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NACHWEIS UND BESTIMMUNG VON PHENOLISCHEN INHALTSSTOFFEN MITTELS DIREKTER

NASSCHEMISCHER METHODEN

Es werden modifizierte nasschemische Analysen-
methoden zum Nachweis und zur Bestimmung von phenol-
artiger Verbindungen und Cannabinoiden mittels Farbreak-
tionen auf bisher nicht bekannte, einfache Weise, direkt in
Frischpflanzen, Pflanzenmaterialien und deren Zubereitun-
gen beschrieben.

Es wurden weiters Verfahren gefunden, mit denen
erstmals der spezifische, nasschemische Nachweis einzel-
ner Cannabinoide mittels spezieller Farbreaktionen selektiv
durchgefuhrt werden kann.

Durch ihre Konzeption sind die neu entwickelten
Verfahren fur die Anwendung in Analysen-Schnelltest-
Packungen verwendbar, sodaR die gewiinschten Bestim-
mungen auch fiir Laien schneli und problemlos durchge-
fhrt werden kénnen.
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Phenolische Verbindungen sind wichtige, pharmakologisch wirksame Inhaltsstoffe verschiede-
ner Pflanzen und daraus hergestellter Zubereitungen.

Insbesonders Cannabinocide, die Hauptwirkstoffe der Hanfpflanze (Cannabis sativa) stehen
durch ihre vielfaltigen und wertvollen pharmakologischen Eigenschaften in letzter Zeit im Mittel-
punkt des wissenschaftlichen Interesses.

Fur ihren Nachweis sind verschiedene physikalische, chemische und auch diverse nassche-
mische Methoden bekannt. Letztere werden hauptsachlich in Form von "Spot Tests" unter Verwen-
dung von Sprithreagenzien angewendet.

US 3,656,906 A beschreibt den Nachweis von Cannabinoiden in biologischen Materialien wie
Blutplasma und Urin durch Kondensation der vorher extrahierten Cannabinoide mit Polycarboxyl-
saure und anschiieRender photometrischer Bestimmung.

In US 4.816,415 A wird ebenfalls der Nachweis von Cannabinoiden in Kérperflussigkeiten
beschrieben. Bei diesem Verfahren werden die Cannabinoide mit Hilfe eines Spezialfiltertrichters
an Aryl-carboxyisauren gebunden und anschlieRend durch Farbreaktion mit bekannten Reagen-
zien, namlich Echtbiausalz BB, Echtbordeaux-Salz-Gp, Echtgriinsalz, Duquenois-Negm-Reagens
oder Beam-Reagens der Cannabinoidgehalt ermittelt.

in EP 132 313 A2 werden Cannabinoid-Nachweis-Methoden fir Drogentest-Packungen auf
Basis von Diazonium-Reagenzien beschrieben. Die Reaktion wird auf Filterpapier durchgefihrt und
die Reagenzien in flussiger Form oder als Spray aufgetragen.

Diese und ahnliche Verfahren sind relativ umstandlich durchzufihren und meist ist eine Aufbe-
reitung des Probematerials durch MaRnahmen wie Trocknung, Extraktion, Filtration und Eindamp-
fen, notwendig, um die entsprechenden Bestimmungen durchfithren zu kénnen.

Dies erfordert einen erheblichen Arbeite- und Zeitaufwand und kann mitunter auch zu einer
Veranderung der stofflichen Zusammensetzung des Probematerials fuhren.

AuBerdem ist bei diesen Methoden haufig die Verwendung von giftigen oder stark atzenden
Chemikalien erforderlich, was fur eine breite Anwendung durch den Laien ist.

Im Bereich der Drogenfahndung wird zur Cannabis-Schnellerkennung hauptséachlich die nass-
chemische Duquenois-Reaktion in Form eines Analysen-Test-Kits eingesetzt. Diese Methode ist
jedoch wenig spezifisch, kann keinerlei Auskunft Uber das tatséchliche Cannabinoid-Verhalinis
geben, arbeitet mit konzentrierter S&ure und ist auflerdem nicht ganz einfach durchzufithren.

