diged kdike varem elueeritud
piikide retentsiooniaega. Kui soovitatakse sisestandardi valjumine enne uuritava anallidi madala
pH juures, siis vajatakse sisestandard vahema molekulaarmassi v6i suurema arvu positiivsete
laengutega. (27,28)
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Aparatuur ja toévahendid

Lahuste tegemiseks kasutati 10 ul, 20 ul, 200 pl ja 1000 pl mahuga kalibreeritud automaatpipette.
Proove kaaluti analiiutilistel kaaludel.

2.1.1. 3D-FLU aparatuur

Spektraalkujundite meetod ehk SFS on iheks fluorestsentsi meetodiks, antud t66s SFS mé6tmised
viidi 1dbi NarTest NTX2000 anallisaatoriga. SFS saadakse liites omavahel uuritava aine
emissioonispektrid erinevatel ergastuse lainepikkustel. Tulemused salvestatakse fluorestsentsi
intensiivsuse maatriksisse, kus koordinaatideks on emissiooni- ja ergastuse lainepikkused
konkreetses ,,aknas” — standardakna puhul ergastus lainepikkustega 230 — 350 nm ning emissiooni
lainepikkustega 250 — 565 nm. (15)

NarTest NTX2000 analiisaatori valgusallikaks on impulss-Xe lamp vGimsusega 5W, mis ldbib enne ja
parast proovi ergastusmonokromaatori ja seeparast saabub detektori. MG6tmised teostati 10 ml
ruumalaga kvartsaknaga kiivetis toatemperatuuril. T66pohimbte pShineb proovi fluorestsentsi
erinevatel ergastus- ja emissiooni lainepikkustel intensiivsuse mddtmisel. Protsess toimub
automaatselt ja votab 5-15 minutit. (29)

Andmete interpreteerimiseks ja anallilisiks kasutati NarTest NTX2000 anallisaatori tarkvara,
Microsoft Excel, Microsoft Word.

2.1.2. CE-FLU aparatuur

Katsete teostamiseks kasutati Tallinna Tehnikallikooli Keemia ja biotehnoloogia instituudi (TalTech,
Eesti) poolt valja tootatud teise pdlvkonna Drug Hunter narkoanallisaatori, mis on varustatud
fluorestsents detektoriga (TalTech, Eesti).

Kapillaariks on poliimeeriga kaetud kvartsist valmistatud toru. Installeeritud kapillaarikasetis
kvartskapillaari (Polymicro) dimensioonid: totaalne pikkus = 38 cm, effektiivne pikkus = 20 cm,
sisediameeter = 75 um, valisdiameeter = 350 um. Optimeeritud TE sisaldas 25 mM NaOH, 8,5 mM
H3PO4 ning 60% MeOH (pH 11,5).

Piikide identifitseerimise viidi labi DH-sse integreeritud ekspertsiisteemi poolt ja anallilisimiseks
kasutati Microsoft Excel.

2.2. Katsete labiviimise tingimused

Kvartskapillaari Uldpikkuseks oli 38 cm, efektiivne pikkus 20 cm ning sisediameeter 75 pm.
Kapillaarile rakendatav pinge oli 25 kV ning voolutugevus 35 pA. Proov sisestati automaatselt,
hidrodinaamiliselt meetodil, 40 mbars*s. Anallus viidi 1abi koos termostabiliseerimisega ehk
kapillaarikasetis oli 20°C.
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Uus kapillar pesti enne analliisi 3 minutit MeOH, seejarel 1 minutit 0,1 M HCl lahusega, 2 minutit
Milli-Q veega, 3 minutit 0,1 M NaOH lahusega, 3 minutit Milli-Q veega ja 3 minutit kasutatava
puhvriga. Katsete vahel kapillaari pesti 1,5 minutit 0,1 M NaOH lahusega, 1 minutit Milli-Q veega ja
1 minutit kasutatava puhvriga. Koik etapid teostati 40 mbars*s réhu all. Puhvri viaalid uuendati
enne iga jargmist katset.

