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1. Resumen del proyecto

Este proyecto de investigacion se dedico a explorar los efectos de la variedad, la densidad de
plantacién, la aplicacién de abono y el tiempo de floracién en el contenido de cannabinoides,
compuestos antioxidantes y terpenos en el cdfiamo. El objetivo era proporcionar informacién
fundamental que optimice las practicas de cultivo y mejore tanto la calidad del producto como
la sostenibilidad econdmica y medioambiental de la produccién de canamo.

Los investigadores se propusieron varios objetivos. En primer lugar, querian determinar cémo
las diferentes variedades de canamo influian en el contenido de cannabinoides (CBD, CBG, THC,
THCV, CBDV, CBC y CBN), asi como en los compuestos antioxidantes (Contenido total en
polifenoles y actividad antioxidante (ABTS y FRAP)) y los terpenos (Pineno, Mirceno, Limoneno,
Cariofileno y Bisabolol). Ademas, buscaron evaluar cdmo las distintas densidades de plantacion
afectaban en la calidad del cafiamo. Otro objetivo importante fue comparar el efecto del uso de
abono o no, en el crecimiento y la composicién quimica del cdfiamo. Finalmente, estudiaron el
momento éptimo de floracidon para maximizar el contenido de compuestos bioactivos en las
plantas.

Para llevar a cabo este estudio, se disefié un experimento que incluia multiples parcelas con
diferentes combinaciones de variedades de cafiamo (Enectaliana y Enectarol), densidades de
plantacién (2,3, 3,6 y 4,6 plantas/m?) y regimenes de abono (con y sin abono). Cada combinacidn
fue monitoreada cuidadosamente durante 6 semanas (tiempo de floracidn) para evaluar su
impacto en el crecimiento y composicidn quimica de las plantas. Los analisis quimicos detallados
permitieron identificar las variaciones en el contenido de cannabinoides, antioxidantes y
terpenos entre las diferentes condiciones de cultivo.

La variedad de cdfiamo mostré diferencias claras: la variedad Enectarol exhibié un contenido
notablemente superior de polifenoles totales en comparacién con Enectaliana, subrayando la
influencia genética en la concentracion de estos compuestos. En cuanto a los terpenos, solo el
B-cariofileno varid significativamente entre las variedades estudiadas. Ademas, la variedad
influyd significativamente en la concentracion de todos los cannabinoides analizados, excepto
en el THCV, con Enectarol mostrando niveles mas altos de CBG y Enectaliana siendo rica en CBD,
ambos cumpliendo con los limites reglamentarios de THC. El tiempo de floracién también tuvo
un impacto crucial: se observé un aumento progresivo en el contenido total de polifenoles y en
la actividad antioxidante durante las semanas de floracion, alcanzando su pico maximo en la
sexta semana. Los terpenos como a-pineno, mirceno, limoneno y B-cariofileno mostraron
variaciones notables a lo largo del periodo de floracidn, mientras que todos los cannabinoides
analizados alcanzaron sus concentraciones maximas en la sexta semana, destacando la
importancia de este periodo para la cosecha de CBD y CBG. El uso de abono también tuvo
repercusiones: las plantas sin abonar mostraron una mayor actividad antioxidante en
comparacién con las abonadas, y el terpeno bisabolol fue notablemente afectado por este
factor. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el contenido de
cannabinoides debido al uso de abono, sugiriendo que este factor no influye de manera
determinante en la concentracién de estos compuestos en las variedades estudiadas. En cuanto
a la densidad de plantacién, no se encontré una influencia significativa en el contenido de
compuestos antioxidantes, aunque los terpenos, excepto el mirceno, mostraron diferencias
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segln el sector de plantacion, con mayor contenido en terpenos en las plantas de menor
densidad. La densidad de plantacién no afectd significativamente la concentracion de
cannabinoides, destacando la importancia de otras variables ambientales y de manejo en la
produccién de cafiamo.

En resumen, el proyecto presenta una vision comprensiva de cémo las diferentes practicas de
manejo, la seleccién de variedades y el tiempo de floracién afectan la produccidn de compuestos
bioactivos en el cahamo. Los hallazgos de este estudio son cruciales para maximizar la calidad
del cafiamo y sus beneficios potenciales en aplicaciones industriales y medicinales,
proporcionando una base sdlida para futuras investigaciones y optimizaciones en el cultivo de
esta planta.

2. Objetivos del proyecto

El objetivo general de este estudio fue evaluar la influencia de la variedad (Enectaliana y
Enectarol) y de las condiciones de cultivo de la planta de caiiamo sobre el contenido de los
principales cannabinoides (CBDV, THCV, CBC, THC, CBD, CBN, CBG) a lo largo de su crecimiento
y maduracion.

En Mallorca, el cultivo de cdfiamo se realiza de manera tradicional de mayo a octubre en el
exterior. La fase de floracidon comienza aproximadamente a mediados de Julio, empezando a
mostrar los primeros estigmas en agosto. A partir de este momento, los cannabinoides
empiezan a aumentar su presencia en la planta de manera mas notable.

Cabe destacar, que el proyecto fue solicitado en el afio 2021 y resuelta su concesion en el afo
2023, por este motivo el objetivo general se mantuvo y se amplid, mientras que los objetivos
parciales se modificaron en base a la experiencia de los productores en las cosechas de los afios
2021 y 2022. Los principales cambios consistieron en simplificar el uso de diferentes tipos de
abonos, compost y estiércol, y quedarse para el estudio con el uso o no de abono. Ademas, se
afiadié como parametro de estudio la densidad de plantacién, ya que al parecer segun la
bibliografia es un factor importante. Por otra parte, se amplid el estudio evaluando no solo el
perfil de cannabinoides, sino también el efecto sobre la capacidad antioxidante y los terpenos
presentes en la flor del cafiamo. Por todo esto:

El objetivo general de este estudio fue evaluar la influencia de la variedad (Enectaliana y
Enectarol) y de las condiciones de cultivo de la planta de cafiamo sobre el contenido de los
principales cannabinoides (CBDV, THCV, CBC, THC, CBD, CBN, CBG), terpenos (mirceno, a-
pineno, limoneno, cariofileno y bisabolol) y compuestos antioxidantes (contenido total en
polifenoles y la actividad antioxidante) a lo largo de su crecimiento.

Por tanto, el objetivo general se concreté en los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluar el efecto de la variedad, Enectaliana y Enectarol, en el contenido en
antioxidantes, terpenos y cannabinoides, para confirmar la hipdtesis de partida de elegir
una variedad con un alto contenido en CBD y otra en un alto contenido en CBG.
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Evaluar el efecto del tiempo de floracion. De esta manera se pretende determinar cual
es el mejor tiempo de floracién para la obtencién de una flor con elevado contenido en
cannabidiol (CBD) o cannabigerol (CBG) y bajo contenido en tetrahidrocannabinol (THC).

Estudiar el efecto del uso de abono, con el objetivo de determinar las mejores
condiciones de cultivo, tomando en consideracién el cumplimiento de los limites legales
de THC y la obtencion de una flor con un alto contenido en terpenos y compuestos
antioxidantes.

Estudiar el efecto de tres densidades de plantacidn (2,3, 3,6, y 4,6 plantas/m?) diferentes
en el contenido en compuestos antioxidantes, terpenos y cannabinoides.

Equipo investigador:

Dra. Valeria Eim, profesora Titular de Universidad de Ingenieria Quimica de la UIB.

Investigadores:

4.

Dr. Antoni Femenia Marroig, Catedratico de Ingenieria Quimica de la UIB.
Dra. Maria Esperanza Dalmau Estelrich, contratada postdoctoral “Margarita Salas”.
Sra. Cristina Reche Landinez, Becaria FP| — CAIB

Actuaciones y metodologia:

Cabe destacar que para el desarrollo del proyecto fue de vital importante la participacion y el
buen hacer de la Cooperativa de cafiamo de las Islas Baleares (NOMA), que en todo momento
nos suministré la informacién necesaria para poder realizar la descripcion cientifica del
procedimiento agronémico. Asi como también, han sido activos en la comunicacién con las
empresas colaboradoras y en suministro de la materia prima de acuerdo al procedimiento
descrito en las normativas.

Para el estudio se seleccionaron dos variedades genéticas de cafiamo: Enectaliana, rica en CBD,
y Enectarol, rica en CBG y se consideraran dos grupos de muestras:

Muestras cultivadas en Mallorca mediante cultivo tradicional proporcionadas por la
Cooperativa de cafnamo de las Islas Baleares (NOMA). En este caso las muestras de las
dos variedades se separan en tres sectores, donde se siembran de distinta manera:
- Sector 1: lineas de doble riego, separadas 50 cm entre ellas. Plantas
separadas 2 m entre ellas, al tresbolillo. Densidad de siembra (2,3
plantas/m?)
- Sector 2: lineas de triple riego, separadas 50 cm entre ellas. Plantas
separadas 1 m entre ellas, al tresbolillo. Densidad de siembra (3,6
plantas/m?)



—
—
——
- a—

CONSELLERIA
AGRICULTURA,

PESCA | ALIMENTACIO
FONS GARANTIA
AGRARIA | PESQUERA

ILLES BALEARS

Universitat

de les [lles Balears

\N@OHOO

- Sector 3: lineas de doble riego, separadas 50 cm entre ellas. Plantas
separadas 1 m entre ellas, al tresbolillo. Densidad de siembra (4,6
plantas/m?)

A suvez, dentro de los tres sectores, las plantas de la variedad Enectaliana (rica en CBD),
también tienen la variable que no han sido abonadas ni han recibido aditivos, es decir,
solo recibieron agua. El nimero de muestras analizadas fue de 90 para la variedad
Enectarol, dicho valor corresponde a 5 muestras por cada sector (x 3 sectores), por las
6 semanas del estudio (5 x 3 x 6 =90). Mientras que las muestras analizadas para la
variedad Enectaliana fue similar solo que hay que afadir un factor mas que es sin abono,
por tanto el nUmero de muestras analizadas fue de 180.

e Muestras cultivadas en Andalucia mediante cultivo hidropdnico en invernadero
proporcionadas por las empresas Molecule y Hoku. Estas muestras fueron analizadas
por la empresa Hoku. Del total de datos enviados por la empresa de Andalucia, para el
estudio comparativo con el cultivo en Mallorca, se emplearon Unicamente las
correspondientes a flor de la variedad Enectaliana (n = 15).

En ambos casos, las muestras fueron recogidas siguiendo los procedimientos descritos en el
Reglamento N21177/2000. Por tanto, las muestras se secaron a 70 °C hasta peso constante,
procediendo al envasado y etiquetado de cada una de ellas. El etiquetado contenia una
identificacion clara de las muestras, indicando, cantidad en gramos, fechas de recoleccién y
llegada al laboratorio, variedad de la planta y tipo de cultivo. Las muestras fueron almacenadas
protegiéndolas de la luz y a una temperatura inferior a 25 °C hasta su transporte al laboratorio
del grupo de investigacién de Ingenieria Agroalimentaria (UIB). Una vez recibidas, las muestras
se conservaron, en un lugar oscuro y a una temperatura inferior a 25°C hasta su posterior
analisis.

En la tabla 1 se presenta la nomenclatura utilizada en el presente estudio. Se asignan cddigos
diferentes segun la variedad, el modo de siembra (sector), la utilizacién de abonoo noy la
planta a la que se ha realizado el seguimiento durante el tiempo de cosecha.

Tabla 1. Nomenclatura

. Enectaliana CBD
Variedad Enectarol CBG
Linea doble 2 m 1
Sector Linea triple 1 m 2
Linea triple 1 m 3
Con abono
Abono Sin abono G
Planta 1 A
Planta Planta 2 B
Planta 3 C
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En la figura 1 se presenta el disefio experimental utilizado para la obtencidn de las muestras.

