Konposatu kannabinoideen analisia matrize
biologikoetan: odola, plasma, gernua, listua
eta ilea

Maitane Olivares', Asier Vallejo?, Ibone Alonso', Nestor Etxebarria

'Kimika Analitikoa Saila, Zientzia eta Teknologia Fakultatea (UPV/EHU)
’Kimika Analitikoa Saila, Farmazia-Fakultatea (UPV/EHU)

maitane.olivares@ehu.es

Jasoa: 2013-03-14 Onartua: 2013-07-16

Laburpena: Cannabis Sativa edo marihuana, Europar Batasunean gehien kontsumi-
tzen den legez kanpoko droga da. A°-THC-a, Cannabis Sativaren osagai nagusiaren
efektu psikoaktiboak istripu edota ondorio latzen eragile izan daitekeenez, beharrezkoa
gertatzen da Cannabis Sativa noiz eta zenbat kontsumitu den jakitea edozein istripu
ikerketa batean argibideak izateko. Egun, uneko analisi azkarrak jasotzen ahalbidera-
tzen duten detektagailuak erabili daitezkeen arren, beharrezkoak gertatzen dira matrize
biologikoetan A®-THC-aren analisi zehatz eta sentikorrak ahalbidetzen dituzten ana-
lisi metodoen garapen eta erabilera. Lan honetan beraz, Cannabis Sativaren osagai psi-
koaktiboen eta beraien metabolitoen analisia egiteko hainbat analisi metodo laburbil-
tzen dira lau lagin biologikotan: odolean, gernuan, listuan eta ilean hain zuzen ere.
Hitz-gakoak: Matrize biologikoa, kannabinoideen analisia, kromatografia.

Abstract: Cannabis Sativa or marihuana is one of the most consumed illicit drugs
in the European Union, following closely the alcohol. Due to the psychoactive effect
of the main compound of Cannabis Sativa, known as A°>~THC, Cannabis is often in-
volved in accidents and other mishaps which require precise information about the
amount and time of the consumed drug. Knowing the last time Cannabis was used,
could be important for determining impairment in accident investigations and clinical
tests. Although currently in-situ rapid drug tests are commercially available, the perfor-
mance of sensitive and robust analytical methods in biological matrices is mostly re-
quired. The present manuscript reviews the different approaches present in the litera-
ture for determining the concentration of cannabinoid compounds (i.e., A°>-THC and its
metabolites) including extraction, clean-up and analysis in biological matrices such as
blood and plasma, urine, saliva and hair.
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1. SARRERA

Mundu mailan, landareetatik lor ditzakegun legez kanpoko drogen artean
Cannabis Sativa da landatuena, garraiatuena eta Europan eta Estatu Batuetan
kontsumituena [1]. Azken urteotan, trafiko-kontroletan droga honetan positi-
boa eman duten kasuak erabat igo dira. A°-tetrahidrokannabinola (A°-THC)
Cannabisaren osagai psikoaktibo nagusia da. Ikuspuntu toxikologiko batetik,
garrantzitsua gertatzen da A° -THC eta bere konposatu eratorrien kontzen-
trazioa determinatzea. Izatez, A°>~THC-aren efektu psikoaktiboak batez beste
6-7 orduko iraupena duenez, auto-istripu batean gidaria kannabinoideen era-
ginpean zegoen ala ez determina daiteke [2]. Analisi hauetan positibo ema-
teak ondorio larriak ekar ditzake; isuna, gida-baimena edo lana galtzea eta
kartzelaratzeko arriskua besteak beste. Hau dela-eta, tentuz aztertu behar dira
gezurrezko positiboak ematen dituzten analisiak, hauek hainbat faktoreren
menpe baitaude: osagai psikoaktiboaren dosia, prestaketa mota eta adminis-
trazio modua, analisiaren matrize biologikoa (besteak beste odola, gernua,
ilea, listua) edota detekzio metodoaren sentikortasuna.