2.3. Proovid, kemikaalid ja reagendid

Puhvri valmistamiseks ja kapillaari pesemiseks kasutati 0,1 M soolhape (HCl) (Fluka), 0,1 M
naatriumhiidroksiidi (NaOH) (Fluka), atsetonitriili (ACN) (CHROMASLOV), metanool (MeOH)
(CHROMASLOV) ja fosforhapet (HsPOQa) (Fisher Scientific, 85%). Deioniseeritud vesi (Milli-Q) andis
Milli-Q integreeritud veepuhastussiisteem.

Toos kasutatud ravimite ja reagentide lahused on jaotatud ravimregistri vastavalt sobiva
kategooriasse:

e Seedekulgla ja ainevahetus: Faringodol (koliinsalitsiilaat), Nexium (esomeprasool),
Controloc (pantoprasool), Imodium Instant (loperamiid), Nolpaza (pantoprasool),
Magnesium-Diasporal 400 (magneesiumtsitraat, = magneesiumoksiid),  Panangin
(kaaliumaspartaat, magneesiumaspartaat), PubokcuH (inosiin), CnasmanroH (pitofenoon,
Naatriumi metamisool, fenpiveriinbromiid), AckopyTuH (rutiin, askorbiinhape), Milgamma
N-slistelahus (tiamiin, puridoksiin), Gum Paroex (kloorheksidiin diglikonaat), Elmex
(naatrium-monofluorofosfaat), Parodontax EXTRA Fresh (naatriumfluoriid), Dentalux
Complex 3 (hidreeritud ranidioksiid), Colgate Plax Cool Mint (naatriumfluoriid), Rainbow
suuvesi (naatriumfluoriid), ProntOral (poliaminopropuil-biguaniid), Eludril Classic
(kloorheksidiin, klorobutanool), Aktiveeritud sisi.

e Veri ja vereloomeorganid: Hjertemagnyl (atsetiillsalitsiiilhape, magneesiumoksiid),
KapauomarHun (aspiriin, magneesiumoksiid).

e Kardiovaskulaarsiisteem: Dopamine (dopamiin), Co-Ramicor (ramipriil, hiidroklorotiasiid),
MoxonidinHEXAL (moksonidiin), Nitresan (nitrendipiin), Roxardio (rosuvastatiin),
Propanorm (propafenoon), Troxevasin (trokserutiin), Corinfar retard (nifedipiin),
Cordarone (amiodaroon), Nolitrex (perindopriil), Enelbin 100 retard (naftidrofuridl),
Adelphane-Esidrex (reserpiin, dihiidralasiin, hidroklorotiasiid), MetoZok (metoprolool),
Sortis (atorvastatiin), Propra-Ratiopharm (propranolool), Renitec (enalapriil), Bepanamun
(verapamiil), KanoteH (kaptopriil), KoHkop (bisoprolool).

e Dermatoloogias kasutatavad ained: Sulfargin (hGbesulfadiasiin), ®ypauunuH (nitrofuraal),
CynpacTuH (kloropliramiin), Magponeput  (karbamiidperoksiid), JleBomeKob
(kloramfenikool, 6-metiiluratsiil).

e Infektsioonivastased ained silisteemseks kasutamiseks: Amoksiklav (amoksitsilliin,
klavulaanhape), Valtrex (valatsikloviir), ®ypagoHun (nitrofurantoiin), Klotrimasool GSK
(klotrimasool), Cycloferon (Meglumiinakridoonatsetaat), Ma3sb ¢ypaunnnHosas
(nitrofuraal).

e Siisteemsed hormoonpreparaadid, v.a. suguhormoonid ja insuliinid: Hydrocortisone DAK
(htdrokortisoon)
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e Skeleti-lihassiisteem: Nalgesin S (naprokseen), lbumax (ibuprofeen), Diclofenac-
Ratiopharm (diklofenak), Dolmen (deksketoprofeen), Meloxican-ratiopharm
(meloksikaam), Betiral (atseklofenak), KetoHan (ketoprofeen), KetaHos (ketorolak),
TpaBmocTon (taimeekstraktid), Fenb gns maccarka paguKyanTHbIN 6anb3am.