SECTOR 1

Condiciones de cosecha:

- Lineas de doble riego
- Plantas separadas 2 m

SECTOR 2

Condiciones de cosecha:

- Lineas de triple riego
- Plantas separadas 1 m

SECTOR3

Condiciones de cosecha:

- Lineas de doble riego
- Plantas separadas 1 m

Condiciones de secado:
-T=70°C

~H<50% (24 h)

- 60% < H>50% (72 h)

Preparacion de las muestras

-
Eliminar tallos y
semillas de mas

de 2 mm.
Trituraciény -—
tamizado para ﬁ
obtener un polvo il
fino (<1mm) g

Conservacion a

= ] -80°C no mas

de 1 semana

Variedad (Enectaliana)

SEGUIMIENTO *
Con abono Sin abono

CBD1,:51 CBD13-51 CBD1c-51 CBD1,51 (BD1G,S1 CBD1Gs-51 CBD1G-S1 CBD1G,-51
CBD1,52 CBD13-52 CBD1:-S2 CBD15-S2 (BD1G,S2 CBD1Gy52 CBD1G-52 CBD1G,-S52
CBD1,-53 CBD15-53 CBD1-52 CBD1S3 (BD1G,-53 CBD1Gy-S3 (BD1GS3 CBD1G,-S3

SEGUIMIENTO
Con abono
CBG1,-51 CBG15-S1 CBG1-S1
CBG1,-52 CBG1,-52 CBG1-S2
CBG1,-53 CBG1,-53 CBG1-S3

Variedad (Enectaliana)

SEGUIMIENTO &
Con abono Sin abono

CBD2,-51 CBDZ,-51 CBD2-51 CBD2,-51CBD2¢-51 CBD2G,-51 CBD2Gy-51 CBD2G-51 CBD2G,-51

CBD2,52 CBD2,-52 CBD2.52 C(BD2,-52CBD2,52 CBD2Gx 52 CBD2GyS2 CBD2G.S2 CBD2G,-S2

CBD2,53 CBDZ,-53 CBD2.S2 (BD2,-S3CBD2,53 (BD2GxS53 CBD2G,S3 (BD2G.S3 CBD2G,S3

SEGUIMIENTO

Con abono
(BG2, 1 (BG2yS1 CBG2S1 CBG2,S1
CBG2,-52 CBG25-52 CBG2.-52 CBG2y-52
CBG2,S3 (BG25-53 CBG2.-S2 CBG2,-53

Variedad (Enectaliana)

SEGUIMIENTO ¥
Con abono Sin abono

CBD3,51 CBD3,-51 CBD3:51 CBD3;51 CBD3G,S1 CBD3Gz-S1 CBD3G-S1 CBD3Gy-51
CBD3,-52 CBD3,-52 CBD3(-S2 CBD3;-S2 CBD3G,S2 CBD3Gs-S2 CBD3G-S2 CBD3Gy-52
CBD3,-53 (BD35-53 CBD3-S2 (BD3pS3 (BD3G,-53 CBD3Gy-53 CBD3G-53 (BD3G,-53

SEGUIMIENTO
Con abono
CBG3,-51 CBG3,-S1 CBG3-S1
CBG3,-52 CBG3,-52 CBG3.-S52
CBG3,-53 CBG3, 53 CBG3.S3

Figura 1: Esquema del disefio experimental. Condiciones de cultivo. densidad de siembra, variedad
cultivada y uso de abono.

El manejo y tratamientos principales que tuvieron lugar en la plantacion fueron los siguientes:

13.05.23 Germinacion por parte de Vivers Mores Rossello

08.06.23 Se trasplantaron a tierra las plantas de la variedad Enectaliana de los sectores 2 y 3. Se
realizaron podas apicales de dichas plantas.

09.06.23 Se trasplantaron a tierra las plantas de la variedad Enectaliana del sector 1y las plantas
de la variedad Enectarol.

10.06.23 Se aplicé el fertilizante Mygal (Micorrizas Hype) (500 ml)

16.06.23 Se realizaron podas apicales a las plantas de la variedad Enectarol (Sectores 2 y 3)

19.06.23 Se realizaron podas apicales a las plantas de la variedad Enectarol (Sectores 1)

29.06.23 Se coloca trampas cromaticas

04.07.23 Se aplicd el fertilizante Eckosil (Silicio & Microelementos Asfertglobal) (500 mL)

14.07.23 Se aplicé el fertilizante Mygal (Micorrizas Hype) (500 mL)

17.07.23 Se detecto la presencia de Phytium/Fusarium, por lo que redujo el riego.
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21.07.23 Se aplicé el estimulante radicular Raziel (500 g)

26.07.23 Se aplicé el fertilizante Eckosil (Silicio & Microelementos Asfertglobal) (500 mL)
27.07.23 Se aplicé el fungicida Trichodermas T-34 (Trichoderma asperellum-1QV) (125 g)
30.07.23 Se aplico el insecticida Piretrinas (Cordial — 400 L caldo — 150 cc/hL)

31.07.23 Se aplico el insecticida Piretrinas (Cordial — 200 L caldo — 150 cc/hL)

01.08.23 Se aplico el fungicida Trichodermas T-34 (125 g)

02.08.23 Se aplico el fertilizante Eckosil (Silicio & Microelementos Asfertglobal) (500 mL)
14.08.23 Se aplicé el insecticida Bacillus Thurigiensis vr Kustaki (Kenogard 500 L caldo - 500g)
21.08.23 Se aplicé el insecticida Bacillus Thurigiensis vr Kustaki (Kenogard 500 L caldo - 500g)

Los tratamientos por fertiirrigacién se aplicaron mediante Venturi conectado al sistema de riego.
Los tratamientos foliares se aplicaron mediante carretilla fumigadora de 100 L. Las lineas
denominadas "sin abono" no han tenido tratamientos por fertiirrigacion.

Desde el inicio de la cosecha (21.08.23) hasta el final (01.10.23) se realizaron muestreos
semanales para el posterior anilisis del contenido en humedad, en cannabinoides (CBDV, THCV,
CBC, THC, CBD, CBN, CBG) mediante cromatografia de gases, polifenoles totales y actividad
antioxidante por espectrofotometria UV-VIS y terpenos por cromatografia de gases asociada a
masa.

Asimismo, se realizé el andlisis del sustrato utilizado antes y después del cultivo. Para ello se
enviaron las muestras a laboratorios externos que determinaron el contenido en fésforo, sodio,
potasio, calcio, magnesio y nitrdgeno. Las empresas colaboradoras suministraron los datos del
medio de cultivo empleado en hidroponia.

4.4.1. Contenido en humedad

La determinacién experimental del contenido en humedad de las muestras de caiamo se realizo
siguiendo el método descrito por la Comisién Europea para la determinacién cuantitativa de A%-
THC en cafiamo (Reglamento (CE) N2 1177/2000). Se pesaron aproximadamente 200 mg de
muestra y se secaron en una estufa a 70 °C hasta peso constante. Segun la normativa europea
(Reglamento (CE) N2 1177/2000), las muestras se deben secar hasta alcanzar un peso constante
y una humedad situada entre el 8 % y el 13 %.

4.4.2. Extraccion de compuestos bioactivos

En la figura 2 se presenta el esquema del proceso de extraccién y los analisis quimicos que se
realizaron a partir de dicho extracto. Se realizd una extraccién metandlica de los compuestos
bioactivos de las inflorescencias secas, de cada una de las plantas se eliminaron los tallos y las
semillas de mds de 2 mm. Se trituraron y tamizaron para la obtencién de un polvo con un tamafio
de particula < 0,1 mm. La extraccion de los cannabinoides se realizé siguiendo la metodologia
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descrita por De Patro et al. (2022) con algunas modificaciones. Se pesaron aproximadamente
100 mg de las muestras en polvo y se aifiadieron 10 ml de metanol, se realizé la extraccion en un
bafio de ultrasonidos de 150 W y 50 Hz (Ultrasons, Selecta, Espafia) durante 15 min, seguido de
10 min de centrifugacién a 3000 rpm (unicen 21, Orto Alresa, Espaia). El sobrenadante se filtro
mediante un filtro de membrana de 0,45 um de tamano de poro y se almacend en un congelador
a — 80 °C hasta su posterior analisis. Las extracciones se realizaron por triplicado, a partir de
estos extractos se realizaron las determinaciones quimicas.

Enectaliana  Enectarol
Materia prima

10ml me(anoll
1 L. 5 &
— — ‘ — e — R o45um
100 mg polvo v — B
<0,i1mm 15 min L ‘
10 min
Proceso de extraccion ST

v

Parametros quimicos analizados

Cannabinoides|| Antioxidantes Terpenos
= CBDV . + a-pineno
« THCV TPC * mirceno
- ABTS .
- CBD - FRAP « D-limoneno
- CBC * B-cariofileno
« THC « Bisabolol
= CBG
= CBN

Figura 2. Proceso de extraccion y parametros quimicos analizados.

4.4.3. Analisis de cannabinoides mediante GC-FID

El contenido en diferentes cannabinoides (CBDV, THCV, CBC, THC, CBD, CBN, CBG) de los
extractos metandlicos se analizé siguiendo el método establecido por la Comisidn Europea para
la determinacién cuantitativa del contenido AS-THC en cafiamo (Diario Oficial de las
Comunidades Europeas, 2000) aunque se realizaron ligeras modificaciones de acuerdo con
Sanchez-Carnerero Callado et al. (2018) para la determinacién simultanea de los cannabinoides
mencionados anteriormente. Se utilizé un cromatdgrafo de gases Agilent 5890 provisto de un
detector de ionizacion por llama y un muestreador automatico acoplado al cromatégrafo (7683B
Agilent). La columna utilizada fue la SC-5 MS (Sharlab) de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro
interno y 0,25 um de espesor, fase estacionaria 5% fenil-95% metilpolisiloxano.

La tabla 2 presenta las condiciones cromatograficas utilizadas para la determinacion de los
cannabinoides presentes en las muestras.
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Tabla 2: Condiciones del cromatografo

Temperatura del detector 300 °C
Temperatura del inyector 300 °C
Caudal del gas portador (He) 1,3 mL/min
Relacidn de Split Modo splitless

- Inicialmente se mantiene 2 mina T = 160 °C
- Después, se aumenta 25°C /min hasta 242 °Cy 2 °C/min
Gradiente de temperatura hasta 250 °C
- Finalmente, se aumenta 25 °C /min hasta 300 °C y después
se mantiene a 305 °C durante 5 min
Volumen inyectado 1uL
Tiempo total 25 min

La cuantificacidn de los cannabinoides se realizd empleando una recta de calibrado para cada
uno de los cannabinoides analizados (Figura 3). La recta de calibrado de los compuestos CBDV y
THCV estuvo compuesta por disoluciones de las siguientes concentraciones: 10, 20, 30, 40 y 50
ppm. Para los compuestos CBD, CBG y CBN las concentraciones de las disoluciones fueron: 30,
60, 90, 120 y 150 ppm. Y para los compuestos restantes, CBC y THC, las concentraciones de las
disoluciones de las rectas patrones fueron: 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. A partir de estas rectas de
calibrado y la ecuacidn 1. se realizé el calculo del contenido de los diferentes cannabinoides para
las diferentes muestras.

g cannabinoide _ cV-F-10-W

o = Ec. 1
100 g solido seco m-H
Donde c se refiere a la concentracion de cannabinoide obtenida a partir de la recta de calibrado
(mg/L), V es el volumen de disolvente de extraccion (L), F es el factor de dilucién, m la masa de
la muestra (g), W contenido en humedad en base seca y H contenido en humedad en base
himeda.
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Figura 3: Rectas de calibrado para cada uno de los cannabinoides analizados

4.4.4. Analisis de terpenos mediante GC-Masas
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La cuantificacién de algunos de los terpenos presentes en las muestras de cafiamo fue realizada
siguiendo el método descrito por lbrahim et al. (2019).

Condiciones del cromatdgrafo de gases

Los andlisis se realizaron con un cromatografo de gases Agilent 6890A (Agilent) equipado con un
detector espectrémetro de masas Agilent 5975 y un autosampler Agilent 7683B. La columna
usada fue una columna capilar SC-5 MS (30 m x 0,25 mm 1.D., 0,25 um espesor de la fase sélida;
Scharlab). Como gas portador se utilizdé helio con un flujo constante de 1 mL/min. La
temperatura de entrada fue 250 °C con un Split de 15:1. El volumen de inyeccion fue de 1 pL. La
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temperatura del horno se programdé empezando a 50 °C mantenida durante 2 min seguido de
una rampa de temperatura hasta 85 °C con una velocidad de 2 °C/min y hasta 165 °C con una
velocidad de 3 °C/min. Finalmente, se mantuvo la temperatura a 165 °C durante 10 min.

Condiciones del espectrometro de masas

El espectrdmetro de masas operé en modo de escaneo completo de 40 — 450 uma. La
energia de ionizacidn fue de 70 eV. La temperatura de la fuente de iones fue de 230 °Cy la
temperatura del cuadrupolo fue de 150 °C. Se realizd un retardo por solvente de 4 min. La
temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C. Para la identificacién de los
compuestos se utilizd el software NIST (Programa estandar de referencia Data del Instituto
Nacional de patrones y tecnologia, distribuido por Agilent Technologies).

Cuantificacion de contenido en terpenos

- Preparacidn de soluciones patrén: las soluciones de cada patrén, a-pineno, mirceno, D-
limoneno, cariofileno y bisabolol fueron preparados en metanol. Los patrones de terpenos
fueron mezclados y se ajusto la concentracidn de cada terpeno a 200 pg/mL de la cual se
prepararon diferentes diluciones para realizar los puntos individuales de la curva de
calibracion.

- Preparacién del patrdn interno: como patrdn interno se utilizdé n-tridecano (carbohidrato
Ci3). Se prepard una disolucion madre de una concentracién 200 pug/mL, la cual se afiadid a
todas las disoluciones de la curva de calibrado y a las disoluciones de las muestras.

- Curva de calibracién: se prepararon 12 puntos de calibracién en el rango de 0,75-200
pug/mL a partir de la disolucion stock de patrones mencionada anteriormente y el patrén
interno (0,75, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50, 100 y 200 pg/mL). La concentracion de patrdn
interno en cada punto de la recta de calibrado fue de 30 pg/mL. Estas disoluciones fueron
usadas para construir las curvas de calibracién de los terpenos individuales (Figura 4).