Aurretiaz esan bezala, Cannabisaren osagai psikoaktibo nagusia
A°-THC-a da eta, bere natura lipofilikoa dela eta, azkar asimilatzen da
ehun adiposoan, gibelean edo biriketan. Ondorioz, modu geldoan askatzen
da odolera eta beraz, efektuen iraupen luzea espero daiteke. P-450 (CYP)
zitokromo entzimek azkar metabolizatzen dute A°-THC-a 11-hidroxi-A°-
tetrahidrokannabinol (11-OH-THC) konposatu psikoaktibora eta azken ho-
nen oxidazioak, 11-nor-9-karboxi-A°-tetrahidrokannabinol (THC-COOH)
konposatu ez-psikoaktiboa ematen du (1. irudia) [3]. Beraz, konposatu psi-
koaktiboen kontzentrazioa determinatzeaz gain, azken honen analisia fun-
tsezkoa bilakatzen da droga-probetan aske edo glukuronido eran gernuan
iraizten baita. Hala ere, konposatu hauek gernuan oxidazio bidez degrada
daitezkeenez, gernuan egindako analisiek emaitza desegokiak eman ditza-
kete, hots, dagozkion baino kontzentrazio baxuagoak.

ALTHC 11-OH-THC THC-COOH

COOH

Glukuronidoa eratu

1. irudia. A°-THC-a metabolizatzerakoan eratzen diren konposatuak.
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Ildo honetan beraz, konposatu psikoaktiboen monitorizazio eta kuantifi-
kaziorako egiten diren analisien urratsak zehatzak izan behar dira. Orokorrean
A°-THC-a eta bere metabolitoen lehen detekziorako immunosaio labur eta az-
karrak erabiltzen dira. 90. hamarkadan agertu eta hedatu ziren, uneko analisi
azkarrak bermatzen zituzten aparatuak, batez ere, errepideetako kontrol az-
karretan erabiltzeko [4]. Garapen hauekin aurrera pausu handiak egin diren
arren, beharrezkoa gertatzen da legez kanpoko konposatuen analisi kuantita-
tiboak, espezifikoak eta zehatzak bermatzen dituzten analisi metodoen aplika-
zioa. Metodo hauek, hainbat matrize biologikoren tratamenduan, konposatuen
erauzketa selektiboan eta analisi kromatografiko sentikorretan oinarritzen
dira. Izan ere, konposatu kannabinoideak hainbat matrize biologikotan de-
tekta daitezke. Konposatu kannabinoideen analisia gernuan egitea oso onartua
dagoen arren, odolean zein plasman determinatzea gomendatzen dute hain-
bat erakunde kliniko eta toxikologikok, batez ere istripuen eta autopsien iker-
keta beharrezkoa denean [5]. Honenbestez, lan honek lagin biologiko hauetan
kannabinoideen analisia egiteko erabil daitezkeen analisi metodoen urratsen
(erauzketa, garbiketa eta analisiaren) xehetasunak laburbiltzen ditu (2. irudia).
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2. irudia. A°-THC eta bere metabolitoak lagin biologikoetan determinatzeko oro-
korrean erabiltzen diren aurretratamendua, garbiketa eta analisia urratsen laburpena.
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2. PLASMA ETA ODOLA

Konposatu kannabinoideen analisia plasma edo odolean egiteak hain-
bat abantaila ditu: matrize nahiko homogeneoa da, kannabinoideen identi-
fikazioa zein kuantifikazioa matrize berean egin daiteke, jatorrizko konpo-
satua eta metabolitoak detektatzeko aukera ematen du, eta determinatutako
kontzentrazioak uneko kontsumo edo erabileraren berri ematen du. Matrize
biak modu berean erabili daitezkeen arren, lortutako kontzentrazioak ezin
daitezke zuzenean parekatu, A°~-THC-a plasmako proteinei lotuta baitago
gehienbat (% 90) eta ez horrenbeste odoleko zelulei (% 10). Izatez, hain-
bat lanen arabera, plasman aurki daitekeen A°-THC kontzentrazioa odolean
aurki daitekeenaren bikoitza dela esan daiteke.