Nach den nun neu entwickelten Verfahren werden speziell ausgewahlte Farbreaktionen so
modifiziert, daR die Reagenzien gleich dem als Extraktionsmittel fungierendem L&sungsmittel
zugefiigt und in der nasschemischen Nachweisreaktion direkt eingesetzt werden. Dadurch sind die
sonst notwendigen Vorbehandlungen Probematerials, wie Trocknen, Extraktion und abschlieRen-
des Eindampfen nicht mehr erforderlich.

Durch geeignete Auswahl und Konzeption der Reagenzien, sowie durch spezielle Modifikation
bei der Durchfihrung des Verfahrens konnte erreicht werden, daR der jeweils vorherrschende
Phenolkérper durch Entwicklung eines spezifischen, deutlich unterscheidbaren Farbtones einzeln
fir das Auge sichtbar gemacht und so auf bisher nicht bekannte, einfache und schnelle Weise
direkt nasschemisch nachgewiesen werden kann.

Durch Verfeinerung des Verfahrens konnte zusatzlich eine optimale, besonders leicht ables-
bare Abstufung, sowie eine mehrere Stunden anhaltende Bestandigkeit der entstanden Farbtone
erreicht werden.

Auf diese Weise ist es erstmals auch méglich frisches, unbehandeltes Probematerial und sogar
Frischpflanzen direkt der Untersuchung zu unterwerfen und nach phenolischen oder Cannabinoi-
den Bestandteilen zu analysieren.

Besonders bewahrt hat sich diese Methode beim Nachweis von Cannabinoiden, den pharma-
kologisch interessanten Hauptwirkstoffen des Hanfes.

Damit ist erstmals eine Unterscheidung von Drogen- und Industriehanf sogar bei mannlichen
und jungen Pflanzen ab einem Alter von zwei Wochen mdaglich.

Des weiteren kann die Bestimmung des Reifegrades von Hanfpflanzen auf schnelle und
einfache Weise sogar direkt an Frischpflanzen vorgenommen werden.

Durch spezielle Modifikationen der Reagenzien und der Verfahren konnten neue Methoden
zum selektiven nasschemischen Nachweis einzelner spezifischer Cannabinoide gefunden werden.

Die Verfahren kénnen auch fur die Identifizierung und Qualitatsbeurteilung von &therischen
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Olen und Pflanzenmaterialien durch Bestimmung vorhandener Phenolkorpern eingesetzt werden.

Durch die einfache Durchfithrung und die Verwendung maglichst ungiftiger Reagenzien und
Lésungsmittel ist es auch fur den ungeibten Laien moglich die beschriebenen Tests ohne Schwie-
rigkeiten durchzufihren.

Aufgrund der einfachen Konzeption des Verfahrens und der dazu notigen Reagenzien, eignen
sich diese Verfahren besonders filr Analysenpackungen (Test-Kits) die direkt an Ort und Stelle
eingesetzt werden kénnen.

Mittels dem Fachmann bekannter, photometrischer Messung der Hauptmaxima der entwickel-
ten Farbtone konnen die Verfahren auch zur quantitativen Bestimmung der nachgewiesenen
Phenolkérper herangezogen werden.

In der Reagens-Losung A werden als Losungsmittel ein-, oder mehrwertige Alkchole alleine
oder deren Gemische mit oder ohne Zusatz anderer organischer Losungsmittel verwendet, welche
einerseits eine optimale Extraktion der Wirkstoffe und andererseits aber auch gute Lose-Eigen-
schaften fur das verwendete Reagens und eine stérungsfreie Farbreaktion garantieren.

Die zur Farbentwicklung notwendigen Reagenslosungen B wurden so konzipiert, dal sie
zwecks moglichst einfacher und effektiver Handhabung nur in Tropfenmengen dem Reagens-
gemisch zugegeben werden konnen.

Durch die Zugabe von Salzen organischer Sauren zu den Reagensiosungen B konnte weiters
eine besser Ablesbarkeit der entwickelten Farbténe, sowie eine verbesserte Haltbarkeit derselben
erzielt werden.

