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Ocena zawartosci kannabinoidow wybranych
odmian konopi Cannabis sativa L.*

Evaluation of cannabinoid content in selected varieties of Cannabis sativa L.

W pracy oceniono zawartosci kannabinoidow w odmianach konopi Cannabis sativa L., ktore
zostaly udostepnione z zasobéw Banku Genow Instytutu Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich w
Poznaniu. Do$wiadczenie z konopiami przeprowadzono w 2014 roku w Zaktadzie Doswiadczalnym
Petkowo (woj. wielkopolskie). Po zebraniu materialu roslinnego wykonano analizg zawartosci A9-
tetrahydrokannabinolu (THC) oraz zawartosci kannabidiolu (CBD) w szeSciu odmianach konopi
pochodzenia europejskiego i azjatyckiego. Dla tych parametréw obliczono wspotczynnik korelacji i
przeprowadzono analize wariancji postugujac si¢ programem STATISTICA 12. Wyniki badan
wykazaly istotne zréznicowanie w zawartosciach THC i CBD oraz zalezno$¢ pomiedzy badanymi
zawarto$ciami kannabinoidéw w odmianach konopi.

Stowa kluczowe: kannabidiol, odmiany konopi, tetrahydrokannabinol

The study rated the cannabinoid content in hemp varieties of Cannabis sativa L. that have been
obtained from Gene Bank of Institute of Natural Fibres and Medicinal Plants in Poznan. The experiment
with hemp was conducted in 2014 at the Experimental Farm in Pgtkowo (Wielkopolska Region). After
collecting the plant material analysis of the content of A9-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol
(CBD) was performed in the six varieties of hemp of European and Asian origins. For these parameters
correlation coefficients were calculated and analysis of variance was performed using the software
STATISTICA 12. The results showed significant differences in the contents of THC and CBD, and the
relationship between the two cannabinoid contents in the hemp varieties.

Key words: cannabidiol, varieties of hemp, tetrahydrocannabinol
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WSTEP

Zainteresowanie konopiami, od czasu kiedy ich uprawa ponownie stala si¢ legalna,
utrzymuje si¢ na wysokim poziomie praktycznie na calym $wiecie. Tradycyjne
zastosowania konopi koncentrujg si¢ na wykorzystaniu wtokna do produkcji wyrobow
technicznych, takich jak artykuty powrozZnicze, brezenty i inne zastosowania techniczne.
W ostatnich latach wzrasta jednak zainteresowanie przydatnoScig konopi do celow
medycznych. Z surowca konopnego wyizolowano do tej pory ponad 61 r6znych zwigzkow
zwanych kannabinoidami. Dotychczas przebadano zaledwie kilka z nich pod wzgledem
wlasciwosci farmakologicznych, m.in. A9-tetrahydrokannabinol (THC) i kannabidiol
(CBD). Lekarze i farmaceuci odwotuja si¢ do korzystania z leczniczych wilasciwos$ci
konopi i wysuwaja hipotezg o szerokim terapeutycznym oddziatywaniu pochodnych tejze
ro§liny na organizm czlowieka. Syntetyzowane glownie w zenskich kwiatostanach
kannabinoidy wykazuja szereg aktywnos$ci w kierunku dziatania przeciwbolowego,
przeciwwymiotnego i neuroprotekcyjnego. Tkaczyk, Florek i1 Piekoszewski (2012)
zwracajg uwagg¢ na stosowanie produktow z konopi przy *tagodzeniu zaburzen
autoimmunologicznych — stwardnieniu rozsianym, reumatoidalnym zapaleniu stawow i
nieswoistym zapaleniu jelit. Istotng rol¢ przypisuja kannabinoidom réwniez w hamowaniu
rozprzestrzeniania si¢ komérek nowotworowych.