Jadanik, bibliografian hainbat metodo garatu dira A°~THC-a eta bere
metabolitoak odolean zein plasman determinatzeko [6] (ikus 1. Taula). La-
gin biologikotik kannabinoideak erauzteko fase solidoko erauzketa (SPE
—Solid Phase Extraction) eta likido/likido erauzketa (LLE-Liquid Liquid
Extraction) erabiltzen dira batik bat. Lagin biologikoa odola denean, erauz-
keta egin aurretik proteinak hauspeatzea beharrezkoa da. Egile askok adi-
tzera eman dute A°>-THC eta THC-COOH-a aldi berean erauzteko, lagin
biologikoa pH 4 inguruan duen disoluzio indargetzaile batekin diluitu on-
doren, alderantzizko fase solidoko erauzketa C,; motako fase solidoarekin
egitea dela egokiena [3,7-9]. Hala ere, badago konposatuen erauzketa ba-
natua (A°-THC-a eluzio basikoan eta THC-COOH eluzio azidoan) [10,11]
edota SPE automatikoa egiteko aukera ere [9,12,13]. n-Hexano:etilazetato
nahastea edota n-hexanoa erauzle moduan erabilita 10 minutuan egin dai-
tekeen LLE aukeratu izan dute beste egile askok [4,14,15]. Fase solidoko
mikroerauzketan (SPME—Solid Phase Microextraction) oinarritutako me-
todoak garatu diren arren [16], prozedura luzea izanik ( > 6 ordu) aplikazio
kliniko eta forenserako erabat deuseztatu da hainbat kasutan.

Erauzketaren ondoren, konposatu kannabinoideen identifikazio eta
kuantifikazioa egiteko, kromatografian oinarritutako teknikak erabiltzen
dira, gas-kromatografia (GC) eta likido-kromatografia (LC) hain zuzen.
Ikertzaile askok gas-kromatografia masa-espektrometria teknika (GC-MS
—Gas Chromatography Mass Spectrometry) aukeratzen dute nagusiki kon-
posatu kannabinoideak kuantifikatzeko, [7-9,11,14,15,17], baina emaitza
onekoak dira era berean, gas-kromatografia elektroi-harrapaketa detekta-
gailuari akoplatua (GC-ECD, Gas Chromatography Electron Capture De-
tector), gas-kromatografia garraren bidezko ionizazio-detektagailuari ako-
platua (GC-FID, Gas Chromatography Flame lonization Detector), edota
gas-kromatografia nitrogeno-fosforo detektagailuari akoplatua (GC-NPD,
Gas Chromatography Nitrogen Phosphorous Detector).

Bestalde, legediek detekzio maila zeharo baxuak ezartzen dituzte, eta
teknika hauen garapen eta moldaketek helburu hauek lortzea bermatzen dute.
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Adibide gisa, Teske eta bere lankideek 25 uL odol erabiltzea nahikoa dute
kannabinoideen kontzentrazioa determinatzeko, bolumen handiko injekzioak
egitea ahalbidetzen duen GC-MS teknikaren moldaketa batekin [8]. Bestalde,
Scurlock eta lankideek dimentsio biko GC (GCxGC, Two dimensional gas
chromatography) erabiltzen dute matrizeak sortzen dituen nahaste konple-
xuen banaketa hobetu nahian [11]. Gerora, bi kromatografia-zutabez osatuta
dagoen bereizmen handiko gas-kromatografia moldaketa hau beste ikertzaile
batzuek ere erabili izan dute, izatez, oso zaila baita oso lipofilikoak diren
konposatu kannabinoideak matrizetik banatu eta bereiztea [18,19].

GC bidez neurtu aurretik, beharrezkoa da termikoki egonkorrak ez di-
ren konposatuen degradazioa saihesteko laginaren analisiaren prestaketan
deribatizazio urratsa gehitzea. Helburu honetarako egiten dira giro-tenpe-
raturapeko iodometanoaren bidezko metilazio erreakzioa [7,17] eta, batez
ere, 70°C-an N,O-bistrimetilsililfluoroazetamida (BSTFA) erreaktiboare-
kin, sililazio erreakzioak [9,14,18,19].

GC-n oinarritutako metodoez gain, azken urteotan A°-THC-a eta bere
metabolitoak odolean determinatzeko LC-n oinarrituta garatu diren metodo
kopurua anitza da. GC-ren kontrara, LC erabiltzerakoan ez da deribatizazio
prozesurik behar, eta ondorioz, analisiaren prozedura arina, erraza eta labu-
rragoa izan daiteke. Likido-kromatografiako ultramore detekzioa (LC-UV-
Liquid Chromatography Ultraviolet Detection) A°-THC-a eta bere metabo-
litoak determinatzeko erabilgarria izan daitekeen arren [20], sentikorragoak
diren likido-kromatografia / masa-espektrometrian (LC-MS-Liquid Chro-
matography Mass Spectrometry) oinarritutako metodoak erabiltzen dira
aplikazio kliniko eta forensean [21]. Likido-kromatografia tandem masa-es-
pektrometria berriak (LC-MS/MS-Liquid Chromatography tandem Mass
Spectrometry) A°-THC-a, metabolitoak eta bai glukuronido eran dagoen
A°-THC-a modu sentikorrean determinatzeko. Hori dela-eta, LC-MS/MS
moldaketa ezberdinak dituen metodo garatu anitz aurki daitezke: sentiko-
rragoak diren LC-ESI-MS/MS (ESI-Elektroesprai lonizazioa; Electrospray
Ionization) [4,12], edota matrize efektua minimizatzen duen LC-APCI-MS/
MS (APCI —Presio atmosferikoko lonizazio Kimikoa; Atmospheric Pressure
Chemical Ionization) hain zuzen ere [22].