Folgende Reagenzien und Lésungsmittel wurden verwendet:

Echtschwarz K, Echtblausalz B, 2,6-Dibromchinon-chiorimid, 2,6-Dichlorchinon-chlorimid,
Formaldehyd, Acetaldehyd, Salicylaldehyd Vanillin, p-Dimethylamino-benzaldehyd, p-Diethyl-
amino-bnezaldehyd, Eisen-lil-chiorid, 4-Amino-antipyrin, 4-Aminophenol, Kaliumhexacyanoferrat,
Ammonium-Azetat, Natrium-Azetat, Alkalihydroxide und Ammonium- und Alkalisalze organischer
Sauren und als Lésungsmittel Wasser, primére, sekundare und tertiare Alkohole C-1 bis C-10 mit
oder ohne Zusatz von organischen Lésungsmitteln wie ungesattigte Kohlenwasserstoffe, haloge-
nierte Kohlenwasserstoffe, Ather, Ketone, Carbons&ureester, und aromatische Kohlenwasser-
stoffe.

Die Erfindung solt anhand der folgenden Beispieie erlautert und illustriert werden, ohne sich
jedoch auf diese zu beschranken :

BEISPIELE
BEISPIEL 1

NASSCHEMISCHE _BESTIMMUNG _VON _PHENOLEN UND CANNABINOIDEN IN
VERSCHIEDENEN MATERIALIEN UND FRISCHPFLANZEN

Reagenzien :

Reagens A : Lésung von 0,01 % p-Aminophenol in Isopropanot
Reagens B : 10 %ige Lésung von Natriumhydroxyd in H,O-Isopropanol (2 : 1)

Durchfthrung :

20 bis 100 Milligramm des Probematerials werden in einem glasklaren, ungefarbten Reagens-
réhrchen mit 2 mi Reagens A versetzt, mehrmals geschuttelt, mit 2 Tropfen Reagens B versetzt
wieder geschittelt und die entstandene Farbung nach 10 Minuten abgelesen.

Farbreaktionen :

Blindwert: gelblichgrau = negativ

phenolische Verbindungen : Thymol --> tiefblau
Cannabidiol --> violettrosa
THC ---> griinblau
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Cannabinol > blau

Hanf-Frischpflanzen : unreifer Drogenhanf --> violettrétlich
ausgereifter Drogenhanf —--> blaugrtin
reifer EU-Industriehanf (Felina 34) -—> violettrétiich

atherische Ole : Rosmarinél --—--> olivgriin
Oreganod! ---> blau
Thymiand! ---> blau

BEISPIEL 2

SELEKTIVER NASSCHEMISCHER NACHWEIS VON TETRAHYDROCANNABINOL (THC)

Reagens A : 0,15 % Eisen-(Ill) Chiorid in absolutem Ethanol
Reagens B ;. 1 % Ammonium-Azetat in absolutem Ethanol

Durchfihrung :
10 bis 100 mg des Probematerials werden in einem glasklaren, farblosen Proberéhrchen mit

1,5 ml Reagens A versetzt und geschittelt. Dann versetzt man mit 5 Tropfen Reagens B. Die
Farbtdne werden nach 1 Minute abgelesen.

Farbreaktionen :

Blindwert ---> schwach br&unlichgelb = negativ
Cannabidiol ---> (schwach brédunlichgelb) = negativ
Cannabinol ---> (schwach bréunlichgelb} = negativ
THC —-> orange rotbraun = positiv

BEISPIEL 3

SELEKTIVER NASSCHEMISCHEN NACHWEIS VON THC

Reagenzien :

Reagens A : 0,01 %ige Losung von Echtschwarz K in Ethanol
Reagens B : 5 %ige Natriumhydroxid-Lésung in Ethanol 50 %ig

Durchfahrung :
50 bis 100 mg Probematerial werden in einem glasklaren, ungefarbten Probershrchen mit 5 ml

Reagens A versetzt und mehrere Male durchgeschuttelt. Ein Tropfen Reagens B wird zugegeben,
abermals durchgeschittelt und die entstandene Farbung innerhalb von 1 Minute abgelesen.