- Preparacién de las muestras: se emplearon los extractos metandlicos obtenidos segun la
metodologia descrita en el apartado 4.4.2. A 2 mL de extracto se afiadié patrén interno y
se tratd con 1,5 mg de carbdn activo, se mezclé con la ayuda de un agitador vortex durante
30 segundo, para seguidamente ser centrifugado a 4200 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se filtré6 mediante un filtro de membrana de 0,45 um de tamafio de poro y se
almacend en un congelador a — 80 °C hasta su posterior analisis. El procedimiento de tratar con
carbdn activo permite eliminar pigmentos y otras sustancias que podrian generar problemas de
obstruccion y deterioro del equipo de CG-MS.
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Figura 4: Rectas de calibrado de cada uno de los terpenos analizados

4.4.4. Analisis de compuestos antioxidantes

Para la determinacidon de los compuestos antioxidantes se realizd una dilucién 1:10 de los
extractos metandlicos obtenidos segin metodologia descrita en el apartado 4.4.2.

Contenido total en polifenoles (CTP)

Se determind el contenido total en compuestos fendlicos de las muestras en base al método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu descrito por Singleton & Rossi (1965), con ciertas
modificaciones para ser adaptado al analisis en microplacas (Eim et al., 2013). En una placa de
96 pocillos, se mezclaron una alicuota de 25 pL de extracto metandélico, 80 plL de agua destilada,
5 uL del reactivo Folin Ciocalteu y se incubd durante 5 min a 25 °C dentro del espectrofotémetro
(Multiskan UV/Vis/NIR, Thermo Scientific, Finlandia). La reaccién se detuvo mediante la adicion

Pineno Limoneno
7
o
y =0,0303x+0,0584 . w o | v=00293¢+0,002
R® =0,9942 L 3 R?=0,9943 s )
. S. | .
3
500
® .. =4
S3 L °
o
=}
a2
L. ] .
.o."" Tl ..""
o® <4 o®
. . . < o gm® \ . . .
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200
Concentracion (pug/mL) Concentracién (pg/mL)
Mirceno Cariofileno
_8
y=0,0272x+0,2106 I S y =0,0374x+0,0632 s )
R? = 0,9949 s’ R? =0,9951
g6}
o
35|
K @ 4 F b
= .
237
o =51 e
o e 2
o | -
i g! .'.
\‘_ o
1 1 1 1 <L 0 L L 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Concentracién (pug/mL) Concentracion (ug/mL)
Bisabolol
_ 6
3 y =0,0273x+0,0266 .
o5 | R? =0,9991 -
o
o
o
< 4
-
23
T L
°
o
S 2
a .
g 1 &
(28
g .-"'
<,
0 50 100 150 200 250



—
—
——
- a—

CONSELLERIA
AGRICULTURA,

PESCA | ALIMENTACIO
FONS GARANTIA
AGRARIA | PESQUERA

ILLES BALEARS

Universitat

de les [lles Balears

\N@OHOO

de 80 pL de Na,COs al 7,5% (p/v). Finalmente, se midié la absorbancia a 765 nm cada 5 min,
durante 30 min.

Los datos del espectrofotdmetro se procesaron con el software Shanlt 2.4.2. El contenido de
compuestos fendlicos totales se calculd a partir de una calibracion con acido galico (GA, 25 -
250 ppm). Todos los resultados se calcularon como la media de tres determinaciones y se
expresaron como mg acido galico/g ss.

Actividad antioxidante (AA)

La capacidad antioxidante que se le atribuye a la fraccién fendlica de los vegetales incluye
multiples mecanismos de actuacién desde un punto de vista quimico. Por esta razén, no hay una
metodologia analitica que permita por si sola, cuantificar la capacidad antioxidante y, por tanto,
para su determinacion se recomienda el uso combinado de diferentes métodos (Pellegrini et al.,
2003). En este estudio se han considerado dos métodos espectrofotométricos, ABTS y FRAP, con
el primero se determina la capacidad de neutralizar radicales libres y con el segundo se
determina la capacidad de reducir metales.

a) Método ABTS

La determinacidon de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS se basd en la
metodologia descrita por Re et al. (1999), a la cual se realizaron ciertas modificaciones para
adaptarla al analisis con microplacas Gonzalez-Centeno et al. (2012).

Para la preparacion del cation radical ABTS se mezclaron volimenes equivalentes (1:1) de dos
disoluciones acuosas diferentes: por una parte, una disolucion 7 mM de ABTS (acido 2,2'-
Azinobis-(3-etilBenzoTiazolina-6-Sulfonic) y por otra una disolucién 2,45 mM de K,S;0s. Esta
disolucién madre se dejo reaccionar durante 16 h a 21 + 2 °C en condiciones de oscuridad, para
ser utilizada en las préximas 48 h. En el momento del analisis, se cogieron 8 mL de la disolucién
madre de ABTS y se diluyé con EtOH:H,0 (25:75, v/v) hasta un volumen final de 100 mL.

En cada pocillo de la microplaca se introdujeron 190 pL del reactivo ABTS y se dejd incubar
durante 10 min a 25 °C. Después de este tiempo se realizé una lectura de la absorbancia (Ao) a
una longitud de onda de 734 nm, a continuacidn, se procedid a iniciar la reaccion afiadiendo 10
pL de la extraccion metandlica de la muestra en cada pocillo. La mezcla se dejé reaccionar bajo
las mismas condiciones durante 30 min, tras los cuales se realizé la lectura de la absorbancia a la
misma longitud de onda (A1l).

El cdlculo de la capacidad oxidante se realizé a partir de la diferencia entre las absorbancias Aly
Ao que se correlacioné con una recta de calibrado obtenida a partir de concentraciones
conocidas (comprendidas entre 25 y 800 uM) del estandar Trolox (anadlogo hidrosoluble de la
vitamina E). Todos los resultados se calcularon como la media de seis determinaciones y se
expresaron como mg trolox/g ss.
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b) Método FRAP

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se basa en la capacidad de los compuestos
antioxidantes que se encuentran presentes en la muestra para reducir el ion férrico (Fe**) a su
forma ferrosa (Fe?*), lo que se mide mediante la formacidon de un complejo coloreado de ferroso-
tripiridiltriazina (Benzie & Strain, 1996). El método FRAP que se utilizd se llevé a cabo con ciertas
modificaciones para adaptarla al andlisis con microplacas (Gonzélez-Centeno et al., 2012).

Para la preparacién del reactivo FRAP el mismo dia del analisis, se mezclaron tres disoluciones
diferentes en la proporcién (1:1:10, v/v/v): una disolucién 0,01 M de TPTZ (2,4,6- tri(2-piridil)-s-
triazine), una de FeCl; -6H,0 0,02 M y un tampdn acético-acetato (de pH 3,6, preparado con 3,1
g de CH3;COONay 16 mL de CH3COOH glacial por 1000 ml de solucién tampdn).

El protocolo y las condiciones experimentales, asi como los calculos para determinar la capacidad
antioxidante fueron las mismas que los utilizados en el caso del método de ABTS, pero en este
caso las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 593 nm.

Para llevar a cabo el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos para cada muestra
respecto a las variables fisicas y quimicas, se ha usado el software Statgraphics19 Centurion
(Statgraphics Technologies, Inc.).

4.5.1. Analisis Multivariante

Las técnicas multivariables se pueden clasificar segln dos posibles criterios:

(i) Se estd interesado en la asociacién entre las distintas variables, es decir, en las
relaciones entre las mismas, donde parte de estas variables dependen o se miden
en funcién de las otras. Son los llamados Métodos Dependientes. Subyace en ellos
siempre un interés predictivo.

(ii) Se estd interesado en investigar las asociaciones que se presentan entre variables
sin distincidn de tipos entre ellas. Son Métodos Independientes. Tienen un interés
descriptivo mas bien.

En este trabajo se realizara un estudio mediante un método dependiente usando un andlisis
multivariante de la varianza y otro mediante un método independiente usando un analisis de
componentes principales.

Andlisis multivariante de la varianza

En este estudio, se llevé a cabo un analisis multifactorial de varianza (ANOVA) para investigar la
influencia conjunta de cuatro factores: Variedad, Tiempo de cosecha, aplicacion de abono y
sector de plantacion, sobre las variables cuantitativas de interés. Antes de proceder con el
ANOVA, se realizaron pruebas para verificar la normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas de los datos (prueba de Levene). Es importante destacar que en
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caso de que se cumpliera la normalidad y homogeneidad de varianzas, se aplicaron técnicas de
transformacién de datos adecuadas para poder aplicar ANOVA.

Andlisis de componentes principales

Como técnicas de andlisis independientes, se emplearon la matriz de correlaciones de Pearson
y el analisis de componentes principales (ACP).

La matriz de correlaciones es una tabla de doble entrada, que muestra el coeficiente de
correlacién entre cada pareja de variables (valor comprendido entre -1y 1). Cuanto mas cercano
a la unidad (en valor absoluto) sea el coeficiente de correlacidon, mayor es la correlacion
existente entre ambas variables. Las correlaciones positivas se muestran en rojo y las negativas
en verde. La intensidad del color es proporcional al coeficiente de correlacion.

En un conjunto de datos, determinadas variables pueden estar relacionadas entre ellas puesto
gue mas de una variable puede estar midiendo el mismo efecto o comportamiento del sistema.
Esta redundancia de informacién se puede simplificar mediante el andlisis de componentes
principales (ACP). El ACP es una técnica utilizada para reducir la dimensionalidad de un conjunto
de datos. Sirve para hallar las causas de la variabilidad de un conjunto de datos y ordenarlas por
importancia. Se genera un nuevo grupo de variables (componentes principales) cada una de las
cuales es combinacién lineal de las variables originales y que en conjunto forman una base
ortogonal (evitar informacion redundante). EIl ACP no requiere la suposicion de normalidad
multivariante de los datos.

Del conjunto de variables analizadas, se seleccionaron para el ACP, aquellas que mostraron ser
significativamente diferentes entre muestras. Cuando todas las variables estan en la misma zona
de la escala, se puede realizar el ACP directamente sobre ellas. Si estan en diferentes drdenes
de magnitud o sus varianzas son muy diferentes, se estandarizan previamente los datos
utilizando por ejemplo la inversa de la varianza.

5. Descripcion de los resultados y difusion del proyecto

La Tabla 3 presenta la nomenclatura utilizada durante la presentacion y la discusién de los
resultados.

Tabla 3: Nomenclatura utilizada en la presentacion de resultados para designar a las variables quimicas

CLAVE VARIABLE Unidades*
TPC Contenido en polifenoles totales mg 4c. Galico/100 g ss
ABTS Actividad antioxidante ABTS mg trolox/100 g ss
FRAP Actividad antioxidante FRAP mg trolox/100 g ss
Pineno Contenido en el terpeno pineno mg/g ss
Mirceno Contenido en el terpeno mirceno mg/g ss
Limoneno | Contenido en el terpeno limoneno mg/g ss
Cariofileno | Contenido en el terpeno cariofileno mg/g ss
Bisabolol Contenido en el terpeno bisabolol mg/g ss
CBDV Contenido en cannabidivarina % ss
THCV Contenido en tetrahidrocannabivarina % ss
CBD Contenido en cannabidiol % ss
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CBC Contenido en cannabicromeno % ss
THC Contenido en tetrahidrocannabinol % ss
CBG Contenido en cannabigerol % ss
CBN \ Contenido en cannabinol

*ss: solido seco

El presente estudio se enfoca en investigar el efecto de distintas variables en el contenido de
compuestos antioxidantes, terpenos y cannabinoides en diversas muestras de cdfiamo
(Cannabis sativa L.) cultivadas en tierra. Para llevar a cabo este estudio, se recolectaron
muestras de cafiamo de diferentes variedades, Enectaliana y Enectarol, algunas de las cuales se
cultivaron utilizando abono, mientras que otras se cultivaron sin él. Adema3s, se seleccionaron
diferentes sectores de cultivo para estudiar el efecto de la densidad del cultivo. Las muestras se
recolectaron durante 6 semanas para examinar cémo el tiempo de floracidon puede afectar al
contenido de estos compuestos.

En la tabla 4 se muestra una visidn general de como los diferentes factores (variedad, abono,
sector y tiempo) afectan significativamente a los diferentes compuestos estudiados. Cabe
destacar en este punto que las interacciones entre factores fueron evaluadas y en ningun caso
fueron significativas.

Tabla 4. Efectos significativos (p < 0,05) de los distintos factores (Variedad, abono, sector y tiempo) a las
variables analizadas.

Variedad Abono Sector Tiempo

Humedad

TPC X X
ABTS
FRAP
a-Pineno X

Compuestos
antioxidantes

Mirceno
Terpenos Limoneno X
Cariofileno X

X X X X [X X X

Bisabolol X

CBDV

THCV

CBD

Cannabinoides CBC
THC

CBG

CBN

x

X X X X X
X X X X X X X

Se observé que el contenido en humedad no presenté diferencias significativas (p > 0,05) entre
las muestras analizadas. El contenido en humedad de las muestras analizadas en todo el estudio
presentd un valor promedio de 9,5 + 1,7 % base hiumeda. Este valor estd dentro del rango que
establece la normativa europea (8-13% base himeda) (Reglamento (CE) N2 1177/2000); por
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tanto, el proceso de secado de las muestras fue uniforme durante todo el desarrollo del estudio
lo que indica que el acondicionamiento realizado fue adecuado.