Kannabinoide eta metabolitoen egonkortasuna askotan oso eztabadai-
tua da, eta lan ugarik konposatu hauek odolean duten egonkortasuna iker-
tzea dute helburu [3,14,15,17,20]. Lan hauen arabera, odol eta plasma lagi-
nak —20°C-an mantenduz gero kannabinoideen kontzentrazioa 30 egunean
manten daiteke eta giro-tenperaturan berriz 6 orduan.

Kannabinoideen eta antzeko substantzien odoleko determinazioa gero
eta garrantzi handiagoa hartzen ari da arlo kliniko eta forensean. Analisi to-
xikologikoaren gainean gertatutako garapenak analisi toxikologiko zehatz
eta sentikorrak ahalbideratu ditu eta gaur egungo joera beraz, hainbat kan-
nabinoide eta antzeko konposatuen aldibereko analisia egitea da.
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3. GERNUA

Gure gorputzean A°-THC metabolitoen presentzia antzeman ahal iza-
teko, gernua da jariakin biologikorik erabiliena. A°>~THC metabolito anitz
gernuan iraizten dira, baina hala ere, THC-COOH da gernuko metabolito
ugariena, bai aske edo bai glukuronido moduan konjokatuta [23]. Aurretiaz
esan bezala, metabolito hauek oso lipofilikoak direnez, erraz banatzen dira
gorputzeko ehunetatik eta poliki-poliki kanporatzen dira gernuaren bidez.
Esaterako, marihuana zigarro bakar bat erretzean, metabolitoek egun ba-
tzuk iraun ditzakete gernuan eta hiru edo lau aste beharko lirateke metabo-
lito hauek eliminatzeko erretzaile porrokatuen kasuan [24]. Beraz, gernua-
ren analisiaren bidez A°~-THC metabolitoak antzeman daitezke denbora epe
erlatiboki luzean [25].

Gernuan agertutako A°-THC metabolitoen analisirako, immunosaioak
dira monitorizazio metodo erabilienak. Metodo hauek metabolitoekiko es-
pezifikoak diren antigorputzen garapenean oinarritzen dira. Metodo hauen
artean erradioimmunosaioak (RIA - Radio Immunoassays), entzima immu-
nosaioak (EIA - Enzyme Immunoassays) eta fluoreszentzia-polarizazioko
immunosaioak (FPIA - Fluorescence Polarization Immunoassays) daude
besteak beste. Gaur egun, entzima-immunosaioak dira erabilienak, alde ba-
tetik azkarrak eta errazak direlako eta bestalde, ez dutelako arreta berezirik
behar erabiltzerakoan edo hondakinak eliminatzeko orduan. Orokorrean,
gomendagarria da metodo hauen bitartez positibo ematen duten laginak gas
edo likido-kromatografia bezalako metodo espezifikoagoen bidez berres-
tea.

Kannabinoideen «in situ» immunosaioak egiteko merkatuan eskuraga-
rriak diren ekipamendu ugari daude gaur egun. Ekipamendu merke hauek
nahiko sinpleak dira, erabilpen erraza dute eta analisien emaitzak azkar lor
daitezke. Abuscreen ONTRAK (Roche Diagnostic Systems), Triage®, Bio-
nike One-Step test, Advisor™ eta Abusign™ Drugs-of-Abuse Slide testek,
ahalmena dute droga bat baino gehiago detektatzeko: anfetaminak, metan-
fetaminak, benzodiazepinak, kannabinoideoak, metadona edota opiazeoak
adibidez. Beste batzuk aldiz, kannabinoideak detektatzeko espezifikoagoak
dira, EZ-SCREEN®, accuPINCH™ THC, RapiTest THC, FRONTLINE®
Rapid Tests, TDx, EMIT-Coba eta Syva EMIT® besteak beste [26].

