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Laburpena: Etorkizun hurbilean kannabisa sendagai bezala erabili ahal izateko bi
urrats eman dira lan honetan. Alde batetik, landareak euren efektu fisiologikoekin lo-
tzeko lagungarria izan daitekeen kannabinoideen hatz-marka ikertzeko metodo bat ga-
ratu da fragmentazio bikoitzeko masa-espektometriari akoplaturiko eraginkortasun
handiko likido kromatografia bidez (HPLC-MS/MS High Performance Liquid chroma-
tography-tandem mass spectrometry). Bestalde, kannabis landareko konposatuen pro-
dukzioa optimizatzeko kimiotipo ezberdineko landareen hazkuntzan zeharreko kan-
nabinoideen eta terpenoen garapena aztertu da. Bertan, konposatu garrantzitsuenen
kontzentrazio maximoak noiz agertzen diren ikusteaz gain, landare-mota bakoitzaren
ezaugarri diren terpenoak zeintzuk diren aurkitu da.

Hitz gakoak: Kannabisa, hatz-marka, hazkuntza, kannabinoideak, terpenoak.

Abstract: In this work 2 different studies have been done around medical use of canna-
bis. On the one hand, to help to correlate plants with their physiological effects, a HPLC-
MS/MS method has been developed to establish the cannabinoid fingerprinting of differ-
ent cannabis plants. On the other hand, in order to optimize the production of bioactive
compounds, the evolution of cannabinoid and terpene content of different chemotype
plants during their growth was studied. Concentration peaks for major cannabinoids and
terpenes were establish and characteristic terpenes for each chemotype were identified.

Keywords: cannabis, fingerprinting, growing, cannabinoids, terpenes.

1. SARRERA

Lur azpiko altxorrak ondo ezkutatuta eta mila tranpaz eta amarruz ba-
bestuta daudela erakutsi izan digu Hollywood-ek, egon bada, ordea, lur az-
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pitik bere kabuz irteten den altxorrik ere. Kannabisaz ari natzaizue. Gaur
egun ezagunak dira landare honek dituen hainbat ezaugarri eta erabilera;
esate baterako, anorexia, minbizien fase aurreratu, edo HIES kasuetan la-
gungarri den gosea pizteko baliagarria dela; minbiziak sendatzeko erabil-
tzen den kimioterapia errazago jasateko efektu antiemetikoa duela; minbi-
ziek, HIESak eta fibromialgia edo erreuma-artritisaren gisako gaixotasunek
eragindako min neuropatiko kronikoari aurre egin diezaiokeela; eta eskle-
rosi anizkoitzari lotutako gogortasuna edo espastizitatea tratatatzeko zein
glaukoma tratatzeko erabil daitekeela [1].

Bestalde, oraindik guztiz frogatuta egon ez arren, geroz eta ikerketa
zientifiko gehiagok babesten dute kannabisa beste gaixotasun askotarako
irtenbide garrantzitsua izan daitekeela; hala nola, hainbat minbizi senda-
tzeko [1,2-5], epilepsia tratatzeko [6,7], eta alzheimerrari [8,9], Hungtin-
tonen gaixotasunari [10,11], diabetes kasuei [12,13] zein Touretten sindro-
meari [1,14,15] aurre egiteko.

Kannabisak hainbeste gaixotasunen ondorioak arintzeko balio izateak
badu bere azalpen zientifikoa: sistema endokannabinoidea. Sistema hau
zenbait lipido neuromodulatzailek eta euren hartzaileek osatzen dute eta
gorputzeko hainbat prozesu fisiologikotan hartzen du parte; hala nola, go-
sean, min sentsazioan, umorean eta memorian. Lipido horiei endokanna-
binoide deritze eta euren hartzaileekiko selektiboak dira; hots, giltza batek
sarraila batekin duen funtzio bera betetzen dute hartzaileekin. Kontua da,
kannabisean aurkitzen diren kanabinoide ezberdinek ere hartzaile horiekin
lotzeko gaitasuna dutela, eta, modu horretan, prozesu fisiologiko horietan
guztietan eragin [16,17].