e Naérvisiisteem: Upsarin C (atsetlililsalitsiililhape, askorbiinhape), Betahistine Actavis
(beetahistiin), Co-Codamol (paratsetamool, kodeiin), Diazepeks (diasepaam), BUHnoueTunH-
AKkpu (vinpotsetiin), UuHHapu3uH (tsinnarisiin), Kopsanon (fenobarbitaal, ettdl 2-
bromovaleraat), Xanax (alprasolaam), MeHTanruH-H (Metamisool naatrium).

e Hingamissiisteem: Neo-Angin (amuilmetakresool, diklorobenstilalkohol, levomentool),
Strepsils Honey & Lemon (amillmetakresool, diklorobensiiilalkohol), Loratidine
(loratidiin), Brontex (ambroksool), Zyrtec (tsetirisiin), Tavegyl (klemastiin), Opexa (bilastiin),
Jox (joodpovidoon, allantoiin), Bromhexine-Grindeks (broomheksiin).

¢ Meeleelundid: Artelac (hiipromelloos).

e Varia: Vertigoheel (homoopaatilised preparaadid), Nervostrong (Mg, L-triiptofaan,
naistepuna, viirpuu, palderjan), HopkuH xup (hidrogeenitud kastoordli), Senade (senna
lehtede ekstrakt), JokTop HocoB 3a0poBoe AbixaHue (taimeekstraktid).

e Reagendid: Briljantsinine, Basilen Blue E-36, Reaktiivoranz 14, Reaktiiv roheline 5, Reaktiiv
punane 120, Happeroheline 50, Reaktiiv sinine 4, Resortsinool, Kvertsetiin, Dinaatrium 4-
nitrofeniitilfosfaat  heksahlidraat, Nitrofenool, Ftaalhape, Antraniilhape, 3,5-
Dinitrobensoehape, 4-tert-butiilfenool, 4-Hiidrokslibensoehape, p-Kumaarhape, 2,6-di-
tert-buttitl-4-metidlfenool, Eugenool, Fenoolftaleiin, 3,5-ksiilenool, Dibensiiiilfosfaat, L-
fenddlalaniin, Klorotiimool, 1,2,4,5-tetra benseenkarbokstiilhape, Plirogallool, Naringiin,
Kohvhape, a-tstiano-4-hidroksikaneelhape, Kurkumiin, 2-kloroetiil-p-tolueensulfonaat,
Katekool, DEAE-dekstraan, Klorogeenhape, Florogliitsinool, 4-propudlresortsinool, 2-
naftool, Karvakrool, Hiidrokinoon, 4-aminobensoehape, Fluorestseiin. (30)

2.4. Proovide ettevalmistus

Apteegist saadud tabletti valmistati vastavalt toimeaine sisalduse Uhes pillis. Toimeaine sisalduse
korral < 100 mg kasutati 15 ml tsentrifuugituube, suurema sisalduse korral kasutati 50 ml
tsentrifuugituube.

Terve(d) pill(id) lahustati H,0-s ja anti 10 minutit seisma, mille parast vortexiga kokku segati. Lisati
lahusele MeOH ja uuesti segati kokku vortexi-ga. Lopuks lisati 1 M NaOH lahust ja panti seisma 30
minutiks toatemperatuuril. Tahkete ainete, hambapastade, kreemide ja salvide korral kaaluti
anallidi soovitud kogus analidtilistel kaaludel, vedeliku ainete korral voeti vajalikku mahtu, edasi
lahuseid tehti samamoodi nagu tervete pillidega.

Kuna peaaegu koik tabletid sisaldavad lahustumatuid abiaineid nagu tarklis, maisitarklis, talk jm, ka
tabletide kate mangib lahustuve protsessis rolli, seega peaaegu alati osa tabletist jai lahustamata.

Alglahusest valmistati edasised lahused kontsentratsiooniga 2 mg/mL vai 1:10 lahjendus vdi 5:5
lahjendus (vaga vaikeste kontsentratsioonide korral). SFS m&6tmised tehti 3 erineval viisil:

e anallitit + MeOH
e analtit + 25 mM NaOH + 8,5 mM H;PO,4 + 60% methanol (pH 11,5)
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e anallit + 25 mM NaOH + 8,5 mM H3PO, + 60% methanol + NaCl (pH 11,5)

Edasi tehti toestav meetod CE-FLU, kui SFS mdotmisel anallitt fluorestseerus vahemikus 260 x 305
nm lainepikkustel.