7 uwagi na mnostwo form o zréznicowanych biologicznych i morfologicznych cechach
(Bialousowa, 1958; Bosca, 1997) i tatwej adaptacji do warunkéw srodowiska konopi
rozroznia si¢ szereg odmian botanicznych i typow uzytkowych, cze$ciowo uzaleznionych
od lokalizacji geograficznej. Wedlug tych kryteriow rozréznia si¢ odmiany typu
pénocnego i1 potudniowego oraz formy posrednie. Konopie typu potnocnego to rosliny
nizsze od form potudniowych, o mniejszej zawartosci substancji narkotycznych i
zawarto$ci wtokna, wyzszym plonie nasion oraz wyzszej zawartosci thuszczu (Mankowska
iin., 2010).

Bariera w zastosowaniu konopi, ktore bez wzglgedu na warunki srodowiskowe moga by¢
uprawiane bez ograniczen geograficznych od rownika az po kolo podbiegunowe, jest
mozliwo$¢ narkotycznego wykorzystania niektérych odmian. Potencjal narkotyczny
konopi wynika z obecno$ci A9-tetrahydrokannabinolu (THC) (Mackie i in., 2007).
Zachodzi wiec konieczno$¢ rozgraniczenia odmian zawierajacych wysoki poziom A9-
tetrahydrokannabinolu (THC) od odmian zawierajacych wysoki poziom jego izomeru o
potencjale medycznym kannabidiolu (CBD).

Konopie mozna podzieli¢ na trzy typy fenotypowe: fenotyp I (typ narkotyczny),
w ktorym zawarto$¢ A9-tetrahydrokannabinolu (THC) wynosi > 0,5% a kannabidiolu
(CBD) < 0,5%; fenotyp Il (typ posredni), w ktorym glownym sktadnikiem jest CBD, ale
THC jest rowniez obecny w roznych stgzeniach oraz fenotyp III (typ widknisty) z niska
zawarto$cig THC. Glownym sktadnikiem typu wildknistego sa na ogét kannabinoidy nie
majace dzialania psychoaktywnego (De Backer i in., 2009; Galal i in., 2009). Jednak
stezenia poszczegdlnych sktadnikéw w konopiach sa zmienne, zaleza nie tylko od cech
genetycznych tej rosliny, warunkow klimatycznych, lecz réwniez od sposobu prowadzenia
uprawy (Mechoulam i Hanus, 2013). Zawarto§¢ A9-tetrahydrokannabinolu (THC) w
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zaleznosci od czynnikow Srodowiskowych (temperatura, naswietlenie) i genetycznych
moze si¢ waha¢ od 0,001% do 5%, a nawet do 10%. Réwniez w poszczegolnych czesciach
ros§liny wystepuja znaczne roznice zawartosci THC: liscie i wiechy zawieraja ok. 1%,
kwiatostan ok. 3%, a zywica ok. 5% A9-tetrahydrokannabinolu (THC).

Obecnie badania genetyczne zmierzaja w kierunku wyhodowania takich odmian
konopi, w ktorych proces biosyntezy bedzie przebiegat w kierunku CBD. Kryterium to
wprowadzono, biorgc za podstawe cykl przemian kannabinoli, jakie zachodzg w ro§linie.
Jak wiadomo, w mtodych roslinach wystepuje wysokie stezenie CBD, natomiast zawarto$¢
THC jest niewielka. Dopiero w okresie dojrzewania konopi nastgpuje wzrost poziomu
THC w roslinie. Dluzsze przechowywanie i suszenie roslin powoduje rozktad A9-
tetrahydrokannabinolu (THC) do kannabinolu (CBN), w wyniku ktorego nastepuje spadek
stezenia THC a wzrost CBN (Rymanowski, 2014).