Kannabisa kontsumitzeak dakartzan eragin kaltegarriei dagokienez,
eragin nagusiak antsietatea eta izu-ikara egoerak dira. Landarearen toxi-
kotasun akutua oso baxua da eta, ondorioz, sintoma ahulak eragiten ditu:
arreta- eta oroimen-asaldurak edo zailtasun psikomotoreak, eta egoera la-
rrienak autoa gidatzeko orduan gertatzen dira [1]. Eragin kronikoei dago-
kienez, ezaguna da, kannabisa kantitate handitan eta era kronikoan hartuz
gero, bronkitis kronikoa eta zenbait asaldura histopatologiko izateko au-
kera asko handitzen dela [1].

Kannabis landarea ez da batere sinplea. 554 konposatutik gora identifi-
katu dira bertan; horien artean, 113 kannabinoide [18] eta 120 terpeno [19].
Kannabinoideak forma azidoan biosintetizatzen dira landarean, baina be-
rotzean edo argiaren presentzian dagokien forma neutrora deskonposatzen
dira. Bestalde, degradazioak ere jasan ditzakete eta beste kannabinoideetara
eraldatu. Hori da kannabisaren psikoaktibitatearen eragile nagusietako bat
den eta tetrahidrokannabinol azidotik (THCA tetrahydrocannabinolic acid)
datorren tetrahidrokannabinolaren (THC tetrahydrocannabinol) kasua, non
kannabinolera (CBN cannabinol) degrada daitekeen [20]. 113 kannabinoide
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horietako bakoitzak aktibitate terapeutiko ezberdina du eta, ondorioz, apli-
kazio ezberdinetarako erabil daitezke [21]. Hortaz gain, euren artean eragin
sinergikoa gertatzen da; esaterako, jakina da kannabidiol azidotik (CBDA
cannabidiolic acid) datorren kannabidiolak (CBD cannabidiol) THCaren
eragin euforikoa modulatzen duela [22]. Hori gutxi ez, eta terpenoek, lurri-
naren erantzule izateaz gain, hainbat efektu terapeutiko dituzte eta kannabi-
noideekin sinergian joka dezakete [23].

Milaka kannabis barietate ezagutzen dira gaur egun, eta kopurua han-
dituz doa egunetik egunera, askotariko efektuak lortu nahian barietate ez-
berdinak elkarren artean gurutzatzen baitira berriak sortzeko. Dena den, ia
barietate horiek guztiak kannabisaren bi azpiespezie nagusien gurutzake-
tetatik datoz; hots, sativatik eta indicatik. Hala, gaur egun dauden barie-
tateak sativa modukoak, batez ere sativa modukoak, hibridoak, batez ere
indica modukoak ala indica modukoak izan daitezke, duten nahastearen
ehunekoaren arabera. Orain arte kaleko kulturan, azpiespezie bakoitzari
justu elkarren aurkakoa den efektu jakin bat egotzi izan zaio, gainera; sa-
tivak THCA/CBDA ratio altuekin lotu izan direnez, estimulatzaileak eta
bizigarriak direla uste izan da, eta indicak, aldiz, ratio baxuagoekin lotu
izan direnez erlaxagarriak. Hala, teorikoki azpiespezie bakoitzari aplika-
zio jakinak aurkitzeko modua egongo litzateke. Dena den, nahiz eta mor-
fologikoki ezberdinak izan, oraindik eztabaida dago ea kimikoki ezberdi-
nak diren eta, ondorioz, efektu aldetik ezberdintasun agerikorik duten ala
ez [24]. Bestalde, jakina da, barietate jakin bat leku ezberdinetatik eskura-
tuz gero, euren konposatuen kontzentrazioetan aldaketa handi samarra ego-
ten dela [24].

Kontuak hala, landare jakinak aplikazio jakinekin lotu nahi badira,
beharrezkoa da, batetik, landare estandarizatuak izatea eta, bestetik, kon-
posatuen kontzentrazioen araberako sailkapen berri bat finkatzea. Bestalde,
nahitaezkoa da konposatu bakoitzaren aktibitatea zehaztea, gainontzeko
konposatuekin dituzten sinergia efektuak aztertzea eta horiek sistema endo-
kannabinoidearekin duten elkarrekintzak zehazki nola funtzionatzen duen
jakitea. Horretarako, beharrezkoa da kannabinoide zein terpeno puruak edo
hauen kontzentrazio ratio jakinak dituzten landareak eskala handian ekoiz-
tea. Bide horretan, CBDA % 15etik gora eta THCA % letik behera duen
barietatea lortu zen 2014an [25].