Farbreaktionen :

Blindwert = hell violettrosa = negativ
Cannabidiol = hell violeftrosa = negativ
Cannabinol = helf violettross = negativ
THC = br&uni. orangerot = positiv

BEISPIEL 4

SELEKTIVER NASSCHEMISCHER NACHWEIS VON CANNABINOL

Reagenzien :
Reagens A : 0,01 %ige Lésung von 2,6,-Dichlorchinon-chlorimid in isopropanol
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Reagens B : wassrige, gesattigte Kaliumcarbonat-Losung

Durchfiihrung :

10 bis 50 mg Probe werden in einem glasklaren, ungefarbten Probershrchen mit 5 ml Reagens
A versetzt, mehrere Male durchgeschiittelt Dann wird mit 1 Tropfen Reagens B versetzt, gine
Minute kraftig durchgeschittelt und die entstandene Farbung sofort abgelesen.

Farbreaktionen :

Blindwert —-> hell bréunlichgelbe Férbung = negativ
Cannabidiol ---> hell bréunlichgelbe Férbung = negativ
THC = hell bréaunlichgelbe Farbung = negativ
Cannabinoi = blaue Farbung = positiv
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PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zum nasschemischen qualitativen und quantitativen Nachweis von phenolischen
Substanzen, insbesonders von Cannabinoiden und solche Stoffe enthaltende Materialien,
dadurch gekennzeichnet, da das Probematerial in vorbehandeiter oder unbehandelter
Form, auch ohne vorherige Trocknung u.s.w., direkt mit der Losung eines farbbildenden
Reagenses A mit oder ohne Zusatz von organischen Losungsmitteln versetzt wird und zur
Entwicklung der spezifischen Farbreaktion ein zusétzliches Reagens B zugegeben wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal} zur quantitativen Auswertung
die fotometrische Messung in dem Fachmann bekannter Weise beim spezifischen Absorp-
tionsmaximum des gebildeten Farbstoffes der jeweils zu bestimmenden phenolartigen
Substanz durchgefuhrt wird.

Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, dall als Reagens-A
0,001 bis 10 %ige Losungen von Echtschwarz K, Echtblausalz B, 2,6-Dibromchinon-
chlorimid, 2,6-Dichlorchinon-chlorimid, Vanillin, Salicylaldehyd, Formaldehyd, Acetaldehyd,
p-Dimethylamino-benzaldehyd, p-Diethylamino-benzaidehyd, Eisen-lll-Chlorid, 4-Amino-
antipyrin, 4-Aminophenol, Kaliumhexacyanoferrat in Wasser und/oder primaren, sekunda-
ren und tertidren Alkoholen C-1 bis C-10 mit oder ohne Zusatz von organischen Losungs-
mitteln wie gesattigten und ungeséttigten Kohlenwasserstoffen, halogenierten Kohlenwas-
serstoffen, Athern, Ketonen, Carbonsaureestern und aromatischen Kohlenwasserstoffen
und das Reagens B aus einer Lésung von 1 bis 50 % Alkalihydroxid in Wasser und/oder
primaren, sekundaren und tertidren Alkoholen C-1 bis C-10 oder deren Gemischen mit
oder ohne Zusatz von Ammonium- oder Alkalisalzen organischer Sauren verwendet
werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dall zur Erzielung einer
verbesserten Farbaufteilung und Ablesbarkeit, sowie einer langeren Haltbarkeit der entwik-
kelten Farbténe dem Reagens B (nach Anspruch 3) 0,1 bis 20 % eines Ammonium- oder
Alkalisalzes einer organischen Saure, wie Essigsdure, Propionsaure, Buttersaure, Oxal-
saure, Fumarsaure, Apfelssure, Sorbinssure, Benzoesdure, Salizylséure, Phthalsaure,
Phenylessigsaure, Naphtylessigsaure, Indol-3-essigsaure, u.s.w. zugesetzt wird.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal 0,01 bis 500 mg
Probematerial in einem glasklaren, ungefarbten Proberthrchen mit 1 bis 10 ml Reagens A
(nach Anspruch 3) und nach Schutteln mit 1 bis 10 Tropfen Reagens B (nach Anspruch 3)
versetzt wird und nach abermaligem Schitteln die entstandene Verfarbung abgelesen
wird.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5 zum nasschemischen Nachweis von Cannabi-
noiden und anderen phenolartigen Stoffen, dadurch gekennzeichnet, dad Reagens A aus
einer 0,001 bis 5 %igen Losung von 4-Amino-phenol in priméaren, sekundaren oder
tertiaren Alkoholen C-1 bis C-10 mit oder ohne Zusatz von anderen organischen Losungs-
mitteln oder Wasser und Reagens B aus einer Losung von 1 bis 50 % Alkalihydroxid in
Wasser oder Alkoholen oder deren Gemischen zusammengesetzt
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ist und die Bestimmung nach Anspruch 5 durchgefithrt wird und die entstandene Verfar-
bung nach 5 bis 10 Minuten abgelesen wird.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5 zum selektiven, nasschemischen Nachweis von
Tetrahydrocannabinol dadurch gekennzeichnet, dal das Reagens A aus einer 0,05 bis
5 %igen Loésung von Eisen-lI-Chiorid in Wasser und/oder priméren, sekundaren oder
tertidren Alkoholen C-1 bis C-10 mit oder ohne Zusatz von anderen organischen Losungs-
mitteln und Reagens B aus einer Ldsung von 0,1 bis 5,0 % eines Ammoniumsalzes einer
organischen S&ure wie unter Anspruch 4 zusammengesetzt ist und die Bestimmung nach
Anspruch 5 durchgefuhrt wird, wobei die entstandene Farbreaktion erst nach 2 Minuten
ablesbar ist.