Por otra parte, el estudio mostré que los compuestos antioxidantes presentaron una clara
dependencia en relacidén con el tiempo de floracion. De todos los pardmetros analizados, dos
(TPCy ABTS) estuvieron significativamente influenciados por la aplicacidon de abono. Ademas, se
observé que el contenido total de polifenoles fue dependiente de la variedad de cafiamo
utilizada, destacando la influencia de la diversidad genética en la concentracién de estos
compuestos bioactivos. En cuanto a los terpenos, los resultados indican que los niveles de
pineno, mirceno, limoneno y cariofileno estan significativamente influenciados por el tiempo de
la floracion. Por otro lado, el bisabolol es el Unico terpeno que muestra una dependencia
significativa respecto al uso de abono. En relacidn con la variedad de cafiamo, solo el cariofileno
presenta una variaciéon significativa. Adicionalmente, se encontré que todos los terpenos, a
excepcion del mirceno, estdn significativamente afectados por el sector de cultivo, subrayando
la importancia de las condiciones de cultivo en la produccién de estos compuestos. El andlisis de
los cannabinoides revela que todos los compuestos de este grupo estan significativamente
influenciados por el tiempo de floracién. Exceptuando el THCV, se ha determinado que la
variedad de cafiamo utilizada tiene un impacto significativo en la concentracion de todos los
cannabinoides estudiados, lo que pone de manifiesto laimportancia de la seleccion varietal para
optimizar la produccidn de estos compuestos.

A partir de estos resultados, a continuacion, se proporcionara una vision detallada de cémo
diferentes factores de manejo, seleccién varietal y tiempo de floracién pueden influir en la
produccién de compuestos bioactivos en el cafiamo, lo que es esencial para maximizar su calidad
y beneficios potenciales en aplicaciones industriales y medicinales.

5.1.1. Compuestos antioxidantes

A continuacidn, se presentan los resultados del estudio de los compuestos antioxidantes de las
muestras de cafiamo mediante las determinaciones de contenido total en polifenoles y de
actividad antioxidante (ABTS y FRAP).

Como se puede observar en la figura 5a El contenido total en polifenoles presentd diferencias
significativas (p < 0,05) segun la variedad, presentando un contenido en polifenoles totales de
54 + 2 mg de acido galico/100 g ss y 65 + 4 mg de acido galico/100 g ss, la variedad Enectaliana
y Enectarol respectivamente. Los valores de contenido total en polifenoles obtenidos en este
estudio fueron similares a descritos en la bibliografia, Trovato et al. (2023) obtuvieron valores
de 83,9 - 86,2 mg acido gélico/100g para la variedad Futural7, mientras que Brkljaca et al. (2023)
sefialaron valores de 40,66, 43,91 y 43,25 mg acido galico/100g para las variedades Futura 25,
Helena y Marina. Las muestras de la variedad Enectarol presentaron un mayor contenido en
polifenoles totales (21%) respecto a las muestras de la variedad Enectaliana. En el estudio
realizado por Brkljaca et al. (2023) se observé que el contenido total en polifenoles dependia de
la variedad de cdflamo cultivada, ya que las muestras de las variedades Helena y Marina tuvieron
un 5% mds contenido en polifenoles totales que las muestras de la variedad Fedora 17.



a—
—
——
- —

CONSELLERIA
AGRICULTURA,

PESCA | ALIMENTACIO
FONS GARANTIA
AGRARIA | PESQUERA
ILLES BALEARS

Universitat

de les [lles Balears

\N@OHOO

El contenido total en polifenoles, también se vio afectado significativamente por el uso de abono
En la figura 5b se presenta el contenido en polifenoles totales (mg acido galico/100 g ss) de las
muestras de cafiamo de la variedad Enectaliana con aplicacién o no de abono. Se puede observar
qgue el contenido en polifenoles totales de las muestras abonadas fue de 54 + 2 mg de acido
gélico/100 g ss, mientras que la no abonada presentd valores de 65 * 4 mg de acido galico/100
g ss. Las muestras de las plantas sin abonar presentaron un contenido total de polifenoles
significativamente mayor (18%) a las muestras de las plantas que recibieron abono, esto puede
ser debido a que la ausencia de abono podria haber provocado un estrés inducido por la falta
de nutrientes que provoca una mayor produccién de compuestos fenélicos como mecanismo de
defensa (Sharma et al., 2012). Sin embargo, en la bibliografia también hay estudios como el de
Bernstein et al. (2019) que demuestran que la fertilizacién, especialmente con abonos organicos,
pueden incrementar el contenido de antioxidantes en las plantas. Estos estudios explican que
los nutrientes adicionales proporcionados por el abono mejoran la sintesis de compuestos
fendlicos y otros antioxidantes.

Al evaluar el efecto de la densidad del cultivo (figura 5c), se pudo observar que no hay diferencias
significativamente (p > 0,05) en el contenido en polifenoles totales segun el sector de cultivo
(densidad de plantacion), presentando un valor promedio de 59 * 3 mg de acido galico/100 g ss.
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Figura 5: Contenido total en polifenoles de muestras de cafiamo segun: a): Variedad; b): Aplicacion de
abono; c¢): sector de plantacion y d): tiempo de cosecha. Las letras maytsculas diferentes indican diferencias
significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 5d se presentan los resultados del efecto del tiempo de floracidn sobre el contenido
en polifenoles totales. Se puede observar un aumento progresivo en el contenido total de
polifenoles conforme avanzaba el tiempo de crecimiento de la planta. El contenido en
polifenoles totales en la primera semana de recoleccion fue de 27 + 5 mg de acido galico/100 g
ss. Se observd un incremento del 70% en la segunda semana respecto a la primera,
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manteniéndose hasta la cuarta semana. En la semana 5 de cosecha volvid aumentar
significativamente (225%, respecto la primera semana), para finalmente en la Ultima semana de
cosecha observar un aumento del 285% respecto a la primera semana de cosecha, alcanzando
un contenido en polifenoles totales de 105 + 5 mg de acido galico/100 g ss. La variacion en el
contenido fendlico de las plantas a lo largo de las etapas de crecimiento puede explicarse por
los cambios bioquimicos que ocurren durante el crecimiento, asi como por una respuesta
inmune al estrés bidtico y abidtico (Jalloul et al., 2022).

En la Figura 6 se presentan los resultados de la actividad antioxidante mediante el método ABTS.
Se puede observar que tanto la variedad como el sector de plantacion no afectan
significativamente en la actividad antioxidante determinada mediante el método ABTS,
presentando valores promedios de 1230 + 40 mg trolox/100g ss.

Segun la bibliografia, la actividad antioxidante determinada mediante el método de ABTS en
muestras de cdmariio, presenta un amplio rango de valores. Nuestros resultados se encuentran
dentro de este rango. Brkljaca et al. (2023) reportaron una actividad antioxidante de 550 — 725
mg trolox/100g ss, mientras que Kitryté et al. (2018) obtuvieron valores de actividad
antioxidante de 7799 + 1 mg trolox/100 g ss.

El evaluar el efecto del uso de abono, se pudo observar que las muestras de las plantas que
fueron abonadas presentaron 16% menos contenido en actividad antioxidante (1121 + 45 mg
trolox/100g ss) respecto a las muestras que no fueron abonadas (1332 + 78 mg trolox/100g ss).
Se ha observado el mismo efecto en el contenido en polifenoles totales.
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Figura 6. Actividad antioxidante (ABTS) de las muestras de canamo segun. a): Variedad; b): Aplicacion de
abono; c): sector de plantacion y d): tiempo de cosecha. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre muestras (p < 0,05).
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En la Figura 7 se presentan los resultados de la actividad antioxidante mediante el método FRAP.
Se puede observar que solo el tiempo de floracién afecta significativamente en la actividad
antioxidante (FRAP). Por tanto, las muestras de caiiamo del presente estudio presentaron unos
valores de actividad antioxidante de 120 + 30 mg de trolox/100 g ss, mediante el método FRAP.
En la bibliografia se observé un comportamiento similar para la actividad antioxidante medida
a través del método FRAP.
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Figura 7: Actividad antioxidante (FRAP) de las muestras de cafiamo segun: a): Variedad; b): Aplicacion de
abono; c): sector de plantacion y d): tiempo de cosecha. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre muestras

Como puede observarse en la Figura 6d y Figura 7d, el tiempo de plantacion afecto
significativamente en la actividad antioxidante las muestras recolectadas a lo largo de las seis
semanas estudiadas. Se observé que la semana 6 presentd una actividad antioxidante
significativamente mayor (334 y 316% en ABTS y FRAP, respectivamente) en comparacién con
el resto de las semanas. Lu et al. (2015) reportaron que la actividad antioxidante de Lycopus
lucidus Turcz dependid no solo del tiempo de floracién sino de la localizacion de la siembra, ya
que evaluaron el efecto de tres tiempos de floracién en dos localizaciones y se observo que el
contenido en compuestos antioxidantes en un lugar aumentaba a medida que lo hacia el tiempo
de floracién y en el otro sitio tenia un comportamiento contrario. Por tanto, serdn necesarias
mas investigaciones para comprender el mecanismo de los cambios en el contenido de los
compuestos antioxidantes durante los diferentes tiempos de floracién.

5.1.2. Contenido en terpenos

En la Tabla 5 se presenta el contenido en terpenos de las muestras de cafiamo, se pudieron
detectar y cuantificar el a-pineno, mirceno, limoneno, cariofileno y bisabolol. Ademas, se pudo
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detectar, pero no cuantificar el terpeno de Eucaliptol durante la primera semana de cosecha en
las muestras de la variedad Enectaliana sin aplicacién de abono.

El contenido en a-pineno (0,40 + 0,13 mg/g ss) no presentd diferencias significativas entre las
dos variedades de cafiamo estudiadas. En el estudio de Ibrahim et al. (2019) se observé que el
contenido en a-pineno de una variedad de cafiamo con alto contenido en CBD fue de 0,493 +
0,015 mg/g similar al observado en el presente trabajo. En este mismo estudio también
observaron que no habia diferencias significativas en el contenido en a-pineno entre las
variedades con alto contenido en CBD (similar a la variedad Enectaliana) y alto contenido en
THC, sin embargo, si se observaron diferencias significativas con una variedad con contenido
intermedio de CBD y THC. Por tanto, el contenido en a-pineno puede variar segun la variedad
de cafnamo.

En cuanto a la aplicacién o no de abono se observé que no tuvo un efecto significativo (p > 0.05)
en el contenido de a-pineno en las muestras de cafiamo (0,400 + 0,003 mg/g ss). Ostadi et al.
(2020) observaron que el contenido de a-pineno en la menta no se vio afectado por la aplicacion
de diferentes fertilizantes.

Tabla 5: Contenido en terpenos (mg/g ss) de las muestras de canamo cultivadas en tierra

a-pineno Mirceno Limoneno ECariofiIenoE Bisabolol

VARIEDAD

Enectaliana 0,31 + 0,08{0,12 + 0,01/0,08 £+ 0,01{2,15 + 0,19{1,35 = 0,12

Enectarol 0,49 * 0,13:0,08 + 0,02:0,07 + 0,01{0,93 *+ 0,32:1,08 + 0,21
ABONO

no 0,40 * 0,13;0,08 * 0,02/0,08 + 0,01:1,32 + 0,32:2,18 + 0,21

si 0,40 + 0,08i0,12 + 0,01i{0,07 + 0,01i1,75 + 0,19:0,25 + 0,12
SECTOR

A 0,87 + 0,12/0,13 + 0,02/0,11 + 0,01;2,35 + 0,29:1,04 + 0,18

B 0,11 * 0,12/0,06 + 0,02:/0,05 + 0,01;1,21 + 0,29:0,95 + 0,18

C 0,22 + 0,12{0,10 + 0,02:0,06 + 0,01:1,05 + 0,29:1,65 *+ 0,18

TIEMPO (semana)

1 0,61 * 0,16{0,14 * 0,03:0,12 + 0,02:2,47 + 0,39:1,38 + 0,25

2 0,60 * 0,16:0,16 + 0,03:0,11 + 0,02{2,44 + 0,39:1,39 + 0,25

3 0,65 * 0,16{0,17 * 0,03:0,12 + 0,02;2,68 + 0,39:1,45 + 0,25

4 0,18 * 0,16{0,05 * 0,03/0,03 + 0,02:0,58 * 0,39:1,03 * 0,25

5 0,18 * 0,16i0,04 + 0,03:0,04 + 0,02{0,47 * 0,39:1,06 + 0,25

6 0,17 * 0,16{0,05 * 0,03/0,04 + 0,02:0,58 * 0,39:0,97 * 0,25

En la Figura 8 se puede observar el contenido en a-pineno de las muestras de cafiamo de
diferentes sectores de plantacién (Figura 8a) y en diferentes tiempos de cosecha (Figura 8b).
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Figura 8: Contenido en a-pineno de las muestras de cafnamo segun. a) sector de plantacion y b) tiempo de
cosecha. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05)

En la Figura 8a se puede observar que el contenido de a-pineno depende significativamente del

sector de plantacion en el que se encuentra la planta. Las plantas del sector 1 (2.3 plantas/m?)
presentaron un 81% mas de contenido en a-pineno que las plantas del sector 2 (3.6 plantas/m?)
y 3 (4.6 plantas/m?2), por lo que parece indicar que el contenido de a-pineno se ve favorecido
por una plantacién menos densa. En la bibliografia se ha observado que una densidad de
plantacion menor en Artemisia dracunculus L favorece al contenido en aceites esenciales,
aumentando en un 38% cuando la densidad de plantacién pasa de 13,33 planta/m? a 6,67
planta/m?2. En la Figura 8b se puede observar que el contenido en a-pineno disminuye de forma
significativa (71%) a partir de la cuarta semana de floracion respecto al inicio de esta. Aizpurua-
Olaizola et al. (2016) observaron una disminucién del 16% del contenido en a-pineno después
de 28 dias de floracion, bastante inferior al encontrado en nuestro trabajo. Sin embargo, en este
estudio también demostraron que el tiempo de cosecha afectaba de forma diferente segun el
tipo de variedad de cafnamo.