Hala ere, immunosaioetan gertatzen den bezala, hauetan ere kroma-
to-grafian oinarritutako analisi metodoak behar dira [27] (ikus 1. taula).
Ildo honetan, eta gernuaren analisiari dagokionez, metodo gehienak me-
tabolito nagusiaren (THC-COOH) analisia dute helburu nagusia. Asko-
tan, aurretiazko hidrolisi pausu bat behar da glukuronido moduan dagoen
THC-COOH-aren hidrolisia egiteko. Modu honetan THC-COOH metabo-
litoa glukuronidotik askatzen da eta THC-COOH kontzentrazioa handia-
gotzen da. Hidrolisia entzimekin egin daiteke, beta-glukuronidasa entzima
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erabiliz edo sodio edo potasio hidroxido bezalako disoluzio alkalino indar-
tsuekin. Immunosaioak ez bezala, kromatografia-metodoek laginaren gar-
biketa luzeak behar izaten dituzte, bai LLE metodoak edo bai SPE erabiliz.

Urte askotan zehar, geruza fineko kromatografia (TLC - Thin Layer
Chromatography) kannabisaren monitorizazio eta identifikaziorako erabili
izan da. Immunosaioek TLC ia guztiz ordezkatu dute monitorizazio me-
todo gisa. Hala ere, TLC garatu gabeko herrialdeetan oraindik erabili ohi
da. TLC-n oinarritutako metodoak THC-COOH-arekiko immunosaioak
baino espezifikoagoak dira. Gainera, THC-COOH gernuan detektatzeko,
badaude merkatuan eskuragarriak diren TLC prozedurak, hala nola,
TOXI-LAB Cannabinoid Screen metodoa, TOXI-GRAMS MS (THC) eta
Toxi.Prep THC metabolitoak [28-31].

LC-n oinarritutako metodoak immunosaioekin konbinatuz ahalmen
handiko tresna bihurtu dira, alde batetik LC-k banaketa ahalmena eta espe-
zifikotasun handia duelako eta bestalde, RIA immunosaioak duen sentikor-
tasunagatik. Moldaketa hau Twitchett eta lankideek [32] erabili zuten lehe-
nengoz gernuan LSD-a determinatzeko. Gerora, moldaketa hau A°-THC-a
eta bere metabolitoak plasma eta gernuan determinatzeko erabili da [33].
Hala ere, ohikoagoa den LC-UV teknika oso erabilia da konposatu kanna-
binoideak SPE bitartez erauzi ondoren determinatzeko [34-36]. Sentikorta-
suna hobetu nahian, Weinmann eta lankideek hidrolisi baten ondoren, SPE
automatizatua eta LC-APCI-MS/MS-ean oinarritutako metodo bat garatu
zuten [37].

Gernuan, LC-az gain GC ere erabili izan ohi da konposatuak deribati-
zatu ondoren analizatzeko, horrela, GC-FID, GC-ECD edo GC-MS erabil-
tzen dituzten lanak aurki daitezke.

4. LISTUA

Listua da marihuana-kontsumoa zehazteko erabiltzen den beste matrize
bat, bai analisi kualitatiboak bai analisi kuantitatiboak egiteko; beste ma-
trizeekin konparatuz aurkezten dituen abantailak direla eta (ikus 1. taula).
Alde batetik, odola eskuratzeko ez bezala, lagina eskuratzeko ez da ino-
lako tresneria inbasiborik erabili behar eta gernua ez bezala unean bertan
lor daiteke. Abantaila hauetaz gain, analisiaren ikuspuntu batetik, listua
odola eta gernua baino matrize askoz bakunagoa da. Hala ere, listuan ana-
lisiak egiteak hainbat desabantaila aurkezten ditu. Izatez, erretzaile pasiboa
izanik faltsu positiboak emateko aukera gehiago daude eta, bestalde, kon-
posatu toxikoen kontzentrazioa baxuagoa denez, lagin bolumen handiagoa
beharrezkoa izateaz gain detekzio sentikorra bermatzen duten analisirako
tresneriak beharrezko bilakatzen dira [38,39]. Konposatu psikoaktiboen ar-
tean A°-THC-a izan da historikoki gehien determinatu den analitoa, listuan
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THC-COOH-a THC-COO-Glu-a, kannabinola (CBN) eta kannabidiola
(CBD) (3. irudia) baino kontzentrazio altuagoan topa baitaiteke. Hala ere,
konposatu hauen agerpena berriki gertatutako kontsumoa (CBN edo CBD
metabolitoen agerpena) eta eguneroko kontsumoarekin (THC-COOH edo
THC-COO-Glu metabolitoen agerpena) zuzenean erlazionatuta daude, eta
ondorioz, konposatu hauen detekzioak erretzaile pasiboen faltsu positiboak
ekidin ditzake [40,41].