Enne kapillaarelektroforeesi katsete labiviimise pesti kapillaar. Stljeproovi vétmine algas doonori
suu loputamisega 5 ml fusioloofilise lahusega (NaCl). Parast 10 — 20 sekundit silitatakse proovi
slljetopsi. 5 ml viaali lisati 1 ml siilge, 1 ml sisestandardi ja anallilidi vajalik kogust. Seejarel segu
vOeti sistlaga, voolutati segu labi tahke faasi ekstraktsiooni (inglise keeles solid phase extraction
ehk SPE) padruni ja saadeti anallilsiks.
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. THC fluorestsents

Paljud kannabinoidid on fluorestseeruvad ained. Seda pdhjustavad nende koostises olevad
kaksiksidemeid ja aromaatset tsiklit —OH riihmadega, mis delokaliseerivad m-elektrone ja on
vOimelised ergastuma selle toimel.

Kirjanduses leiti, et THC omab kaks ergastusmaksimumi A1ex/em = 230/305 nm ja A2ex/em=
260/305 nm, kus Aex — ergastuskiirguse lainepikkus (inglise keeles excitation wavelength) ja Aem —

emissioonikiirguse lainepikkus (inglise keeles emission wavelength). (31)

Antud t66s kannabinoidide detekteerimine teostati teisel maksimumil 260/305 nm.

3.2. Spektraalkujundite meetod

Tuvastati erinevate reagentide ja ravimite iseloomulik spektraalkujund SFS ning maarati vastavate
ainete intensiivsemad punktid, kus horisontaalteljel on emissiooni lainepikkus nanomeetrites ning
vertikaalteljel ergastuse lainepikkus nanomeetrites.

Iga aine jaoks maarati iseloomulik fluorestsentsi spektr (Tabel 1). SFS spektraalkujundid on saadaval
t66 16pus lingiga (Lisa 1). Tabeli on lisatud vaid need ained, mis fluorestseeruvad vahemikus 260 x
306 nm lainepikkustel.

23



Tabel 1. Fluorestseeruvate 260/305 nm lainepikkustel ainete SFS pildid.

Analiit

(toimeaine),
kontsentratsioon

SFS pildid

Analliit MeOH
lahuses

Analtitit 25 mM NaOH
+ 8,5 mM H3PO4+ 60%
MeOH lahuses

Analtitit 25 mM NaOH
+ 8,5 mM H3PO4+ 60%
MeOH + NaCl lahuses

Karvakrool,

2 mg/ml

Amoksitsilliin,

2 mg/mi

Resortsinool,

2 mg/ml

Eugenool,

2 mg/mi

3,5-kstilenool,

2 mg/ml

Dibensiitlfosfaat,

2 mg/mi

B-Phenyl-a-alanine,

2 mg/ml

2-kloroetiiil-p-
tolueensulfonaat,

2 mg/ml
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Tabel 1. Fluorestseeruvate 260/305 nm lainepikkustel ainete SFS pildid.
2,6-di-tert-buttitil-4-
metuilfenool,

2 mg/mi

2,4-
diklorobensiitlalkohol,

0,024 mg/ml

Reaktiivoranz 14,

2 mg/ml

Reaktiiv punane 120,

2 mg/mi

4-tert-butUU|fenool, T O PO SO, OO B e

2 mg/mi

Klorotiimool,

2 mg/ml
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3.3. CE-FLU

Antud t66 eesmarkideks oli huvipakkuvate kemikaalide analiilis CE-FLU meetodiga sisestandardi
leidmine ja CE-FLU analiilsi valepositiivse vastuse ohu tapsustamine.