El contenido en mirceno (0,10 + 0,02 mg/g ss) no mostro diferencias significativas entre las dos
variedades de cafiamo estudiadas. En el estudio realizado por lbrahim et al. (2019), se encontré
que la variedad de caifiamo Finola, conocida por su alto contenido en CBD, presentaba un
contenido en mirceno de 0,103 + 0,015 mg/g, valor similar al estudio realizado.

En cuanto al estudio sobre la aplicacién de abono, se observd que ésta que no tuvo un efecto
significativo (p > 0,05) en el contenido de mirceno de las muestras de cafiamo estudiadas (0,10
+ 0,02 mg/g ss). En el estudio de André et al. (2020), se estudiaron diferentes variedades de
Cannabis sativa L y mostraron que las variedades Finola y Futura 75, no se vieron afectadas en
el contenido de mirceno por la aplicacidon de abono.

Las muestras cultivadas en diferentes sectores tampoco mostraron una diferencia significativa
(0,10 + 0,03 mg/g ss). En el estudio de Molnar et al. (2022) sobre la extraccién de terpenos
mediante CO, de diversas variedades de cadinamo industrial, incluyendo Kompolti y Ferimon, se
encontré que el contenido de mirceno no variaba significativamente con la densidad de
plantacion.

En la Figura 9 se presenta el contenido en mirceno de todas las muestras de cafiamo a diferentes
tiempos de floracion. Se observa que el contenido en mirceno disminuye de forma significativa
(71%) a partir de la cuarta semana de floracidn respecto al inicio de esta. En el estudio de Mudge
et al. (2018), investigaron diversas variedades de Cannabis sativa L., incluyendo Blueberry L,
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Purple Pineberry, Finola, Futura 75, entre otras. Esta investigacion describid que el contenido de
mirceno puede variar significativamente dependiendo de la etapa de floracion de la planta. De
manera similar a lo que se observa en nuestro estudio, estos autores describieron que los niveles
de mirceno eran mas altos en las primeras etapas de floracidén y disminuian significativamente
hacia el final del ciclo de floracion.
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Figura 9: Contenido en mirceno de las muestras de canamo segun el tiempo de floracion. Las letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05)

El contenido en limoneno (0,076 + 0.003 mg/g ss) no mostro diferencias significativas entre las
diferentes variedades de canamo estudiadas. En el estudio de Mudge et al. (2018), se
investigaron varias variedades de Cannabis sativa L., como Blueberry L, Purple Pineberry, Finola
y Futura 75 y no encontraron diferencias significativas en el contenido de limoneno entre las
variedades Blueberry L y Purple Pineberry. Sin embargo, si observaron diferencias significativas
entre las variedades Finola y Futura 75. Ademas, el contenido de limoneno varié entre 0,05 mg/g
y 0,1 mg/g, valores comprables al obtenido en nuestro estudio (0,076 mg/g ss).
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Figura 10: Contenido en limoneno de las muestras de cafiamo segun: a) sector de plantacion y b) tiempo
de floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05)

Respecto al efecto del uso de abono, en nuestro estudio el uso de abono no afectd
significativamente al contenido en limoneno en las muestras de cafiamo analizadas presentando
valor promedio de 0,076 + 0,009 mg/g ss. Resultados similares fueron descrito por Andre et al.
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(2020) para las variedades Felina 32 y Uso 31, donde la aplicacién de abono no afecté
significativamente en el contenido de limoneno.

En la Figura 10 se presentan los resultados del contenido en limoneno de las muestras de
cafiamo de diferentes sectores de plantacion (Figura 10a) y en diferentes tiempos de floracion
(Figura 10b). En la Figura 10a se observa que el contenido en limoneno depende
significativamente del sector de plantacién en el que se encuentra la planta. Las plantas del
sector 1 (2,3 plantas/m?) presentaron un 51% mas de contenido en limoneno que las plantas del
sector 2 (3,6 plantas/m?) y 3 (4,6 plantas/m?), lo cual sugiere que el contenido de limoneno se
ve favorecido por una plantacion menos densa. En el estudio de Andre et al. (2020), se observé
que las plantas con menor densidad de plantacién presentaron una mayor concentracién de
terpenos, incluyendo el limoneno, en las variedades Felina 32 y Uso 31.

En la figura 10b se observa que el contenido en limoneno depende significativamente del tiempo
de floracién, donde las tres primeras semanas mostraron un 69% mas de contenido que las tres
ultimas semanas de floracion. Resultados similares fuereon obtenidos por Aizpurua-Olaizola et
al. (2016), quienes describieron que contenido de limoneno disminuia en un 16% después de 28
dias de floracion en muestras de Cannabis sativa L. de las variedades Cannatonic, ACDC y
Charlotte's Web.

El contenido en B-cariofileno (1,54 + 0,31 mg/g ss) no presentd diferencias significativas entre
las muestras de cafiamo con y sin aplicacidon de abono. En el estudio de Fischedick J (2015), se
encontraron resultados similares para Cannabis sativa L., de las variedades OG Kush, Haze y Sour
Diesel, donde la aplicacidn de abono no afecté al contenido de B-cariofileno.

En la Figura 11 se observa el contenido en B-cariofileno de las muestras de cafiamo de diferentes
variedades (Figura 11a), y en diferentes sectores de plantacién (Figura 11b). En la figura 11a se
observa diferencia significativa entre las dos variedades estudiadas, donde la variedad
Enectaliana presenta un contenido de B-cariofileno 57% mayor que la variedad Enectarol. Segin
la bibliografia, Russo (2011) describié que el contenido de B-cariofileno puede verse afectado
por la variedad. Por ejemplo, las variedades de OG Kush y Sour Diesel presentaron valores
mucho mas elevados en el contenido de B-cariofileno a diferencia de las variedades como Haze
y Blueberry L.

25 30

2,0

SS,

0,5

Contenidoen B - cariofileno (mg/ g

Contenido en B-cariofileno (mg/ g
s)
@«
——i®
@

0,0

Enectaliana Enectarol 1 2 3

Variedad Sector

Figura 2: Contenido en B-cariofileno de las muestras de canamo segun. a) variedad y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05)
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En la Figura 11b se observa que el contenido en B-cariofileno depende significativamente del
sector de plantacién en el que se encuentra la planta. Las plantas del sector 1 (2,3 plantas/m?)
presentaron un 52% mas de contenido en cariofileno que las plantas del sector 2 (3,6
plantas/m?) y 3 (4,6 plantas/m?), lo cual sugiere que el contenido de B-cariofileno se ve
favorecido por una plantacion menos densa. Resultados similares fueron descritos por Andre et
al. (2020), quienes determinaron que las variedades Felina 32 y Uso 31 presentaron mayores
concentraciones de B-cariofileno en plantaciones menos densas. El estudio también determiné
que el contenido de B-cariofileno disminuia significativamente a lo largo del tiempo de floracién.
De manera similar, en la Figura 12 se observa que las muestras de cafiamo diferentes tiempos
de floracidon presentan diferencias significativas en el contenido de B-cariofileno, en las tres
primeras semanas de floracidn se observé un 79% mds de contenido en B-cariofileno que en las
tres ultimas semanas de floracién.
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Figura 3. Contenido en B-cariofileno de las muestras de cafiamo segun el tiempo de floracion. Las letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

El contenido en bisabolol (1,21 + 0,18 mg/g ss) no mostrd diferencias significativas entre las
variedades de cafiamo estudiadas en este trabajo. En el estudio de Mudge et al. (2019) se
estudiaron las variedades de Blueberry L, Purple Pineberry, Finola y Futura 75, y describieron
que el contenido de bisabolol en las variedades de cafiamo estudiadas estaba en el rango de
0,05 a 0,15 mg/g, con pequenfias variaciones entre las diferentes variedades, pero sin diferencias
significativas observadas. Sin embargo, se observd que el contenido en bisabolol de las
variedades estudiadas en el estudio de Mudge et al. (2019) fue inferior al de las variedades
objeto de nuestro estudio.

Se observé que el tiempo de floracidon tampoco afectd significativamente en el contenido de
bisabolol (1,21 + 0,21 mg/g ss). Resultados similares fueron descritos por Andre et al. (2020), las
variedades de Kompolti y Futura 75 presentaron contenidos de bisabolol que no variaron
significativamente en con el tiempo de floracion.

En la Figura 13 se presentan los resultados del contenido en bisabolol de las muestras de cafiamo
con la aplicacidn o no de abono (Figura 13a), y en diferentes sectores de plantacion (Figura 13b).
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Figura 4. Contenido en bisabolol de las muestras de cafiamo segun: a) aplicacion de abono y b) sector de
plantacion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 13a se observa que el contenido en bisabolol depende de la aplicaciéon de abono,
donde las plantas que no se les aplicdé abono presentaron un contenido superior en bisabolol
(88%) que las muestras que si fueron abonadas. En el estudio de Giese et al. (2015) encontraron
que la fertilizacién puede tener diferentes efectos en el contenido de terpenos en Cannabis
sativa. Algunos terpenos mostraron un aumento de concentracién con el uso de fertilizantes,
pero en el caso del contenido en bisabolol se observd que no se vio afectado por el uso de
fertilizantes. En la Figura 13b se observa que el contenido en bisabolol depende
significativamente del sector de plantacidn en el que se encuentra la planta. Las plantas del
sector 3 (4,6 plantas/m?) presentaron un 39% mas de contenido en bisabolol que las plantas del
sector 1 (2,3 plantas/m?) y 2 (3,6 plantas/m?), lo cual sugiere que el contenido de bisabolol se
ve favorecido por una plantacion mas densa. En el estudio de Andre et al. (2016) se determiné
que las plantas con una densidad de plantacién mas alta mostraron mayores concentraciones
en el terpeno bisabolol

5.1.2. Contenido en cannabinoides

Enla Tabla 6 se presenta el contenido en cannabinoides de las muestras de cafilamo, se pudieron
detectar y cuantificar el CBDV, THCV, CBD, CBC, THC, CBG y CBN.

Tabla 6.: Contenido en cannabinoides (% ss) de las muestras de cafiamo cultivadas en tierra

CBDV | THCV | €D | CBC | THC | CBG

CBN
VARIEDAD
Enectaliana |008 + 001{004 + 0,01{540 + 0,38{009 + 0,02{028 + 0,03i{0,29 + 058 0,03 + 0,04
Enectarol nd 004 + 001{035 + 065{016 + 0,03:007 + 003;{781 + 1,01 049 * 0,07
ABONO
no 003 + 002004 + 001;282 + 065012 + 0,030,116 + 0,03:{4,05 + 1,01;0,26 = 0,07
si 0,04 + 001{004 + 001{293 + 038:0,13 + 0,02{0,18 + 0,02{4,06 + 0,58:{0,26 + 0,04
SECTOR
A 0,04 + 001;003 + 001;240 + 058:0,12 + 0,02;0,16 + 0,03:3,74 + 0,89:0,27 = 0,06
B 0,02 + 001;004 + 001317 + 058:0,14 + 0,02;0,17 + 0,03{420 * 0,89:0,24 = 0,06
C 005 + 001;004 + 001;306 + 058:0,11 + 0,02;0,19 + 0,03:{4,23 + 0,89:0,27 = 0,06
TIEMPO

(semana)
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1 nd nd nd 0,08 + 0,03:001 + 0,03:163 + 1,22:0,11
2 nd nd nd 0,05 *+ 0,03 nd 1,49 + 1,22:0,10
3 002 + 002;008 + 001153 + 0,79i{0,14 + 0,03i{0,16 + 0,03;2,47 *+ 1,22:0,36
4 0,07 + 002003 + 001472 + 079:0,26 +* 003041 + 0,03{398 + 1,22:0,57
5 006 + 002:005 + 001:470 + 0,79i{0,15 + 0,03{0,25 + 0,06;7,37 * 1,22:0,27
6 0,09 + 002006 + 001;727 + 079:007 * 003i{0,22 + 006738 + 1,22:0,16

+ ++ + I+ I+

I+

0,09
0,09
0,09
0,09
0,09
0,09

Se observé que la variedad Enectaliana destacé por su alto contenido de CBD, mientras que la
variedad Enectarol se distinguié por su elevado contenido de CBG, confirmando asi la hipdtesis
inicial de la eleccién de una variedad con un alto contenido en CBD y otra con un alto contenido
en CBG. Ademas, la variedad Enectaliana también presenté un mayor contenido de THC. Aun
asi, ambas variedades presentaron un contenido en THC inferior a 0,3 % como marca la
normativa.