Kanabinol (CBN) Kanabidiol (CBD)

3. irudia: Kannabinola (CBN) eta Kannabidiolaren (CBD) egitura. Bertan R;:H
edo COOH taldeak izan daitezke, R,, C; edo Cs kateak dira eta R;, H edo CH; tal-
deak dira.

Analisi ez-inbasiboak egiteko aukera izanik, immunoanalisi meto-
doetan oinarritutako in situ analisiak egiten dira marihuanaren kontsumoa
lehen unean detektatzeko. Teknika hauen zehaztasuna ez da zeharo ego-
kiena, baina lehen analisi kualitatiboak egiteko erabilgarriak dira oso. Gaur
egun, analisi hauek bermatzen dituzten detektagailuen garapenak eta erabi-
lerak bultzada handia jasan dute eta honen ondorioz hainbat «kif» daude es-
kuragarri merkatuan, hala nola, Drug-Id® Driager Drug edo INTEX® [42].
Laborategian ere, ELISA bezalako immunosaioak egin daitezke, analitoen
analisi kualitatiboa egiteko [41,43].

Lehenengo detekzio kualitatibo hauekin lortutako emaitza positiboa
izanez gero, beharrezkoa bilakatzen da analisi kuantitatibo adierazgarria
egitea. Hau lortzeko, egin beharreko lehenengo gauza listuaren biltzea da.
Orokorrean, bi modu daude laginaren bilketarako: (i) listua zuzenean ja-
sotzea esterilizatutako beirazko ontziak erabiltzea eta, (ii) merkatuan es-
kuragarri dauden adsorbaitzaile bereziak dituzten «kit» bereziak erabiltzea
(Intercept®, Salivette®, Quantisal™, Oralline®). Azken hauetan, adsorba-
tzaileak ahoan sartzerakoan listua bertan atxikia geratzen da eta ondoren,
adsorbatzailea disoluzio jakin batean (analitoak egonkor mantentzen di-
ren disoluzio indargetzaileak) murgildu [41,44,45] eta —20 °C-an gordetzen
dira da analisia egin arte [46].

86 EKAIA, ale berezia (2013)



Konposatu kannabinoideen analisia matrize biologikoetan:
odola, plasma, gernua, listua eta ilea

Lagina jasota, hurrengo urratsa laginaren aurretratamenduan da-
tza, hots, intereseko analitoak bai listutik bai adsorbatzaileetatik erauzi
behar dira. Beste matrizeetan bezala, orokorrean, LLE edo SPE erauz-
ketak dira erabilienak. LLE erabiltzen denean, analitoak modu neu-
troan mantentzeko orokorrean pH 6-7 tartean finko manten dezakeen
disoluzio indargetzailea erabiltzen da, eta n-hexano edota n-hexa-
no:etilazetato disoluzio nahasteak erabiltzen dira disoluzio erauzle mo-
dura [39,47]. Egun gehien erabiltzen den erauzketa metodoa SPE da.
Adibide gisa, Teixeirak eta laguntzaileek Bond Elut LRC® kartutxoa
erabili zuten, A°-THC-aren, THC-COOH-aren eta 11-OH-THC-aren
erauzketa egiteko eluitzaile modura 1 mL n-hexano:etilazetato (8:2,
v/v) erabiliz [45,48]. Moorek eta laguntzaileek aldiz, Trace-N mota-
tako kartutxoak erabili zituzten A°-THC-aren analisirako eluitzaile mo-
dura n-hexane:azido azetikoa (98:2) erabiliz. Polimero adsorbatzai-
leak, A°-THC-aren, THC-COOH-aren, 11-OH-THC-aren, CBD-aren eta
CBN-aren erauzketarako (n-hexano:azetona:etilazetato, 60:30:20 v/v,
eluitzailea) erabili izan dira eta trukatzaile kationikoak, A°-THC-aren
eta THC-COOH-aren erauzketarako (etilazetato eta etilazetato:amo-
niako 100:3, v/v erauzleekin) [43,49].