Ildo horretan, bi urrats garrantzitsu eman dira lan honetan. Alde bate-
tik, landareak euren efektu fisiologikoekin lotzeko lagungarria izan daite-
keen kannabinoideen profila edo hatz-marka deritzona zehazteko metodo
bat garatu da HPLC-MS/MS bidez [26], eta, bestetik, saiakera klinikoetan
eta gainontzeko ikerketetan beharrezkoak izango diren konposatu puruen
ekoizpena optimizatzeko horiek landarearen hazkuntzan zehar duten gara-
pena ulertzeko azterketa gauzatu da [27].
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2. LANDAREETAKO KANNABINOIDEEN HATZ-MARKA

Kannabis landareen kannabinoideen hatz-marka eratu ahal izateko
beharrezkoa da ahalik eta kannabinoide gehien identifikatzea eta kuan-
tifikatzea. Lan honetan 6 kannabinoide nagusi kuantifikatzeko eta beste
7 identifikatu eta kualitatiboki aztertzeko metodo analitikoa garatu da. Bes-
talde, metodoa baliagarria dela frogatu da 30 landare ezberdin aztertuz.
Prozesu esperimentalaren eskema 1. irudian duzue ikusgai.
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1. irudia. Kannabinoideen hatz-marka garatzeko gauzatutako prozesu esperi-
mentalaren eskema.

Ildo honetan lehenik eta behin kannabinoideak erauzteko aurrez op-
timizatutako jariakin gainkritikoen bidezko erauzketa (SFE supercritical
fluid extraction) erabili da, kannabinoide guztiak erauzteaz gain, lortzen di-
ren erauzkinak purutasun altukoak baitira [28].

Bestalde, erauzkin hori aztertu ahal izateko sentikortasun handiko ana-
lisi-metodoa garatu da HPLC-MS/MS bidez. Horretarako, alde batetik,
konposatuen banaketa ziurtatzeko zutabe, disolbatzaile eta gradiente egokia
aurkitzeaz gain, MSeko kuadrupoloetara iritsi aurretik ekipoak dituen alda-
gai nagusiak optimizatu dira (kapilarreko boltajea, eluzioa lurruntzeko ten-
peratura, nitrogeno garraiatzailearen fluxua eta tenperatura eta langarrez-
tagailuaren presioa). Bestalde, MSeko kuadrupoloetan analito bakoitzean
gertatzen diren masa-fragmentazio nagusiak identifikatu eta horien eran-
tzuna ahalik eta handiena izan dadin, bakoitzaren fragmentazio-potentzia-
lak eta kolisio-energiak optimizatu dira. Modu horretan, 0,02 eta 0,2 ng/
mL arteko detekzio-mugak erdietsi dira kuantifikatu diren 6 kannabinoi-
deentzat.

Kuantifikatutakoez gain, beste 7 kannabinoide identifikatzea lortu da
kuadrupoloetan izan dituzten hausturak aztertuz. Euren kolisio-energiak eta
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fragmentazio-potentzialak optimizatu dira, modu horretan analito horien
azterketa kualitatiboa egin ahal izateko. Identifikatutako 7 kannabinoide
horiek konposatuen identifikazio zehatzagoa eskaintzen duen hegaldi-den-
bora bati akoplatutako kuadrupolo (Q-ToF quadrupole-time of flight) bidez
berretsi dira. Teknika horrek konposatuen masa zehaztasun handiz determi-
natzea ahalbidetzen du, eta, modu horretan, bere formula molekularra zein
den ezagut daiteke. Formula molekularra ezagututa, masa-espektroa aztertu
eta bibliografiara jo da 7 kannabinoide ezezagun horiek identifikatzeko.