Antud KE katsetes osakeste liikumine toimus anoodilt katoodile, kuid osakeste valjumine sdltus
laengust. Efektiivne lahutuvusega tegelesid projektis juhendajad alates 2020. Seega nende poolt
pakutud taustelektroliiid on 25 mM NaOH, 8,5 mM fosforhape ja 60% metanooli, pH 11,5.
Taustelektrolitidi korge aluseline pH on oluline, et tagada antud kannabinoidididele kui ka
sisestandardile negatiivne laeng. THC pKa vaartus on 10,6, M = 314,5 g/mol — seega kdrgel pH-1 THC
peab olema ioniseeritud. Hudroksiilrihmade deprotoneerimise tulemusena tekib
tetrahiidrokannabinoolil (ks negatiivset laengut. Sisestandardiks kasutati bikalutamiid (pKa = 12,0,
M = 430,4 g/mol), mis ka deprotoneerub aluselises keskkonnas ning omandab negatiivse laengu.

Vastavalt KE toopshimottele peaks ferogrammil kannabinoidide valjumisjarjekord olema
vastupidine saadud tulemusele: kdigepealt peaks valjuma THC ja seejarel CBD. Kuigi aluselistes
tingimustes 6hu juuresolekul oksiideeritakse kannabidiool kinooniks ning selle tulemusena CBD
molekulil laeng peaaegu puudub ja CBD viljub ldhedalt EOF-ile. (31) Kuna THC-I tekib alustelistes
tingimustes elektroni loovutades negatiivne laeng fenooli hapnikule, siis THC osakesed valjuvad
parast CBD molekule. (32)

3.3.1. Sisestandardi leidmine

Sisestandardina kasutamiseks sobivad ained, mida inimesed ei tarvita s60giks, aga need ained on
voimalik leida, néditeks kosmeetiliste hooldustootede koostises.

4-tert-butiiiilfencol_25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metanool Karvakrool _25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metanool
36cm f 75um 36cm / 75um

290000 EOF
4-tert-butiidlfencol

870000

240000 820000
s Karvakrool

770000

= 190000 >
E 4-tert-butiiilfencol, E’ 0000
$ 140000 g 67000
& &
= = 620000
2 s0000 Gl
570000
| S
40000 520000
2 3 s 6 7 2 4 6 10 12
Aeg, min Aeg, min
Reaktiivorani 14_25mM NaOH; B,SmM H3P04; 60% Metanool 2,6-di-tert-butiiiil-4-metiiiilfencol _25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metancol
36cm [ 75um 36cm / 75um
200000 750000

15
ReaktilvoranZ 14

180000 700000

2,6-di-fert-butyl-4-methyl-phenel
160000 650000
140000 600000

120000 550000

DH signaal, lamp V
DH signaal, lamp V

100000 EOQF 500000
=]
BO00D 450000
60000 400000
40000 350000
2 4 10 12 2 4 10 12

8 6
Aeg, min Aeg, min

Joonis 7. Sisestandardiks sobivate ainete ferogrammid: 4-tert-butiiilfenool, Karvakrool, Reaktiivoranz 14, 2,6-di-tert-
butliiil-4-metidlfenool.
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Tulemuseks on saanud, et sisestandardina saab kasutada jargmiseid reagente: 4-tert-butiilfenool,
Karvakrool, Reaktiivoranz 14, 2,6-di-tert-butiil-4-metillfenool. (Joonis 7). Kéik need valjuvad 5
minutil, parast CBD ja enne THC.

3.3.2. Selektiivsus ja spetsiifilisus

Selektiivsus (inglise keeles selectivity) on meetodi véime md&Gta vaid analiildi sisaldust ning mitte
olla mojutatud teiste ainete sisaldumisest proovis — antud t66s selektiivsus naitab analiilitide
eristamise vOime sisestandarditest ja siljest. Ning omakorda on spetsiifilisus (inglise keeles
specifity) absoluutne mdiste, mida kirjeldab "korgeim selektiivsuse aste" — spetsiifilisus on 100%
selektsiivsus. (33,34)