Intereseko analito hauek GC, GCxGC edo LC bidez banatu daitezke.
GC eta GCxGC kasuetan, beste matrize mota guztietan bezala, beharrez-
koa da deribatizazio prozesu bat aurretiaz egotea: sililazio prozesu bat
BSTFA deribatizatzailearekin [43] edo azetilazio erreakzio bat trifluoroaze-
tiko anhidroarekin [49]. Orokorrean, MS da detektagailu erabiliena [31,44],
nahiz eta zehaztasun eta sentikortasun altuko MS-MS detektagailuak era-
biltzen dituzten lanak ere aurkitu daitezkeen, batez ere THC-COOH deter-
minazioa egin behar denean [41,49].

LC-ri dagokionez, LC-ESI-MS [45] eta LC-MS-MS [4,39,47] dira
teknika erabilienak, kannabinoideoen banaketa eta detekzioa egiteko.
LC erabiliz, deribatizazio prozesua ekidin daiteke, eta modu berean,
GC-MS-arekin lortutako sentikortasuna hobetzen da.-LC-n oinarritutako
analisi teknika hauekin ng/mL ordenako kontzentrazio baxuak determina-
tzea lortu da.

5. ILEA

Drogen kontsumoaren analisia ilearen bitartez egitea ez da gaur egungo
kontua [50,51] (ikus 1. taula). Ilean, drogen metabolitoak metatu egiten
dira eta noski, marihuanarenak ere antzerako portaera dute. Metaketa ho-
nek, abantaila ikaragarriak erakusten ditu, analitoen detekzio leihoa den-
boran zehar luzatzen baita, hau da, hiru hilabete igarota ere marihuanaren
kontsumoa detektatzeko aukera dago [52].
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Historian, marihuanaren 3 analito aurkitu dira ilean, A°>-THC, CBD eta
CBN. Hauen metaketa kontzentrazioak THC-COOH-arenak baino han-
diagoak dira baina, listuan bezala, faltsu positiboak emateko aukera dago,
airean zehar, kannabinoideak, ilean metatu baitaitezke [53]; beraz, gaur
egun THC-COOH-aren analisiak egiten hasi dira. Hala ere, A° -THC-
COOH-aren kontzentrazioak oso baxuak direnez, teknika instrumental sen-
tikorrago baten erabilera behar da [54-56].

Aurretiaz esan bezala, ileak barnean duen informazioa epe luzekoa da,
eta hori dela-eta, ilearen biltzea berezia da. Izatez, luzera jakin bateko ile
puska zein ile osoa eta, sustrai edo sustrai gabe analiza baitaiteke [55,56].
Aldakortasun hau ikusita, Han eta laguntzaileek, ile apur ezberdinak az-
tertu THC-COOH-a gehienbat ile sustraian metatzen zela aditzera eman
zuten [55]. Beraz, THC-COOH-aren analisia egiterakoan, ilea sustraiarekin
edo sustraia bakarrik erabiltzea gomendatzen dute.

Kannabinoideen determinazioa ilean egiteko beste matrizeetan egi-
ten diren urratsez gain garbiketa ere beharrezkoa da; honela, eman beha-
rreko urratsak honakoak dira: (i) garbiketa, (ii) hidrolisia, (iii) erauz-
keta, (iv) deribatizazioa (gas-kromatografia bidez banatu nahi badira) eta
(v) analisia.

Garbiketan, ilean egon daitekeen zikinkeriaz gain, aireak garraiatua
ilean metatu daitezkeen analitoak ere eliminatzen dira; honela, kutsadura
gurutzatua ekiditen da. Orokorrean helburu hau lortzeko, diklorometanoa
erabili izan ohi da [57,58] nahiz eta metanola edota petrolio eterra ere era-
bil daitezkeen [59,60].

Hidrolisiari dagokionez, sodio hidroxidoarekin hidrolisi basiko bat egi-
tea da arruntena, (1 M) 85 °C-an 30 minutuz [54-56,61-64]. Beste aukera
bat entzimen bidez egindako hidrolisia da, zehazki beta-glukuronidasa eta
arisulfatasa entzimak erabilita [65]. Nahiz eta entzimen prozesuak selek-
tiboagoak izan, hidrolisi-denbora luzeak eskatzen dituenez, hidrolisi basi-
koak dira ohikoenak.