Behin 6 kannabinoide kuantifikatzeko eta beste 7 kualitatiboki azter-
tzeko metodoa garatuta, teknikaren erabilgarritasuna balioztatzeko 30 kan-
nabis landare ezberdin aztertu dira. Datuen tratamenduari dagokionez, osa-
gai nagusien analisia (PCA, principal component analysis) erabili da datu
guztiak bildu eta landareen hatz-marka osatu ahal izateko. PCA elkarrekiko
korrelazioa duten aldagai multzo bat korrelaziorik gabeko aldagai-kopuru
txikiago batez laburbiltzen duen teknika da, eta helburua da hasierako al-
dagaien aldakortasuna osagaietan ahalik eta gehien murriztea. Aztertutako
landareen kannabinoideen distribuzioa The Unscrambler programa estatis-
tikoaren laguntzaz erdietsi da. Horretarako, HPLC-MS/MS bidez lortutako
datuak normalizatu egin dira lehenik, hala, balio altu zein baxuen eragina
modu berean aztertu ahal izateko.

Modu horretan, kannabis landare ezberdinak aplikazio terapeutikoe-
kin lotzeko baliagarria izan daitekeen kanabinoideen kontzentrazioen ara-
berako banaketa-metodoa garatu da. Metodo horren erabilgarritasunaren
adierazgarri, 2. irudian ikus daiteke nola kuantifikatutako 6 kannabinoi-
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2. irudia. Cannabis sativa L. landare ezberdinen kannabinoide nagusien kon-
tzentrazioa kontuan hartuz, osagai nagusien analisi bidez erdietsitako pisuen eta al-
dagaien irudikapen bikoitza (PC1 vs PC2). (B: barnean hazitako landareei dagokie;
K: kanpoan hazitako landareei dagokie).

EKAIA, 30 (2016) 11

18/10/16 16:58:20



EKAIA 30.indd 12

Oier Aizpurua-Olaizola, Jone Omar, Maitane Olivares, Patricia Navarro,
Nestor Etxebarria, Aresatz Usobiaga

deen balioak soilik erabiliz, barnean eta kanpoan hazitako landareak el-
karrengandik guztiz banandu daitezkeen. Banaketa horretan gehien eragi-
ten duen kannabinoidea CBNa da, THCa degradatzen denean jariatzen den
konposatua, hain zuzen ere. Barnean hazitako landareen argi- eta tenpera-
tura-baldintzak kontrolpean egoten dira, ez, ordea, kanpoan hazitakoenak.
Eguraldiak izaten dituen aldaketen ondorioz, zentzuzkoa da, gertatu den
bezala, kanpoan hazitako landareetan CBN kontzentrazio altuagoak aurki-
tzea. THC eta CBD balio handiagoak aurkitzen dira baita landare hauetan
ere, baldintza gogorragoen ondorioz, euren homologo azidoak konposatu
neutroetara azkarrago degradatzen baitira. THCAKk, kannabigerolak (CBG)
eta tetrahidrokannabibarinak (THCV tetrahydrocannabivarin), aldiz, ez
dute hainbeste eragiten banaketa horretan, aldakortasun oso handia baitute
landare barietate ezberdinen artean.

3. KANNABIS LANDAREEN HAZKUNTZAREN KIMIKA

Lan honetan kannabinoide eta terpeno nagusien garapena aztertu da
7 kannabis barietate ezberdinen hazkuntza-prozesu osoan zehar. 3 barie-
tate THCA altukoak izan dira (I. kimiotipoa), 3 CBDA altukoak (III. ki-
miotipoa) eta 1 bien kontzentrazio antzekokoa (II. kimiotipoa). Horreta-
rako, ama-landare bakoitzaren 50 klon landatu dira eta barnean hazi dira
hiru fase ezberdinetan. Lehen fasean, klonak 25 x 25 mm-ko kubotxoetan
eduki dira 18 orduko argi-zikloetan sustraiak hazi arte. Ondoren, 2 L-ko
ontzietara pasa eta landareen hazkuntza gauzatu da (bigarren fasea), hauek
ere 18 orduko argi-zikloetan. Azken fasean, landareak 10 L-ko ontzietara
pasa eta, 12 orduko argi-zikloa ezarriz, loratzea eragin da. Astero landare
bakoitzetik 3 klon moztu eta analizatu dira, 8 kannabinoide diodo-segiden
detektoreari (DAD Diode Array Detector) akoplaturiko HPLC bidez eta
28 terpeno garraren bidezko ionizazio-detektagailuari loturiko gas kroma-
tografiaren bidez (GC-FID Gas Chromatography-Flame lonization Detec-
tor).