Verfahren nach den Ansprichen 1 bis 5 zum selektiven nasschemischen Nachweis von
Cannabinol dadurch gekennzeichnet, dall Reagens A aus einer 0,001 bis 5 %igen Losung
von 2,6-Dibromchinon-chiorimid in priméaren, sekundéren oder tertidaren Alkoholen C-1 bis
C-10, mit oder ohne Zusatz von anderen organischen Lésungsmitteln und Reagens B aus
einer gesattigten walirigen Losung von Kaliumcarbonat zusammengesetzt ist, die Farb-
reaktion nach Anspruch 5 durchgefuhrt und der entstandene Farbton innerhalb von 30
Sekunden abgelesen wird.

Anwendung der Verfahren nach den Ansprichen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dal
diese zur |dentifizierung und Qualitatsbestimmung von Cannabis-Praparaten wie Mari-
huana, Haschisch, Haschischél und sonstigen Cannabinoid-haltigen Materialien, zur
Bestimmung des Reifegrades von Hanfpflanzen, sowie zur Unterscheidung von Drogen-
und Industrie-Hanf bei erwachsenen mannlichen oder weiblichen und auch bei jungen
Hanfpflanzen in frischer oder auch getrockneter Form, verwendet werden.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da} diese zum nass-
chemischen Nachweis verschiedener phenolartiger Verbindungen, in &therischen Olen,
Resinoiden, Absolutes, Konkretes, Frischpflanzen, Pflanzendrogen, Pflanzenextrakten-
und Ausziigen und Geruchstoffen, sowie zu deren ldentifizierung und Charakterisierung
verwendet werden.

Anwendung der Verfahren nach den Ansprichen 1 bis 10 in Analysen-Schnelitestpackun-
gen (Test-Kits), dadurch gekennzeichnet, dall diese die beiden Reagenzien A und B
abgefullt in korrosionsfesten, mit einer AusguRvorrichtung versehenen Flaschchen erfor-
derlicher GroRRe, sowie mehrere kleine verschiieRbare glasklare, farblose Proberéhrchen
zur Durchfihrung der Farbreaktion und eine Farbvergleichs-Skala zur Ablesung der
entstandenen Farbtone enthalt.

KEINE ZEICHNUNG
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