Durante el estudio realizado, se observé que tanto la variedad como el tiempo de floracion de
la planta afectaron significativamente en el contenido de todos los cannabinoides estudiados.
Sin embargo, se observé que el uso de abono ni los diferentes sectores de plantacién no
afectaron significativamente en el contenido de cannabinoides. En el estudio de Park et al.
(2022) se determind que la suplementacidon con nutrientes aumentaba la produccién de
cannabinoides. Ademas, aunque el uso de diferentes sectores de plantacion no mostré
diferencias significativas en el contenido de cannabinoides durante el estudio, varios estudios
sugieren que este factor podria influir en la variacién del contenido de cannabinoides. El estudio
Yazici (2023) determina que la densidad de planta puede afectar a la biosintesis de
cannabinoides debido a la eficiencia de la luz, agua y nutrientes.

En la Figura 14 se observa el contenido en CBDV de las muestras de cafiamo de diferentes
variedades (Figura 14a), y en diferentes tiempos de floracién (Figura 14b). En la figura 14a se
observa que el contenido de CBDV depende significativamente de la variedad de cafiamo
analizada. La variedad Enectaliana presentd un contenido del 94% mas en CBDV que la variedad
Enectarol. En el estudio de Glivar et al. (2020) se demostré que la variedad Carmagnola de
Cannabis sativa L presenté un contenido superior en CBDV (90%) que la variedad Ferimon. Por
otro lado, en la figura 14b se observa que el contenido de CBDV depende significativamente del
tiempo de floracién. En el analisis temporal, se observd que durante las primeras tres semanas
de floracién apenas se detecté CBDV, aumentando significativamente en las semanas 4y 5, y
alcanzando su mayor contenido en la sexta semana de floracién, obteniéndose hasta un 78%
mas de cannabinoide. En el estudio Happyana & Kayser (2016), se realizo el estudio de diferentes
variedades como son Bediol o Bedica, las cuales presentaron un contenido maximo de CBDV
durante la quinta semana de floracién.



CONSELLERIA
AGRICULTURA,

PESCA | ALIMENTACIO
FOMNS GARANTIA
AGRARIA | PESOQUERA
ILLES BALEARS

Universitat

de les [lles Balears

Contenidoen CBDV (% ss)
o
=Y
v

B

nd

)

e
Y
[§)

Contenido en CBDV (% ss;

°
a
IS

e o o e
o o o &
E ® ® o

°
o
5]

Enectaliana

Enectarol

e
=)
S

A
AB AB
BC
c
c
nd nd
4 5 6

Tiempo (semanas)

Variedad

Figura 5: Contenido en CBDV de las muestras de caiamo segun. a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras(p < 0,05).

En la Figura 15 se presenta el contenido en THCV de las muestras a diferentes tiempos de
floracién, uUnica variable que afectd significativamente. Se observa un contenido en THCV
significativamente mayor a partir de la tercera semana de floracién, una disminucién durante la
cuarta semana de floracién y un aumento durante las semanas cinco y seis. Los resultados
obtenidos son diferentes a los reportados por la bibliografia. En el estudio Happyana & Kayser
(2016), se observa que las variedades como Bedrocan, Bedrolite y Bedropuur tuvieron el
contenido mdéximo en THCV durante la sexta semana de floracion. Estas diferencias pueden ser
debido que la cuarta semana de floracién coincidié con una gran tormenta.
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Figura 6. Contenido en THCV de las muestras de canamo segun el tiempo de floracion. Las letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 16 se presentan los resultados del contenido en CBD de las muestras de caiamo de
diferentes variedades (Figura 16a), y en diferentes tiempos de floracion (Figura 16b). En la figura
16a se observa que el cannabinoide CBD, depende significativamente de la variedad analizada
durante el estudio. La variedad Enectaliana presenté un contenido de CBD significativamente
mayor en comparacion con la variedad Enectarol (94%), la cual practicamente no mostré
presencia de CBD. En el estudio Glivar et al. (2020) se observa que variedades como Finola o Uso
31 son ricas en contenido de CBD, mientras que variedades como Uso 31 o Kompolti hibrid TC
presentan un contenido mucho menor. En la figura 16b se observa, que el contenido de CBD
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también depende significativamente del tiempo de floracién, donde durante las primeras tres
semanas, se detectd apenas una minima cantidad de CBD. Sin embargo, en las semanas 4y 5, el
contenido de CBD aumentd significativamente, alcanzando su maximo en la sexta semana de
plantacion (35 %). En el estudio Yang et al. (2020) se observé que el contenido de CBD en la
variedad Cherry Blossom y Cherry T1 aumentd con el tiempo, obteniendo su maximo contenido
en CBD durante la sexta semana de floracion.
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Figura 7: Contenido en CBD de las muestras de cafiamo segun. a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras maydsculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 17 se observa el contenido en CBC de las muestras de cafiamo de diferentes
variedades (Figura 17a), y en diferentes tiempos de floracién (Figura 17b). En la figura 17a se
observa que el cannabinoide CBC, depende significativamente de la variedad analizada durante
el estudio. La variedad Enectarol presentd un contenido de CBC significativamente mayor en
comparacioén con la variedad Enectaliana (46%). En el estudio Glivar et al. (2020) se observa que
la variedad de Uso 31 presenta un contenido superior de CBC (56%) que la variedad de Fedora
17. En lafigura 17b se observa, un contenido significativamente mayor de CBC durante la cuarta
semana de floracién (44%). En el estudio Dowling et al. (2021) se observa que para la variedad
de Cherry 308 se obtiene el mayor contenido de CBC durante la cuarta semana de plantacién.
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Figura 8: Contenido en CBC de las muestras de cafnamo segun: a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 18 se presentan los resultados del contenido en THC de las muestras de cafiamo de
diferentes variedades (Figura 18a), y en diferentes tiempos de floracion (Figura 18b). En la figura
18a se observa que el cannabinoide THC, depende significativamente de la variedad. La variedad
Enectaliana presentd un contenido de THC significativamente mayor (75%) en comparacion con
la variedad Enectarol. En el estudio Glivar et al. (2020) se observa que la variedad de KC dora
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presenta un contenido superior de THC (77%) que la variedad de Tisza. En la figura 18b se
observa el contenido de THC durante el tiempo de floracion. En las dos primeras semanas de
floraciéon, no se pudo detectar THC. Sin embargo, a partir de la cuarta semana de floracion, el
contenido de THC aumenté significativamente con respecto al resto de semanas (49%). Durante
la cuarta semana de floracién se puede observar un contenido en THC anormalmente elevado,
que vuelve a coincidir con el hecho de haber ocurrido una gran tormenta en la plantacion. En el
estudio Dowling et al. (2021) se observo que las variedades de Late Sue y Umpqua tuvieron un
mayor contenido de THC durante la cuarta semana de floracién.
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Figura 9: Contenido en THC de las muestras de canamo segun: a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

En la Figura 19 se observa el contenido en CBG de las muestras de cafiamo de las diferentes
variedades (Figura 19a), y en diferentes tiempos de floracién (Figura 19b). En la figura 19a se
observa que el cannabinoide CBG, depende significativamente de la variedad analizada durante
el estudio. La variedad Enectarol presentd un contenido de CBG significativamente mayor en
comparacioén con la variedad Enectaliana (96%). En el estudio Glivar et al. (2020) se observa que
la variedad de Santhica destaca por su alto contenido en CBG, a diferencia de la variedad Finola
gue apenas obtuvo contenido de CBG, su diferencia es del 99%. En la figura 19b se observa una
gran diferencia significativa en el tiempo de floracién. Las dos Ultimas semanas de plantacion
presentaron un contenido de CBG significativamente mayor con respecto al resto de semanas
(68%), las cuales mantuvieron un contenido practicamente constante de CBG. En el estudio Yang
et al. (2020), se determind que variedades como Cherry Blossom y Cherry Wine alcanzaban su
maximo contenido en CBG durante la sexta semana de floracion.
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Figura 10: Contenido en CBG de las muestras de cafiamo segun: a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).
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En la Figura 20 se observa el contenido en CBN de las muestras de cafiamo de diferentes
variedades (Figura 20a), y en diferentes tiempos de floracidn (Figura 20b). En la figura 20a se
observa que el cannabinoide CBN, depende significativamente de la variedad analizada durante
el estudio. La variedad Enectarol presentd un contenido de CBN significativamente mayor en
comparacién con la variedad Enectaliana (93%). En el estudio Glivar et al. (2020) de todas las
variedades estudiadas, solo presentd contenido en CBN la variedad Finola, el resto de las
variedades estudiadas no presentaron contenido de este. En la figura 20b se observa diferencia
significativa en el tiempo de floracidn. Las dos primeras semanas mostraron un contenido
reducido de CBN, mientras que la cuarta semana presentd un contenido significativamente
mayor en comparacion con las demas semanas (53%). En el estudio Happyana & Kayser (2016),
se observa que las variedades como Bedrocan, Bediol y Bedica obtiene su maximo contenido en
CBN durante la séptima semana de floracién.
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Figura 11: Contenido en CBN de las muestras de cafiamo segun. a) diferentes variedades y b) tiempo de
floracion. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05).

5.2. Analisis de componentes principales de las muestras de
caiamo cultivadas en tierra

A continuacién, se presenta un estudio estadistico multivariable de componentes principales
con el objetivo de evaluar la existencia de diferencias entre las muestras de cafiamo debidas a
las variables quimicas. Para proceder a realizar un andlisis estadistico multivariante de
componentes principales, se elabord la matriz de correlaciones que se muestra en la Figura 21.
Se han indicado en color rojo las correlaciones positivas entre variables, con mayor intensidad
cuanto mas cercana es la correlacion a 1, y en color azul, las correlaciones negativas con mayor
intensidad cuanto mds cercana es la correlacién a -1.
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FRAP |0,48|0,62
Pineno -0,23-0,22/0,02
Mirceno £0,34-0,250,05 0,54
Limoneno =0,41/-0,26-0,090,55|0,75
Cariofileno :0,47-0,31-0,11/0,33 0,53
Bisabolol £0,08-0,02-0,17-0,12-0,100,25|0,30
CeDV 0,29/0,40-0,01-0,35-0,22-0,20-0,18/0,30
THCV |0,16|0,30/0,10-0,24-0,19-0,24-0,27/0,02|0,42
cBD 0,43|0,54|0,22 -0,41-0,33-0,42-0,34 0,14 0,48
CeBC -0,13-0,12-0,12-0,12-0,25-0,29-0,35-0,23/0,04 0,48 0,08
THC |0,50/0,54 0,20 -0,41-0,37-0,44-0,37/0,080,770,52 0,14
cBG 0,53|0,33/0,21/0,03 -0,22-0,21,-0,33-0,35-0,30-0,12-0,32/0,03 -0,23
CEN -0,03-0,05-0,020,14 -0,04-0,04 -0,28-0,25/0,29 |-0,26|0,68 [-0,22/0,45| L0

ABTS 080 I

[
=
=Y
[=2]

O w o o©o o = > 0O 0 o 0

NN 23 8 8 ¢ 3

< uw £ £ o F ©
=

Limoneno
Cariofileno
Bisabolo

Figura 12: Matriz de correlaciones entre variables quimicas

Como puede observarse en dicha figura (Figura 21), se han obtenido algunas correlaciones entre
variables, siendo las mas elevada (>0,75), las obtenidas entre los siguientes grupos:

- Contenido total en polifenoles (TPC) y actividad antioxidante (ABTS) (positiva).

- Contenido en limoneno, con mirceno y cariofileno (positivas)

Contenido en THC, CBDV y CBD (positiva)
- Contenido en CBDV y CBD (positiva)

A continuacion, se ha llevado a cabo un analisis de componentes principales (ACP). De acuerdo
con la matriz de correlaciones, existen importantes correlaciones entre las variables, por lo que
se redujo el niumero de variables para el ACP eliminando las que estaban excesivamente
correlacionadas con otras. Asi, el ACP se realizd con 10 variables: contenido total en polifenoles,
FRAP, contenido en limoneno, bisabolol y pineno, contenido en THCV, THC, CBG, CBN y CBC.

Dicho andlisis se llevd a cabo utilizando la funciéon PCA del paquete de R FactoMineR, escalando
previamente las variables a varianza igual a 1 para normalizar el rango de las variables. De esta
manera, todas las variables tienen la misma desviacidn estandar, por lo tanto, todas las variables
tienen el mismo peso.

En la Tabla 7 se muestran los coeficientes de los tres primeros componentes principales. Como
puede observarse, las variables TPC y THC presentaron los coeficientes positivos mas elevados
y el contenido en limoneno presentd el coeficiente negativo mas elevado en el primer
componente principal, mientras que, en el segundo, la variable con mayor contribucién positiva
fue contenido en CBN.
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Tabla 7: ACP. Componentes de los tres primeros componentes principales.

Dim1l Dim2 Dim3

TPC 0,403 -0,126 0,438
FRAP 0,220 -0,045 0,408
Pineno -0,330 0,280 0,148
Limoneno -0,457 0,061 0,005
Bisabolol -0,162 -0,372 -0,184
THCV 0,368 -0,003 -0,372
CBC 0,276 0,373 -0,445
THC 0,408 -0,374 -0,124
CBG 0,198 0,373 0,459
CBN 0,166 0,586 -0,153

En la Tabla 8 se muestra la varianza, el porcentaje de varianza explicada por los 10 componentes
principales y la varianza acumulada. El primer componente principal (Dim1) explicé el 27,5 % de
la varianza, mientras que el segundo (Dim2) explicé el 21,03 %, sumando ambos componentes
aproximadamente el 48,55 % de la varianza. La Figura 22, muestra la varianza explicada y el
porcentaje de varianza explicada acumulada por cada componente principal mediante un screen
plot. Se observa que los tres primeros componentes principales explican el 66,82 % de la
varianza.
Tabla 8: ACP. Porcentaje de varianza explicada por los 10 componentes principales.