3. irudian islatzen da aztertutako bi kannabinoide nagusienak diren
THCAk eta CBDAK, eta analizatutako monoterpeno eta seskiterpeno guz-
tien baturek, kimiotipo ezberdinetako landareen hazkuntzan zehar izan-
dako garapena. Bertatik ondorio asko atera daitezke. Alde batetik, THCA/
CBDA erlazioak definitzen duen landarearen kimiotipoa hasieratik ageri-
koa eta hazkuntzan zehar egonkorra dela. Bestalde, hostoetako kannabinoi-
deen eta terpenoen kontzentrazioa modu garbian jaisten dela landarearen
hazkuntza-fasean zehar eta, ostean, loratze-fasean berriz igo egiten dela,
seskiterpenoen salbuespenarekin, hauen kontzentrazioak are gehiago jais-
ten jarraitzen baitu. Beste ondorio garrantzitsu bat da loreetako THCA eta
CBDA kontzentrazio maximoak landarearen kimiotipoaren arabera aldatu
egiten direla. Hala, I. kimiotipoko landareetan maximoa loratze-faseko
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3. irudia. Landareen hazkuntza prozesuan zeharreko THCA eta CBDA kanna-
binoide nagusien eta monoterpeno eta seskiterpeno totalen batez besteko kontzen-
trazioak ikertutako 3 kimiotipo ezberdinetan, hostoetan eta loreetan. («S.H.» sus-
traien hazkuntza-faseari dagokio, «H.F.» landarearen hazkuntza-faseari eta «L.H.»
loratze-faseari).

9. astean (165. eguna) aurkitzen da, II. eta III. kimiotipoetako landareetan,
aldiz, kontzentrazioak gora egiten jarraitzen du ikerketaren bukaerara arte.
Monoterpenoen kasuan ere antzeko joera ikusten da; ez, ordea, seskiterpe-
noetan, non joerak ez diren hain nabariak.

Azkenik, konposatu bakoitzaren kontzentrazio maximoa noiz gertatzen
den jakiteaz gain, etorkizun hurbilean kannabinoideen eta terpenoen siner-

EKAIA, 30 (2016) 13

EKAIA 30.indd 13 18/10/16 16:58:20



Oier Aizpurua-Olaizola, Jone Omar, Maitane Olivares, Patricia Navarro,
Nestor Etxebarria, Aresatz Usobiaga

6 - Pisuak
3A L2A
' 3A A " 28
41 35,38 A %
3A 3p, 33\ 3 =2
+3B.3p 3c °*3C
5 © +3A T .e2A < 2A 1A, 14
3% -3l ‘B 1A
= .'33.'.33A ° BE «3C . :
0 - .353& . 'ZAA " 2A -
-38°3A . :3c~2A - 3C . 1A 1B .
38, 2T <1c - 1B
2 ‘3B .+ 8 « *AA :g 1B 1B
4 3B I%C 3C . 15”]? 1A . . 1c 1B
1A1A 1c o3 1B
1A S .18 - 18 5~
-4 1c ~1C . 16, 1B° . 1¢
1c 188 e t16 .
1B w - - 1C
1C
-6 T T T T T
-5 -3 -1 1 3 5
04 4
Aldagaiak
03 - . v-Eudesmola
- . CBDA - . Limonenoa
. ol i Mirzenoa
+ CBD * Bulnesola . CBG « Linaloola
0.2 4 * B-Eudesmola a-Bisabolenoa
+ a-Bisabolola
B-Kariofilenoa
+ B-Bisabolenoa .
Aloaromandrenoa B-Pinenoa Humulenoa
0.1 A . -Kurkumenoa  © .,
B:FamesenoaB .  THC
a-Bergamotenoa &-Pinenoa cgga™ . g gelinenca
B-Seskifelandrenoa ==E + y-Seli
0 4
.+ THCA
. B-Ozimenoa a-Gurjunenoa
-0.1
+ y-Elemenoa
+ Selina-3,7(11)dienoa
-0.2 T T T T T ]
-0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4