Celem pracy byto okreslenie zawartosci A9-tetrahydrokannabinolu (THC) i kannami-
nolu (CBD) w odmianach konopi zgromadzonych w Banku Genéw IWNiRZ
i przyporzadkowanie ich do grupy konopi widknistych (przemystowych) badz do konopi
narkotycznych. Badania, na podstawie, ktorych mozna odrézni¢ konopie narkotyczne od
wloknistych (przemystowych) znajda wykorzystanie w pracach hodowlanych zmierza-
jacych do otrzymania odmian konopi o obnizonej zawartosci THC i1 podwyzszonej
zawartos$ci CBD.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowily odmiany zgromadzone w Banku Genow Instytutu
Witbékien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu. Kolekcja konopi obejmuje okoto
150 jedno i dwupiennych odmian pochodzacych z r6znych rejonow $wiata. W 2014 roku
w Zaktadzie Doswiadczalnym IWNiRZ Petkowo (woj. wielkopolskie) w warunkach
polowych zatozono do§wiadczenie porownawcze. Obiektami oceny byty odmiany konopi
wloknistych jedno- i dwupiennych. Oceniono trzy odmiany rosyjskie:, K-542, K-573, K-
195, dwie odmiany ukrainskie: Zolotonoska 11, Juso 31 oraz jedna odmiang chinska He
Bei Da Bai Pi.

W celu zatozenia do$wiadczenia jesienig wykonano orke gleboka oraz przeprowadzono
w okresie wiosennym zespol uprawek przedsiewnych, zapewniajacych konopiom
optymalny rozwoj. Nasiona wysiano siewnikiem samobieznym po 300 nasion z kazdej
odmiany na poletkach o powierzchni 2,25 m? w trzech powtorzeniach. Warunki pogodowe
W czasie wegetacji sprzyjaly rozwojowi roslin. Suma opadow w okresie wegetacji konopi
(od kwietnia do wrzesnia) w 2014 roku wyniosta 342,4 mm, co stanowi 118,9% wielolecia.
Nie stosowano nawozenia mineralnego i1 herbicydow.

Natomiast nawozenie organiczne zastosowano wiosng 2013 roku w postaci obornika w
ilosci 30 t-ha!. Zabiegi pielegnacyjne w czasie wegetacji ograniczaly si¢ najczesciej do
jednokrotnego motyczenia z pieleniem. Z uwagi na dwupienno$¢, obcopylnos¢ i wiatro-
pylno$¢ konopi zalozono izolatory przed kwitnieniem roslin. Natomiast w przypadku
rozmnazania form jednopiennych w okresie kwitnienia usuwano osobniki meskie.
W okresie kwitnienia pobrano probki kwiatostanow w celu oznaczenia zawarto$ci
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substancji halucynogennych. Analizy wykonano zgodnie z metodyka unijng zawartg w
Zatgczniku nr XIII do rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2860/2000) w Laboratorium
Zaktadu Badan i Przetworstwa Nasion Lnu i Konopi IWNiRZ. W badaniach zastosowano
chromatograf cieczowy firmy Perkin Elmer, detektor UV/VIS, kolumne C-18 ODS-2
o dlugosci 25 cm i $rednicy 0,46 cm firmy Waters wypetniona Zelem krzemionkowym
o $rednicy ziarna 5jam. Do zobrazowania wynikow stosowano integrator. Badania
prowadzono w uktadzie odwroconych faz. Zastosowano fazg ruchoma, tzn. mieszaning
metanolu i 0,1% kwasu fosforowego (75:25). Podczas badan stosowano gradient linearny.
Sktad eluentu (metanol: 0,1% kwas fosforowy) zmieniat si¢ odpowiednio od 75:25 do
90:10 w ciggu 25 minut, a nastepnie utrzymywat si¢ na takim poziomie przez 10 minut.
Warunki analizy: przeptyw 1 ml/min; temperatura 35°C; detekcja UV/VIS, dlugos¢ fali —
230 nm; czulo$¢ detektora 0,001 a.u.f.s; wielko§¢ probki 10. Analize ilosciowa
przeprowadzono metodg wzorca zewngtrznego. Koncowe stezenie kannabinoli
odczytywano z krzywej wzorcowej, korzystajac z opcji integratora. Przedstawiona metoda
pozwala oznacza¢ kannabinole w r6znym materiale (ro$liny konopi, marihuana, haszysz).
Ustalone parametry analizy umozliwiaja identyfikacje poszczegélnych kannabinoli:
kannabigerolu (CBG), kannabidiolu (CBD), A9-tetrahydrokannabinolu (THC),
kannabinolu (CBN) na podstawie ich czasow retencji. Przy zastosowaniu metody kalibracji
bezwzglednej oraz korzystajac z opcji integratora dokonuje si¢ oznaczen ilo§ciowych A9-
tetrahydrokannabinolu (THC) w badanej probce. Przedstawiona metoda umozliwia peine
rozroznianie probek, pochodzacych z konopi witoknistych od probek pochodzacych z
konopi narkotycznych.