D ada A 0a

2,75 27,52 27,52

1

2 2,10 21,03 48,55
3 1,83 18,26 66,82
4 1,07 10,72 77,54
5 0,82 8,25 85,79
6 0,54 5,39 91,18
7 0,37 3,75 94,93
8 0,28 2,76 97,69
9 0,14 1,39 99,08
10 0,09 0,92 100

En la Figura 23 se representan las variables en el espacio Dim2-Dim1. En este tipo de grafico,
ademas de indicarse el % de varianza explicada por el primer (Dim1) y segundo componente
(Dim2), las variables positivamente correlacionadas se agrupan juntas o proximas, mientras que
las negativamente correlacionadas se representan en lados opuestos del origen o cuadrantes
opuestos. Angulos pequefios entre vectores representa alta correlacién entre las variables
implicadas (observaciones con valores altos en una de esas variables tendra valores altos en la
variable o variables correlacionadas); angulos rectos representan falta de correlacién, y angulos
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opuestos representan correlaciéon negativa (una observacién con valores altos en una de las
variables ird acompafiado de valores bajos en la otra). Ademas, la distancia entre las variables y
el origen mide la calidad de la representacion de las variables (mayor cuanto mas préxima a la
circunferencia o circulo de correlacidn, siendo éstas las que mas contribuyen en los dos primeros
componentes). Variables posicionadas cerca del origen puede ser un indicativo de que serian
necesarios mas de dos componentes principales para su representacion.
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Figura 13: ACP. Porcentaje de varianza explicada por cada componente principal
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Figura 14: ACP. Representacion de las variables en las coordenadas Dim2 vs Diml1.

Se observa como las variables contenido en cannabinoides y contenido en compuestos
antioxidantes se localizan en la parte positiva del primer componente principal, las variables de
contenido en cannabinoides hacia la parte positiva del segundo componente principal
(cuadrante 1) y las variables de compuestos antioxidantes hacia la negativa (cuadrante 1V). En
cuanto a las variables contenido en terpenos se localizan hacia valores negativos de Dim1, el
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contenido en pineno y limoneno hacia el lado positivo de Dim2 (cuadrante Il) y el contenido en
bisabolol hacia el negativo (cuadrante Ill).

En las Figura 24 y Figura 25 se representan las variables y las muestras en el nuevo sistema de
coordenadas Dim2-Dim1. En este tipo de grafico, ademas de indicarse el % de varianza explicada
por el primer (Dim1) y segundo componente (Dim2), las variables positivamente correlacionadas
se agrupan juntas o préximas, mientras que las negativamente correlacionadas se representan
en lados opuestos del origen o cuadrantes opuestos. Con respecto a las muestras, en la figura
se observa que puntuaciones proximas representan observaciones de similares caracteristicas.
Ademas, la relacion de las muestras con las variables se puede estudiar proyectando las
observaciones sobre la direccion de los vectores. Se puede observar que cuando se representan
las muestras de cafiamo en el espacio formado por el primer (Diml) y segundo (Dim2)
componentes principales, la mayoria se agrupan en diferentes zonas seglin su variedad
(Enectaliana y Enectarol, Figura 24) y segun el tiempo de floracién (Figura 25).

@ Enectaliana Enectarol

2 4 Pineno

Dim2 (21,0%)
o
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Figura 15: ACP. Representacion de las variables y las muestras en las coordenadas Dim2 vs Dim1.
Muestras de la variedad Enectaliana y Enectarol

Las muestras de la variedad Enectaliana se concentran en la zona inferior del grafico,
principalmente en el lll y IV cuadrante (lado positivo o valores negativos bajos del segundo
componente principal), mientras que las de la variedad Enectarol se localizan en la parte positiva
del eje Dim2 (cuadrantes | y ll). Por lo tanto, mediante el ACP se puede concluir que el porcentaje
de varianza explicada por el segundo componente principal fue 21,0% entre ambos grupos de
muestras y que este componente permite diferenciar claramente entre la mayoria de las
muestras de la variedad Enectaliana y Enectarol. Si bien la contribucién de diferentes variables
a este componente es alta, destacan las variables contenido en CBN, CBG y CBC (valores
positivos) y contenido en bisabolol y THC (valores negativos). Por tanto, las muestras de la
variedad Enectaliana tendran valores bajos en contenido en CBN, CBG y CBC y elevados en
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contenido en bisabolol y THC. Del mismo modo, las muestras de la variedad Enectarol
presentaran valores altos en CBN, CBG y CBC y bajos en bisabolol y THC.

Las muestras recolectadas durante las tres primeras semanas de floracién se concentran en la
zona izquierda del grafico, principalmente en el Il y lll cuadrante (lado negativo o valores
negativos bajos del primer componente principal), mientras que las muestras recolectadas
durante las tres ultimas semanas de floracién se localizan en la parte positiva del eje Dim1
(cuadrantes | y IV). Por lo tanto, mediante el ACP se puede concluir que el mayor porcentaje de
varianza explicada entre ambos grupos de muestras (27,5 %) corresponde al primer componente
principal (Dim1), y que este componente permite diferenciar claramente entre la mayoria de las
muestras de cafiamo recolectadas durante las tres primeras semanas de floracién y las tres
ultimas. Si bien la contribucién de diferentes variables a este componente es alta, destacan las
variables TPC, THC y THCV (valores positivos) y contenido en limoneno (valores negativos). Por
tanto, las muestras recolectadas durante las primeras semanas de floracion tendran valores
bajos en TPC, THCy THCV y elevados en contenido en limoneno. Del mismo modo, las muestras
recolectadas durante las tres uUltimas semanas de floraciéon presentaran valores altos en TPC,
THC y THCV y bajos en limoneno.

S1 »S2 #S3 mS4 mS5 56

2 o Pineno
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-4 T T T T
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Figura 16. Representacion de las variables y las muestras en las coordenadas Dim2 vs Dim1. Muestras de
canamo a distintos tiempos de floracion.

Situacidn actual del cultivo de cailamo en Espaiia

El cafiamo es el término que comulnmente se usa para referirse al tipo de cannabis con un bajo
contenido en THC (tetrahidrocannabinol), el componente psicoactivo que lo convierte en
marihuana. A lo largo de la historia se ha cultivado principalmente con fines industriales
(obtencidn de fibra, grano o semillas). La superficie dedicada al cultivo del cafiamo en Espaia se
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ha multiplicado por ocho en los udltimos cinco afios, pasando de 61 a 510 hectareas, segun los
datos de 2020 del Fondo Espafiol de Garantia Agraria (FEGA), impulsada como una oportunidad
de negocio por agricultores y asociaciones cannabicas. En relacién al cultivo de cafiamo en
Mallorca, a principios del siglo XX existia una industria muy potente, esta materia prima se
utilizaba en el sector textil y fue un gran motor para la economia de la Isla.

Recientemente, el 21 de mayo de 2024, La secretaria de Estado de Agricultura y Alimentacion,
Begoia Garcia, ha reflejado el compromiso del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPA) con el cultivo del caiiamo en Espafia, durante su intervencidn en la presentacién del
Cluster del Cafnamo Industrial que se ha celebrado hoy en Madrid. La secretaria de Estado ha
destacado que este tipo de cultivo “se presenta como una interesante alternativa, porque se
adapta perfectamente a las condiciones agroclimaticas de nuestro pais, y por sus positivas
implicaciones medioambientales”. Entre éstas, ha sefialado que previene la erosion del suelo y
posee un rapido crecimiento y un ciclo productivo corto que reducen la competencia con malas
hierbas. Igualmente, su alta tolerancia a plagas y enfermedades favorece que se reduzca el uso
de productos fitosanitarios.

El cannabis (Cannabis sativa L.) es utilizado por la humanidad desde hace miles de afios para uso
medicinal (EISohly & Slade, 2005). En los ultimos afios, su cultivo y la demanda de productos de
cannabis de calidad médica estd aumentando de forma considerable (Decorte & Potter, 2015).
Los efectos terapéuticos del cannabis se derivan de sus componentes quimicos, que abarcan
cientos de metabolitos secundarios biolégicamente activos, incluidos los terpenoides, los
flavonoides y, en particular, los cannabinoides especificos del cannabis (Russo, 2011; Shapira et
al., 2019).

Andlisis edafoclimaticos del cultivo de canhamo

Con el objetivo de evaluar el efecto del cultivo de cafiamo en tierra o mediante cultivo hidropdnico
es importante describir las condiciones agroclimaticas en las que se ha realizado el cultivo del
cafiamo en este estudio en Mallorca.

Para poder describir las caracteristicas del suelo y el efecto del cultivo sobre el mismo después de
la cosecha se ha realizado el andlisis edéafico antes y después del cultivo del cdfiamo. En la tabla 9
se presentan los resultados del analisis del suelo antes del cultivo del cafiamo en los diferentes
sectores y en la tabla 10 el mismo analisis al finalizar la cosecha. Estos analisis se han realizado en
laboratorios externos.

Los tres sectores de suelo utilizados para el cultivo del cdfiamo presentaron inicialmente
caracteristicas similares. Respecto a la textura, los porcentajes de arcilla, limo y arena permiten
clasificar el suelo como franco-arcillosa. En todos los casos el contenido en humedad fue superior
al 5%. La determinacidn del pH es importante porque permite conocer las caracteristicas del suelo,
los intervalos mas frecuentes en los suelos agricolas se situan entre 6,0 y 8,4. Los suelos muy
acidos presenten en muchos casos concentraciones altas de elementos que pueden provocar
fitotoxicidad. Por otro lado, en suelos muy basicos o alcalinos se reduce la solubilidad de ciertos
micronutrientes. El suelo de la finca en estudio presentd una pH de 8,1 + 0,1, considerado
medianamente basico.
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Tabla 9. Resultados eddficos (2023) al inicio del estudio, de los tres sectores de cultivo de la finca de
Consell de la Cooperativa NOMA. Fuente: datos de Eurofins agroambiental S.L.

PARAMETRO SECTOR 1 SECTOR 2 SECTOR 3 INTERPRETACION
Arcilla (%) 37,4 31,3 27,1
Limos (%) 34,4 36,4 40,7
Arena (%) 28,2 32,3 32,2
Textura - usda . . .
Franco-arcillosa Franco-arcillosa Franco-arcillosa
bouyoucos
Humedad (%) >5 >5 >5
oH 8,2 81 82 Medlaln.'?lmente
basico
Conductividad
2 No limi
eléctrica (dS/m, 25 °C) 0,29 0,33 0,33 o limitante
Materia organica Medio-Alto-Muy
2 4 4,17
W&B (% s.m.s) /68 3,40 ! Alto
Cart?onato calcico 3318 30,07 25,06 Muy callcareo—
equivalente (% s.m.s.) calcareo
Medio, colosante-
Caliza activa (% s.m.s.) 7 6 5 bajo poco
colosante
o o
Nitrégeno total (% 0,22 0,29 0,33
s.m.s)
Fésforo (mg/kg s.m.s.) 19,4 45,4 63,7 Normal/Muy Alto
Potasio (mg/kg s.m.s.) 515 708 966 Muy alto
Calcio (mg/kg s.m.s.) 7426 6883 7024 Alto
MEIEED L 215 272 320 Normal-Alto
s.m.s.)
Sodio (mg/kg s.m.s.) 81 109 113 Normal-Alto
Capacidad de
intercambio cationico 15 16,3 17,3 Correcta
(mEqg/100 g ss)

La materia organica tiene un papel relevante en la fisica, la quimica y la biologia del suelo. Niveles
muy bajos de materia organica, en un horizonte superficial, indican algun tipo de factor limitante.
En los tres sectores cultivados el contenido en materia organica estuvo comprendido entre 2,68%
y 4,17%, considerado entre medio y muy alto dicho contenido.

La medicién de la conductividad eléctrica es un indicador de la cantidad de sales solubles
presentes en la solucion del suelo. Dicho andalisis se complementa con la determinacion del
contenido en los minerales individuales. Se considera un suelo muy calcareo debido al elevado
contenido en carbonato calcico. El suelo presenta un alto contenido en fésforo, potasio y calcio,
mientras que el contenido en magnesio y sodio se considera normal/alto.
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Tabla 10. Resultados edaficos (2023) al final del estudio, de los tres sectores de cultivo de la finca de
Consell de la Cooperativa NOMA. Fuente: datos de Eurofins agroambiental S.L.