Neo-Angine-i (ATC kood: R0O2AA95) (ks loseng sisaldab 1,20 mg 2,4-diklorobenstilalkoholi, 0,60
mg amuilmetakresooli, 5,90 mg levomentooli. Abiained on tahtaniisidli, piparmiindioli, sukroos,
viinhape, vedel gliikoos, Ponceau 4R punane (E 124). (35) Neo-Angine-i analllsi tulemusena CE-
FLU meetodiga on ndha elektroferogrammil IS ja Neo-Angine, aga THC ja CBD ei ole. Seeparast oli
teinud ka Neo-Angine-i analiilsi 2,5 ppm THC ja CBD segu lisamisega. (Joonis 8). Kuna peamised
Neo-Angine-i toimeained ei fluorestseeru, siis on raske tapselt 6elda, mis konkreetne toimeaine
fluorestseerub, aga teoreetiliselt see vdib olla varv- ja Idhnaaine — Ponceau 4R punane.

Jarelduseks on see, et enne anallilsi tuleb kisida inimese kdest — kas ta on tarvitanud Neo-Angine
vOi mitte.

Neo-Angine_25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metanool Neo-Angine + THC + CBD_25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metanool
36cm / 75um 36cm / 75um

3500000 400000

EOF

3000000 350000

300000
2500000
250000
2000000
200000

1500000
150000

DH signaal, lamp V
DH signaal, lamp V

1000000 100000

500000 50000

5 55 6 2 25 3 35

2 25 3 35

4 4
Aeg, min Aeg, min

Joonis 8. Neo-Angine-i (vasakul) ja Neo-Angine + THC ja CBD (paremal) elektroferogrammid.
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3.3.3. Muud ravimid ja reagendid

Teiste ravimite ja reagentide analllsimisel huvi oli selles, et ideaalis anallilit peaks valjuma
maksimaalne ldhedalt kas sisestandardile véi THC-le vdi enne CBD.

2,4-diklorobensiiiilalkohol_25mM NaOH; 8,5mM H3PO04; 60% Metanool

36cm / 75um
290000
2,4-diklorobensuiilalkohol
240000
IS
% 190000
o
& 2,4-diklorobensuiilalkohol
Fl
E” 140000 THE
w
=
90000
40000
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6

Aeg, min

Joonis 9. 2,4-diklorobensiillalkoholi analtiiisi ferogramm.

2,4-diklorobensuilalkoholi anallilisi tulemuses on naha, et esimesena valjub CBD ja THC valjub
parast IS valjumist. (Joonis 9)
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Reaktiiv punane 120_25mM NaOH; 8,5mM H3P04; 60% Metanool
550000 36cm / 75um

500000 EOFH
450000
400000
350000
300000

250000

THC
200000 CBD Reaktiiv punane 120

150000 | A AL

100000
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Aeg, min

DH signaal, lamp V

Joonis 9. Reaktiiv punane 120 analuitsi ferogramm.

3,5-ksiilenool_25mM NaOH; 8,5mM H3PO4; 60% Metanool
36cm / 75um
218000 EOF

198000
178000
158000
138000
118000 |
98000
78000

DH signaal, lamp V

58000
3,5-kstilenool

CBD|| THC
38000

18000

2 4 6 8 10 12
Aeg, min

Joonis 10. 3,5-ksilenooll analtsi ferogramm.

Anallisi kadigus selgus, et llejaanud ravimid ei mojuta CE-FLU, kuna aktiivmolekulid kas ei oma
laengu selle pH juures (valjuvad koos EOF piikiga) v6i omavad teist migratsiooniaja, mis ei m&juta
analiisi tulemusele.

Tulemuseks tuuakse ka paar negatiivset tulemust: resortsinooli anallilisi tulemusena oli saanud
null-ferogramm, Eugenool valjus koos EOF-iga, Dibensiiiilfosfaat valjus liiga hilja.
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KOKKUVOTE

Ebaseaduslike uimastite kuritarvitamine on llemaailmne probleem, mis kahjustab igal aastal
tuhandete inimeste elusid. Ebaseaduslike ainete séltuvus tingib vajaduse valja t66tada uudseid
analttiliseid protseduure, mille eesmark on véimalikult kiiresti tuvastada juhtide, kurjategijate ja
meditsiinitootajate  poolt kasutatavad keelatud ained, et saaks rakendada sobivaid
ennetusmeetmeid.