Przeprowadzono analiz¢ wariancji obserwowanych cech. Test Tukeya post-hoc
(honestly significant difference — HSD) dla cech zostat obliczony. Wspotczynnik korelacji
miedzy THC i CBD obliczono na warto$ciach $rednich dla odmian.

WYNIKI I DYSKUSJA

W niniejszej pracy wykazano zréznicowanie zgromadzonych w odmianach konopi pod
wzgledem analizowanego A-9tetrahydrokannabinolu (THC) i kannabidiolu (CBD).
Odmiany ukrainskie (Zolotonoska 11, Juso 31) posiadaly wartosci A-9-tetrahydro-
kannabinolu (THC) w suchej masie ziela zblizone do zawartosci tego sktadnika w
odmianach rosyjskich (K-542, K-195), natomiast jedna z odmian rosyjskich K-573
cechowata si¢ zawartoscig THC powyzej 0,2%.

Jedna z cech réznigcych odmiany konopi jest zawarto$¢ kannabidiolu (CBD). Niski
procent CBD zanotowano dla odmian: He Bei Da Bai Pi (0,03%), Zolotonoska 11 (0,18%),
Juso 31 (0,04%). Potencjat do gromadzenia znacznej ilosci CBD, powyzej 0,5%,
stwierdzono dla odmian K-195 (0,54%), K-573 (0,72%) oraz K-542 (0,74%) (rys. 1).

Jednopienne odmiany ukrainskie Zolotonoska 11 i Juso 31 niezaleznie od roku badan
uzyskuja najnizsze zawarto$ci substancji halucynogennych (0,004-0,01%) A9-tetrahydro-
kannabinolu (THC) (Grabowska i in., 2004).

Oceniane odmiany cechowaty si¢ istotng zmienno$cig w zawarto$ci THC, co wynikato
z uprawy konopi w polskich warunkach klimatycznych, i potwierdza to zatozone
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doswiadczenie. Stezenie A9-tetrahydrokannabinolu (THC) moze przekroczy¢ granice
0,2% 1 roslina taka, mimo ze jej profil nie odbiega zasadniczo od typu wldknistego ze
wzgledu na zawarto$¢ A9-tetrahydrokannabinolu (THC) zostanie zakwalifikowana do typu
narkotycznego. W zwigzku z tym dazy si¢ do wyhodowania konopi calkowicie
bezpiecznych, o bardzo niskiej zawarto$ci A9-tetrahydrokannabinolu (THC).
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Rys. 1. Srednie zawartosci THC (%) i CBD (%) w badanych odmian konopi
Fig. 1. The average THC contents of (%) and CBD (%) in the tested varieties of hemp