PARAMETRO SECTOR 1 SECTOR 2 SECTOR 3 INTERPRETACION
Arcilla (%) 41,1 35,2 27,1
Limos (%) 33,6 31,6 40,7
Arena (%) 25,3 33,2 32,2
Textura - usda Arcillosa Franco-arcillosa Franco-arcillosa
bouyoucos
Humedad (%) >5 >5 >5
oH 81 82 82 Medialn:?\mente
basico
Conductividad
2 No limi
eléctrica (dS/m, 25 °C) 0,35 0,35 0,28 o limitante
Materia organica Medio-
WE&B (% s.m.s) 1,76 3,07 2,77 bajo/Alto/Medio-
alto
Carbonato cdlcico 33,85 31,2 28,26 Muy calcéreo
equivalente (% s.m.s.)
Caliza activa (% s.m.s.) 7 8 6 Medio, ligero
colosante
o o
Nitrégeno total (% 0,16 0,26 0,23
s.m.s)
Fésforo (mg/kg s.m.s.) 8,99 24,1 20,6 Bajo
Potasio (mg/kg s.m.s.) 519 >700 >700 Muy alto
Calcio (mg/kg s.m.s.) 7209 6838 6947 Alto
MEIEED L 203 251 258 Normal
s.m.s.)
Sodio (mg/kg s.m.s.) 151 130 111 Normal-Alto
Capacidad de
intercambio cationico 16,4 15,9 16,8 Correcta
(mEqg/100 g ss)

Después de la cosecha, el suelo ha presentado pérdida de materia orgdnica y de algunos
minerales, principalmente de fésforo y magnesio. Mientras que los demas parametros
analizados presentaron valores similares clasificindose como un suelo de textura arcillosa/
franco arcillosa y muy calcareo.
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Figura 17: Climograma elaborado con los datos de la estacion meteoroldgica de Binnisalem. A) Datos de
los afios 2019, 2000, 2021 y 2022. B) Datos del afio 2023.

En la figura 26A se presenta el climograma elaborado con los datos de los 4 Gltimos afos antes
del estudio. La temperatura media anual varié desde los 9,3 °C a los 26,8 °C. Se observa la
temperatura maxima de 34,4 °C en julio y la minima es de 3,7 °C en enero. Las precipitaciones
medias mensuales oscilaron entre 3 mm en febrero y 61 mm en octubre. No se produjeron
variaciones en lo que respecta a las temperaturas registradas.

Los datos climaticos del afo del estudio se presentan en la figura 26B, se ha decido presentar de
manera independiente debido a que ha sido un afio andmalo y que permiten justificar los
resultados obtenidos. Se puede observar que fue un afio lluvioso con precipitaciones extremas
en los meses de febrero con 113 mm y en junio con 85 mm y una gran tormenta que destruyd
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parte del cultivo. La temperatura media anual en el aifio 2023 varié desde 9,7 °Calos 27,9 °Cen
los meses de enero y julio respectivamente.

Para visualizar mejor los resultados y evaluar si existen diferencias significativas entre las
muestras de canamo cultivadas en tierra y las cultivadas en hidropdnico, los resultados se
presentan con diagramas de columnas, agrupadas por los pardmetros de THC, CBD y CBG (Figura
27). Cabe destacar que, en este caso, al solo tener resultados de la variedad Enectaliana del
cultivo hidropdnico solo seran comparados los resultados de esta variedad. Como los datos
suministrados corresponden a la muestra correspondiente al punto final, es decir punto de
cosecha, para el estudio comparativo se han empleado el conjunto de datos correspondiente a
la variedad Enectaliana cultivada en Mallorca, de los tres sectores de cultivo y de las tres ultimas
semanas.

Como puede observarse en la Figura 27 las muestras cultivadas en tierra tienen un menor
contenido en CBD y CBG (32 y 70%, respectivamente) que las muestras de cultivo hidropdnico,
sin embargo, no se encuentran diferencias significativas entre los dos tipos de cultivo en el
contenido de THC.

Los sistemas hidropdnicos generalmente producen una mayor biomasa y permiten un mejor
control sobre la entrega de nutrientes (Yep et al., 2020; Malik et al., 2023). Sin embargo,
requieren una mayor inversion inicial y consumo de energia en comparacién con los métodos
convencionales basados en suelo (Pomoni et al.,, 2023). Los sistemas hidropdnicos de
recirculacién demuestran una mayor eficiencia en el uso de agua y nutrientes, aunque con
tiempos de cultivo mas largos (Malik et al., 2023). Ambos métodos afectan de manera diferente
la fisiologia de la planta, el rendimiento y los perfiles de cannabinoides, con los sistemas
hidropoénicos produciendo a veces mayores concentraciones de ciertos cannabinoides y
terpenos (Yep et al., 2020). Yep et al. (2020) encontraron que el contenido en CBD y THC fue
mas elevado en las plantas de cultivo hidropdnico que en las cultivadas en tierra.
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Figura 18: Contenido en CBD (a), THC (b) y CBG (c) de las muestras de cafiamo cultivadas en tierra y en
cultivo hidroponico

La eleccién entre cultivo hidropdnico y en tierra implica compensaciones entre eficiencia de
recursos, impacto ambiental y calidad del producto, subrayando la necesidad de mas

investigacion para optimizar los métodos de produccion del cafiamo. Asi como también, evaluar
como afecta el cultivo hidropdnico a la capacidad antioxidante y produccién de terpenos.

6. Conclusiones

En el presente estudio se ha evaluado el impacto de diversas variables en el contenido de
compuestos antioxidantes, terpenos y cannabinoides en muestras de cdfiamo. A partir de los
resultados obtenidos, se pueden extraer varias conclusiones que aportan valor al estudio:

Influencia de la Variedad:

- La variedad Enectarol presenté un mayor contenido en polifenoles totales (21%) en

comparacién con Enectaliana, lo cual destaca la influencia de la genética en la concentracidn
de estos compuestos polifendlicos.

- Entre todos los terpenos cuantificados solo el contenido en B-cariofileno se vio afectado por

la variedad.

- La variedad de cafiamo tuvo un impacto significativo en la concentracién de todos los

cannabinoides estudiados, exceptuando el THCV. La variedad Enectarol mostrd un
contenido significativamente mayor de CBG, mientras que la Enectaliana fue rica en CBD.
Ambas tuvieron un contenido en THC inferior al limite marcado por la normativa.
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Influencia del Tiempo de Floracion:

- Se observé que el contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante aumentaron
progresivamente con el tiempo de floracién. La sexta semana de floracién mostré la mayor
actividad antioxidante (334 y 316%) tanto en el método ABTS como en el FRAP.

- El tiempo de floracién influyd significativamente en los niveles de a-pineno, mirceno,
limoneno y B-cariofileno, con variaciones notables a lo largo del periodo de estudio.

- Todos los cannabinoides analizados mostraron una variacion significativa con el tiempo de
floracién. El contenido méximo de CBD y CBG se alcanzd en la sexta semana de floracién y
el contenido en THC no superé el limite maximo indicado en la normativa, sugiriendo que
este es el periodo dptimo para la recoleccion de estos compuestos.

Influencia del Uso de Abono:

- Las plantas sin abonar presentaron una mayor actividad antioxidante (16%) con respecto a
las plantas abonadas.

- El bisabolol fue el Unico terpeno que mostré dependencia significativa respecto al uso de
abono.

- No se observaron diferencias significativas en el contenido de cannabinoides debido al uso
de abono, lo que sugiere que este factor no es determinante para la concentracion de estos
compuestos en las variedades estudiadas.

Influencia de la densidad de plantacion:

- Ladensidad de plantacién no mostré una influencia significativa en el contenido compuestos
antioxidantes.

- Excepto el mirceno, todos los terpenos analizados fueron significativamente afectados por
el sector de plantacién, observando un mayor contenido en terpenos en las plantas del
sector una menor densidad de plantacion.

- La densidad de plantacién no tuvo un impacto significativo en la concentracidon de
cannabinoides.

Efecto del tipo de cultivo sobre el contenido en cannabinoides

- Las condiciones controladas del cultivo hidropdnico influyen en la produccion de
cannabinoides. Sin embargo, es necesario realizar nuevos estudios que permitan evaluar el
impacto econdmico y medioambiental.

7. Analisis de sostenibilidad econdmica y medioambiental de

los resultados

El analisis de sostenibilidad econdmica y medioambiental del proyecto de investigacion
enfocado en las diferentes condiciones de cultivo en tierra aborda varios aspectos cruciales.
Estos aspectos incluyen la viabilidad financiera, el uso de recursos y el impacto ecoldgico de las
practicas agricolas implementadas.
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e Sostenibilidad Econédmica

Costos de Implementacién y Operacion:

Preparacion del Terreno: Los costos iniciales incluyen la preparacion del suelo, que puede
variar dependiendo de la calidad inicial del terreno. Esto abarca la labranza, nivelacién y
enmiendas necesarias para optimizar las condiciones de cultivo.

Densidad de Plantacion: La elecciéon de una densidad de plantacién adecuada es crucial.
Densidades mas altas pueden aumentar el rendimiento por unidad de superficie, pero
también pueden incrementar los costos de manejo debido a la necesidad de un mayor
control de plagas y enfermedades, asi como de una mayor cantidad de insumos.

Aplicacién de Abono: El tipo y la cantidad de abono aplicado tienen un impacto significativo
en los costos. La utilizacion de abonos orgdnicos puede ser mas costosa que los sintéticos,
pero puede mejorar la sostenibilidad a largo plazo del suelo.

Rendimiento y Rentabilidad:

Variedad de Cafiamo: Las diferentes variedades de cdfiamo presentan variaciones en los
rendimientos de biomasa y contenido de cannabinoides, compuestos antioxidantes y
terpenos. Elegir variedades con alto rendimiento y contenido de compuestos deseados
puede mejorar la rentabilidad.

Impacto del Abono y Densidad: Las combinaciones 6ptimas de abono y densidad de
plantacion pueden maximizar tanto el rendimiento como la calidad del producto final,
aumentando los ingresos potenciales.

Costos de Mano de Obra y Mantenimiento:

Las prdacticas agricolas en cultivos densos pueden requerir mas mano de obra para el control de
plagas, enfermedades y malezas, asi como para la cosecha. Sin embargo, una correcta
planificacién y mecanizacién pueden mitigar estos costos.

e Sostenibilidad Medioambiental

Uso de Recursos:

Agua: La eficiencia en el uso del agua es un factor critico. Las practicas de riego deben ser
optimizadas para minimizar el consumo sin comprometer el crecimiento de las plantas. La
implementacion de sistemas de riego por goteo puede mejorar la eficiencia hidrica.
Nutrientes: El manejo adecuado de fertilizantes es esencial para evitar la contaminacién del
suelo y de las fuentes de agua cercanas. La aplicacidon de abonos orgdnicos puede mejorar la
salud del suelo a largo plazo, pero debe ser equilibrada para no causar lixiviacién excesiva.

Impacto en el Suelo:

Erosién y Compactacion: La densidad de plantacidny las practicas de manejo del suelo deben
ser cuidadosamente gestionadas para prevenir la erosidén y la compactacion, que pueden
degradar la calidad del suelo a largo plazo.
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- Biodiversidad del Suelo: El uso de abonos organicos y la rotacién de cultivos pueden
fomentar una mayor biodiversidad en el suelo, mejorando su estructura y fertilidad.

Control de Plagas y Enfermedades:

- Métodos Naturales: La implementacién de controles biolégicos y la promociéon de
biodiversidad pueden reducir la dependencia de pesticidas quimicos, disminuyendo el
impacto ambiental.

- Practicas Integradas: Un manejo integrado de plagas y enfermedades, que combine
practicas culturales, biolégicas y quimicas, puede ser mas sostenible y efectivo a largo plazo.

Ciclo de Vida y Emisiones de Carbono:

- Secuestro de Carbono: El cadfiamo es una planta que puede contribuir al secuestro de
carbono durante su crecimiento. Sin embargo, las practicas agricolas deben estar disefiadas
para maximizar este beneficio y minimizar las emisiones relacionadas con el uso de
magquinaria y la produccion de fertilizantes.

En conclusion, el analisis de sostenibilidad econdmica y medioambiental del cultivo de cdfiamo
en tierra revela que las practicas de manejo adecuadas pueden mejorar significativamente la
rentabilidad y reducir el impacto ambiental. La eleccidn de variedades, la densidad de plantacion
y el uso de abonos orgdnicos juegan roles cruciales en la optimizacion de los resultados. Una
gestidn integral y consciente de los recursos es esencial para lograr una produccién sostenible y
rentable de cafiamo

8. Costos y beneficios

En la tabla 8.1. se presenta un desglose del presupuesto del proyecto. Los costos del proyecto
fueron los siguientes teniendo en cuenta que las muestras de cafiamo analizadas fueron
proporcionadas por las empresas colaboradoras.

Tabla 8.1. Presupuesto del proyecto

PERSONAL Salario y la cuota de la Seguridad Social del
personal investigador de plantilla de la UIB y 11.137,19€
personal contratado
MATERIAL . . .
e Pequefio material de laboratorio y 6.610 72 €
FUNGIBLE material de vidrio (adquisicién reposicién) B
e  Reactivos quimicos incluidos disolventes,
patrones, etc.
e Semillas certificadas
OTROS GASTOS e Anglisis d |
.na isis e;sue o . 389 28€
e Kilometraje recogida de muestras
TOTAL 18.137,19 €

Los beneficios de este proyecto fue dotar al sector productivo local de unos protocolos de
manejo y seleccidn de variedades que permiten mejorar la produccidn de cafiamo para uso
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medicinal, asi como, proporcionar a las empresas colaboradoras una mayor informacién sobre
el contenido en compuestos bioactivos de su materia prima.
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10. Diseminacion de los resultados

Los resultados del proyecto han sido recogidos en una memoria que se encuentra publicada en
la web http://engalim.uib.es/.
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