Selle bakalaureuset6d eesmark oli leida huvipakkuvate kemikaalide 3D-FLU spektrid, analtitsida
valitud kemikaale, et maarata kindlaks sisestandard anallisimiseks CE-FLU meetodiga, ja teha
kindlaks valepositiivse vastuse oht CE-FLU analiisi jaoks.

NarTest® NTX2000 anallisaator on mobiilne seade, mis on loodud kahtlaste vedelate, tahkete ja
pulbriliste proovide mootmiseks ja pohineb SFS meetodi t60pohimote. Lisaks kasutati CE-FLU
toestamismeetodit, kui analGlit fluorestseerus SFS-i mootmisel vahemikus 260-305 nm
lainepikkustel. CE meetodit kasutati koos natiivse fluorestsentsdetektoriga, et tuvastada
ebaseaduslikke aineid suuvedelikus.

Antud t66s oli anallilsitud 134 ainet 3D-FLU meetodiga. Nende hulgas:
e 93 —ravimid, mis kuuluvad 11 erinevasse ravimikategoriasse;
e 41 -reagendid, mis ei kuuli suukaudselt manustatavate ainete hulka ja vastavalt vdivad olla
sisestandardiks.

3D-FLU analiilsi 14 positiivsetest tulemustest anallsiti kdik ainet tdestava CE-FLU meetodiga.

Sisestandardiks saab valida jargmiseid aineid: 4-tert-butiiiilfenool, Karvakrool, Reaktiivoranz 14,
2,6-di-tert-buttitl-4-mettulfenool.

Jargmised ravimid voivad mojutada siilje analiilisi v6i sisestandardi valikut: 2,4-
diklorobensiitlalkoholi, 3,5-kstilenool, Reaktiiv punane 120.

To6 tulemuste pohjal voib jareldada, et valjatootatud KE meetod sobib kannabinoide maarmiseks
inimese siljes parast marihuaana suitsetamist. Teostatud anallitisid olid lihtsad ja kiired ning
saadud tulemused usaldusvaarsed. Tulevikus on vdimalik saadud meetodikat tdiendada, eelkdige
uurides rohkem ravimeid.

Tulevikus antud meetod vdib osutuda alternatiivseks narkootikumide tuvastamismeetodiks, mida
rakendatakse valitingimustel.
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ABSTRACT

Illegal drug abuse is a worldwide issue that claims the lives of thousands of people each year. The
growing use of illicit substances necessitates the development of novel analytical procedures aimed
at identifying the narcotics used by drivers, criminals, and medical personnel as fast as possible so
that suitable preventative measures may be implemented.

This study was aimed at locating the 3D-FLU spectra of chemicals of interest, analyzing selected
chemicals to determine an internal standard for analysis with the CE-FLU method, and determining
the risk of a false-positive answer for the analysis with the CE-FLU method.

The NarTest® NTX2000 analyzer, a compact device designed to measure suspicious samples in
liquid, solid, and powder forms, implements SFS technology for drug detection. Moreover, the CE-
FLU proving method was used when the analyte fluoresced in the 260-305 nm range in the SFS
measurement. The CE method was used in combination with a native fluorescence detector to
identify illegal drugs in oral fluid samples.

In this work, 134 substances were analyzed with the 3D-FLU method. Among them:
e 93 — drugs belonging to 11 different drug categories;
e 41 — reagents that are not part of orally administered substances and can accordingly be
an internal standard.

Of the 14 positive results of the 3D-FLU analysis, all were analyzed by the substance-proving CE-FLU
method.

The following subjects can be chosen as internal standards: 4-tert-butylphenol, Carvacrol, Reactive
Orange 14, 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol.

The following drugs may affect the choice of saliva analysis or internal standard: 2,4-
dichlorobenzyl alcohol, 3,5-Xylenol, and Reactive Red 120.

Based on the results of the work, it can be concluded that the developed KE method is suitable for
smearing cannabinoids in human saliva after smoking marijuana. The performed analyses were
simple and quick, and the obtained results were reliable. In the future, it will be possible to expand
on the methodology developed, particularly by studying more drugs.

In the future, the given method may prove to be an alternative drug detection method when
applied in field conditions.
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