4. irudia. Landareen hazkuntzan zeharreko terpenoen edukiaren arabera, osa-
gai nagusien analisi bidez erdietsitako pisuen eta aldagaien irudikapen bikoitza
(PC1 vs PC2). (1: I. kimiotipoko landareei dagokie; 2: II. kimiotipoko landareei
eta 3: III. kimiotipoko landareei; A, B eta C, ostera, kimiotipo bakoitzeko landare
ezberdinak dira. Hostoen balioak urdinez ageri dira, loreenak gorriz).

giak hobeto ulertu ahal izateko ea kimiotipo bakoitzak terpeno bereizgarri-
rik duen aztertu da. Horretarako, landareen hazkuntza prozesu osoan zehar
lortutako kannabinoideen zein terpenoen kontzentrazioak PCA bidez az-
tertu dira. Kannabinoideen hatz-marka lortzeko metodoaren kasuan bezala,
datuak normalizatu egin dira lehenik. 4. irudian pisu eta aldagaien irudika-
pen bikoitza duzue ikusgai. Pisuen irudikapenean, loreak eta hostoak elka-
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rrengandik bereizita agertzeaz gain, I. kimiotipoko landareak besteetatik
guztiz bereizten direla ikus genezake, eta II. kimiotipoa Ill.etik gertuago
gelditzen da, ziurrenik bere CBDA edukia THCA edukia baino handiagoa
delako. Pisu horien banaketan eragin duten aldagaiei arreta jartzen badiegu,
kimiotipo bakoitzaren bereizgarriak diren konposatuak zeintzuk diren ikus
dezakegu. Modu horretan ikusi da, III. kimiotipoko landareetan aurrez ja-
kina zen THCAz gain esaterako [-bisabolenoa, a-bisabolola edo mirzenoa
askoz ugariagoak direla, eta, selina-3,7(11)dienoa, y-elemenoa edo o-gur-
junenoa, aldiz, I. kimiotipoko landareen bereizgarriak direla. II. taldeko
landarea, aldiz, III. taldekoen antzekoa dela ikusi da, aurrez aipatu bezala,
ziurrenik bere CBDA eduki altua dela eta.

4. ONDORIOAK

Kannabisa medikuntzaren munduan etorkizun handia izango duen lan-
dare bat da zalantza izpirik gabe. Oraindik bidearen zati bat egiteke dago,
ordea. Ildo horretatik, bide hori gauzatzen lagunduko duten bi urrats eman
dira lan honetan.

Alde batetik, landare ezberdinak aplikazio ezberdinekin lotzeko la-
gungarria izan daitekeen landareen kannabinoideen hatz-marka garatzeko
metodo bat garatu da, eta bere erabilgarritasuna 30 landare ezberdinekin
balioztatu da. Bestalde, saiakera klinikoetarako beharrezkoak diren kon-
posizio jakineko landareen erauzkin aberatsak eta konposatu puruak ko-
puru handian lortzeko lagungarria izan daitekeen ikerketa gauzatu da.
Bertan, kannabis landarearen 3 kimiotipo ezberdinen hazkuntza-proze-
suetan zehar kannabinoide eta terpenoen kontzentrazio maximoak noiz
aurkitzen diren ezartzeaz gain, kimiotipo bakoitzaren ezaugarri diren ter-
penoak zeintzuk diren ikusi da. Ezaugarritze hori kannabinoideen eta ter-
penoen arteko sinergiak aztertzea helburu duten ikerketetarako lagunga-
rria izan daiteke.

5. ESKER ONAK

Egileek esker ona adierazi nahi diete Idoki SCF S.L. enpresari jariakin
gainkritiko bidezko erauzketa-sistema erabiltzen uzteagatik, Aifame GmbH
enpresari landareen hazkuntzaren ikerketarako beharrezko material eta ba-
liabide guztiak eskaintzeagatik, eta Eusko Jaurlaritzari talde kontsolidatuko
laguntzagatik (IT-742-13) eta O. Aizpurua-Olaizolaren doktoratu aurreko
bekarengatik.
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