Szczegodlnie duzy wplyw na poziom THC u tej samej odmiany ma szerokosé¢
geograficzna: im wyzszy stopien szerokosci geograficznej, tym zawarto§¢ THC nizsza
(Wielgus, 2010). Scheifele i in. (1999), Scheifele i Dragla (2000), Potter (2004), Lewis i
in. (2005) stwierdzili, ze zawartos¢ THC zalezy m.in. od zasobnosci gleby w sktadniki
pokarmowe, szerokosci geograficznej, wysokosci nad poziomem morza oraz warunkow
pogodowych w czasie wegetacji. Zawarto$¢ A9-tetrahydrokannabinolu (THC) w materiale
roslinnym zalezy od genetycznych whasciwosci rosliny, warunkoéw jej wegetacji, sposobu
zbierania, wieku ro$liny, rodzaju gleby i klimatu. Dobierajac odpowiednie warunki, mozna
doprowadzi¢ do wzrostu zawartosci psychoaktywnego sktadnika (Rymanowski, 2014).

Wysokie stezenie CBD, przy sprzyjajacych warunkach uprawy, moze spowodowacé, iz
u ro$liny typu wldknistego zostanie przekroczona bezpieczna granica dla A9-tetrahydro-
kannabinolu (Jadrzak, 1999).
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Konopie wtokniste wedtug prawa polskiego (Ustawa z dnia 29 lipca 2005 roku o
przeciwdziataniu narkomanii — Dz. U. nr 179, poz. 1485) i prawa unijnego, to konopie
zawierajace ponizej 0,2% A9-tetrahydrokannabinolu (THC).

Sktadnik psychoaktywny A9-tetrahydrokannabinol (THC) i izomer THC, czyli
kannabidiol (CBD) powstaja odpowiednio z kwasu tetrahydrokannabinoilowego (THCA)
i kwasu kannabidiolowego (CBDA), na drodze nieenzymatycznej dekarboksylacji,
natomiast THCA i CBDA na drodze reakcji enzymatycznych, katalizowanych odpowied-
nio przez syntazg¢ THCA oraz syntazg¢ CBDA. Obydwa enzymy ulegaja specyficznej
ekspresji w zalezno$ci od fenotypu konopi: narkotycznego (bogatego w THCA) lub
wloknistego (bogatego w CBDA) (Wielgus i in., 2010).

Odkrycie polimorfizmu wplywajacego na poziom ekspresji genu kodujacego syntaze
THCA, a w konsekwencji na zawarto$¢ THC i CBD w roslinie, umozliwito opracowanie
sposobu okreslania potencjatu konopi do przemian kannabinoidow (Kojoma i in., 2006). W
badaniach Wielgus i in., (2010) uzyskali produkt reakcji amplifikacji genu syntazy THCA,
charakterystyczny dla ro$lin o potencjale do gromadzenia podwyzszonych ilosci THC dla 24
odmian oraz jego brak dla 14 odmian o zastosowaniu typowo przemystowym.

Dla oceny zawartosci THC i CBD w 6 odmianach konopi wtoknistych (przemystowych)
sprowadzonych z Rosji, Ukrainy i Chin przeprowadzono analiz¢ wariancji, ktoéra wykazata,
ze istnieje istotna roznica w zawarto$ci THC i CBD w badanych odmianach (tab. 1).

Tabela 1
Wyniki jednoczynnikowej (odmiany) analizy wariancji (ANOVA) dla THC i CBD
Results of one-way (cultivars) analysis of variance (ANOVA) for THC and CBD

Cecha — Trait THC CBD
Zrodlo zmiennodci | d.f. | S.S. Sum | M.S. Mean . S.S. Sum |M.S. Mean .
. F-statistic | p-value F-statistic| p-value
Source of variation of squares square of squares| square
Odmiana — Variety 5 0,078 0,016** 52 0,009 1,140 0,228* 3,57 0,033
Btad — Residual 12 0,036 0,003 0,767 0,064

d.f. — Liczba stopni swobody — Number of degrees of freedom; * p<0,05; ** p<0,01

Tabela 2
Test post-hoc Tukeya dla Srednich zawartos$ci THC (%) w badanych odmianach konopi
The Tukey’s honestly significant difference for the average THC (%) content in the tested varieties of hemp