Hidrolisiaren ostean analitoen erauzketa egiten da. LLE erabiltzen
da orokorrean n-hexano:etilazetato disoluzio nahaste batekin [66-68],
edo klorobutanoarekin [69]. SPE erabiltzea da beste aukera bat. Egile as-
kok erauzketa modu hau erabili dute erauzle modura n-hexano:etilaze-
tato disolbatzaile nahaste bat erabiliz [46,56,58,70]. Berriki, Malduskik
eta laguntzaileek [54] HS-SPME bidezko erauzketa egitea proposatu dute
A°-THC-aren, CBD-aren eta CBN-aren eta THC-COOH-aren determina-
ziorako GC-MS eta GC-MS-MS bidez, hurrenez hurren.

Erauzketa hauek eraginkorrak izateko, ikerlari askok, analitoak egoera
neutroan egotea lortzen dute disoluzio indargetzaile bat edota disoluzio
azido bat gehituta digestio ostean [55,61,71].

88 EKAIA, ale berezia (2013)



Konposatu kannabinoideen analisia matrize biologikoetan:
odola, plasma, gernua, listua eta ilea

Analisiari dagokionez, GC-MS edo GC-MS-MS teknikak dira erabilie-
nak eta beraz, aurretiaz, deribatizazio pausu bat jasan behar dute analitoek.
Horreratarako, gehien erabiltzen diren erreaktiboen artean aipatu beharre-
koak dira: BSTFA, N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroazetamida (MSTFA),
anhidrido trifluoroazetikoa (TFAA), anhidrido pentafluoropropionikoa
(PFPA) eta anhidrido heptafluorobutirikoa (HFBA). Deribatizazioaren on-
doren analitoak lehorrera eramaten dira eta etilazetatoan edo toluenoan be-
rreskuratu ostean GC bidez banatzeko prest daude.

A°-THC, CBD eta CBN analisia egiteko GC-MS-ren sentikorta-
suna nahikoa da, analito hauen kontzentrazioa ilean nahiko altua baita
(ng/mg). THC-COOH-a ordea, ez da hain kontzentrazio altuetan topa-
tzen (pg/mg) eta beraz analisi teknika sentikorrago bat erabili behar da;
kasu honetan GC-MS-MS da erabiliena. Gaur egun, GC-z aparte LC ere
erabili izan da kannabinoideen analisirako. Coulterrek eta laguntzaileek
A°-THC-aren analisia aurrera eraman dute LC-MS-MS baten bidez; ho-
nela, deribatizazio pausua saihestu dute [72].
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6. ONDORIOAK

Konposatu kannabinoideen analisien garrantzia zeharo igo da azken ur-
teotan, batez ere, beraien efektu psikoaktiboen ondorioz suertatutako egoe-
rei irtenbide emateko edota erantzukizunak bilatzeko. Honetarako erabil
daitezkeen analisi metodoak analisiaren helburuaren menpe egoteaz gain,
aztertutako matrizearen, konposatuen eta estatuko legediaren menpe daude.
Arrazoi hauei egokituta, egunotan erabiltzen diren teknikak sentikor eta es-
pezifikoak dira oso; halakoak dira A°-THC eta bere metabolitoak deter-
minatzen ahalbidetzen duten GC-MS-MS eta LC-MS-MS. Azken honek
zehaztasun handiko analisiak egitea ahalbidetzen du, izatez, analisi azkar
eta sentikorrak egitea ahalbidetzen baitu deribatizazio eta aurretratamendu
luzeak ekidinez. Aurretratamendua beharrezkoa izatekotan, fase solidoko
erauzketa eta likido/likido erauzketa dira erabilienak. Hala ere, gaur egun,
selektiboagoak izan daitezkeen metodo eta disolbatzaile kantitateak mu-
rrizten dituzten mikroerauzketen garapenek hartu dute bide. Hori dela-eta,
esan daiteke garapenaren bultzada uneko analisi azkarrak bermatzen dituz-
ten detektagailu zehatz eta sentikorren ibilbidean doala. Ildo honetan, az-
ken urteotan garatzen ari diren lan askoren helburua, ohiko metodoen eta
detektagailu berri eta azkar hauen emaitzen alderaketan oinarrituta daude.
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