Odmiana K-542 He Bei Da Bai Pi K-573 K-195 Zolotonoska 11 Juso 31
Variety M=0063 M=0,077 M=0,201 M=0,637 M=0,037 M=0,008
K-542 0,138 0,001 0,224 0,506 0,965
He Bei Da Bai Pi 0,138 0,017 0,765 0,384 0,1489
K-573 0,0010 0,017 0,010 0,003 0,001
K-195 0,224 0,765 0,010 0,561 0,239
Zolotonoska 11 0,506 0,384 0,003 0,561 0,534
Juso 31 0,965 0,149 0,001 0,240 0,534

Zaznaczone efekty sg istotne z p<0,05 — Marked effects are significant at p<0.05

W celu doktadnego okreslenia réznic w zawartosci THC w odmianach wykorzystano
test post-hoc (NIR na poziomie istotnosci 0,05) (tab. 2). Stwierdzono, istotnie wyzsza
zawartos¢ THC dla odmiany K-573. Stwierdzono, istotnie wyzsza zawartos¢ THC dla
odmiany K-573.
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Dla wyznaczenia r6znic w zawartosci CBD w odmianach wykorzystano test post-hoc
(NIR na poziomie istotnosci 0,05) (tab. 3). Stwierdzono, istotnie wyzszg zawartos¢ CBD
dla odmiany K-573. U pozostalych odmian nie obserwowano tej zalezno$ci.

Tabela 3
Test post-hoc Tukeya dla $rednich zawartosci CBD (%) w badanych odmianach konopi
The Tukey’s honestly significant difference for the average CBD (%) content in the tested varieties of hemp

Odmiana K-542 He Bei Da Bai Pi K-573 K-195 Zolotonoska 11 Juso 31
Variety M=0,814 M=0,025 M=0,732 M=0,581 M=0,572 M=0,514
K-542 0,002 0,698 0,281 0,263 0,172

He Bei Da Bai Pi 0,002 0,005 0,020 0,021 0,036
K-573 0,698 0,005 0,479 0,453 0,312
K-195 0,281 0,020 0,479 0,965 0,751

Zolotonoska 11 0,263 0,021 0,453 0,965 0,784
Juso 31 0,172 0,036 0,312 0,751 0,784

Zaznaczone efekty sg istotne z p<0,05 — Marked effects are significant at p<0.05

Okreslono takze wpltyw zawartosci THC na zawartos¢ CBD w badanych odmianach
konopi, obliczajac wspotczynnik korelacji. Analiza korelacji wykazata ujemng zaleznos¢
pomigdzy zawarto$cig THC 1 CBD (r =-0,872, p = 0,023).

Wyniki zawartosci THC i CBD w omawianej pracy wskazuja, ze synteza THC i CBD
jest cecha ztozona, poniewaz maja na nig wplyw czynniki genetyczne. Zgodnie z wiedza
autoréw przedstawionej pracy, do tej pory w literaturze przedmiotu opublikowano niewiele
innych prac traktujacych o charakterystyce czynnikow genetycznych majgcych znaczenie
w metabolizmie kannabinoidow r6znych odmian konopi.

WNIOSKI

Odmiany konopi roznity si¢ istotnie pod wzglgdem zawartosci THC i CBD.

Badania wyodrebnilty odmiany o podwyzszonej zawartosci THC i CBD i zaliczono je

do typu witoknistego (przemystowego).

3. Zawartos¢ THC ma istotny wplyw na zawartos¢ CBD w konopiach. Nalezy
przypuszczaé, ze jest to $ciSle zwigzane z warunkami $rodowiska oraz cechami
genetycznymi, co bedzie stanowi¢ przedmiot dalszych badan.

4. Uzyskane wyniki umozliwity nie tylko pehiejsza charakterystyk¢ odmian

zgromadzonych w Banku Gendéw, lecz stanowig rowniez cenng informacj¢ dla

hodowcow konopi na cele medyczne.
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