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Resumen

El control de calidad de Cannabis sativa L. carece de criterios metodoldgicos unificados. La
presente tesina aborda esa problematica mediante una revision critica de la bibliografia sobre
extraccion y analisis cromatografico de cannabinoides, y una fase experimental exploratoria de

aplicacion analitica.

En la primera etapa se examinaron las metodologias extractivas y cromatogréaficas disponibles,
con particular atencion a la extraccion asistida por ultrasonido (UAE) y al andlisis por
cromatografia liquida de alta eficacia con deteccion por arreglo de diodos (HPLC-DAD). Esta
plataforma opera a temperatura ambiente durante toda la separacion y preserva por lo tanto la
relacion entre las formas acidas y neutras de los cannabinoides, relacion que la cromatografia

gaseosa modifica en el puerto de inyeccidn salvo que se recurra a derivatizacion previa.

En la fase experimental se desarrollé y evalu6 de manera preliminar un procedimiento de
extraccion por UAE acoplado a HPLC-DAD para la separacion y estimacion de cannabinoides
mayoritarios sin derivatizacion. Se analizaron tres matrices vegetales que difieren
simultineamente en origen genético, condiciones de cultivo y procesamiento postcosecha,
tejido fresco sin secar, material seco y curado, y material sometido a descarboxilacién térmica
deliberada, extraidas en paralelo con etanol absoluto y con metanol:cloroformo 9:1 (v/v). Cada
combinacion de matriz y solvente fue objeto de una unica extraccion, a partir de la cual se
realizaron inyecciones replicadas (dos o tres segin el extracto); las medidas de dispersion
informadas cuantifican en consecuencia repetibilidad instrumental. La calibracion de A°-THC
se construyé sobre un concentrado de referencia cuya pureza se estimo por normalizacion de
areas, de modo que los contenidos se informan como estimaciones semicuantitativas

circunscriptas a un rango de trabajo verificado mediante un modelo de regresién ponderada.

El etanol absoluto produjo valores similares a los obtenidos con el sistema clorado en el material
seco y curado, y valores mayores en el tejido fresco, bajo las condiciones ensayadas. Dado que
se realiz6 una unica extraccion por combinacion matriz—solvente, estos resultados se consideran
exploratorios y no demuestran equivalencia ni una relacion causal con el estado del material

vegetal.
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Abstract

Quality control of Cannabis sativa L. lacks unified methodological criteria, which hinders inter-
laboratory comparison of results and product traceability. This thesis addresses the issue
through a biphasic structure: a critical review of the literature on cannabinoid extraction and

chromatographic analysis, and an exploratory experimental phase of analytical application.

In the first stage, available extraction and chromatographic methodologies were examined, with
particular attention to ultrasound-assisted extraction (UAE) and to high-performance liquid
chromatography with diode-array detection (HPLC-DAD). The latter operates at ambient
temperature throughout the separation and therefore preserves the ratio between acidic and
neutral cannabinoids, a ratio that gas chromatography alters in the injection port unless prior

derivatisation is applied.

In the experimental phase, a UAE procedure coupled to HPLC-DAD was developed and
preliminarily evaluated for the separation and estimation of major cannabinoids without
derivatisation. Three plant matrices differing simultaneously in genetic origin, cultivation
conditions and post-harvest processing — fresh undried tissue, dried and cured material, and
deliberately decarboxylated material — were extracted in parallel with absolute ethanol and with
methanol:chloroform 9:1 (v/v). Each matrix—solvent combination was subjected to a single
extraction, from which replicate injections (two or three depending on the extract) were
performed; reported dispersion measures therefore express instrumental repeatability and not
method precision. The A°-THC calibration was built on a reference concentrate whose purity
was estimated by area normalisation, so that contents are reported as semi-quantitative

estimates restricted to a working range verified through a weighted regression model.

Under the conditions evaluated, absolute ethanol produced values similar to those obtained with
the chlorinated system in dried and cured material and higher values in fresh tissue. Because
only one extraction was performed for each matrix—solvent combination, these findings are
exploratory and do not demonstrate equivalence or a causal relationship with the state of the

plant material.
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Tema

El trabajo aborda la heterogeneidad metodoldgica del control de calidad de Cannabis sativa L.
La cromatografia gaseosa descarboxila las formas acidas de los cannabinoides en el puerto de
inyeccién, de modo que informa una relacion acido a neutro correspondiente al estado del
analito tras el analisis y no antes de él, salvo que se recurra a derivatizacion previa; las
plataformas acopladas a espectrometria de masas resuelven la selectividad, pero su
implementacién rutinaria se encuentra limitada por el costo de la instrumentacion y la
disponibilidad de estdndares deuterados. El presente trabajo desarrolla y evalGa de manera
preliminar un procedimiento de extraccion asistida por ultrasonido acoplado a HPLC-DAD,
viable con instrumentacidn disponible en laboratorios de rutina, para la separacion y estimacion
de formas acidas y neutras en una misma corrida. El eje experimental consiste en establecer si
el desempefio relativo de dos sistemas de solventes constituye una propiedad de dichos

solventes o depende del estado del material vegetal sobre el cual se aplican.
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Nomenclatura
e 1D: Primera dimension.
e 2D: Segunda dimension.
« AA: Acido acético.
e CBC: Cannabicromeno.
« CBCA: Acido cannabicroménico.
e CBCV: Cannabicromevarina.
e CBD: Cannabidiol.
« CBDA: Acido cannabididlico.
e CBDV: Cannabidivarina.
« CBDVA: Acido cannabidivarinico.
e CBG: Cannabigerol.
« CBGA: Acido cannabigerdlico.
e CBGV: Cannabigerovarina.
e CBL: Cannabiciclo.
« CBLA: Acido cannabicicloolico.
e CBN: Cannabinol.
« CBNA: Acido cannabindlico.
o A8-THC: Delta-8-tetrahidrocannabinol.
e A°-THC: Delta-9-tetrahidrocannabinol.
« FA: Acido férmico.
o FID: Detector de ionizacién de llama.
o GC: Cromatografia de gases.
e GC x GC: Cromatografia de gases bidimensional integral.
e HS: Espacio de cabeza (estatico o dinamico).
e EM: Espectrometria de masas (cuadrupolo unico).
e MS/MS: Espectrometria de masas en tndem (triple cuadrupolo).
e NH4CH3COO: Acetato de amonio.
e NH4HCOO: Formiato de amonio.
e SHS: Espacio de cabeza estatico.
e SPME: Microextraccion en fase solida.
e T inc: Temperatura de incubacion.
e TFID: Temperatura del detector para FID.
« THCA: Acido tetrahidrocannabindlico.
e THCV: Tetrahidrocannabivarina.
« THCVA: Acido tetrahidrocannabivarinico.
e Ti: Temperatura del inyector.
e To: Temperatura del horno.
e TOFMS: Espectrometria de masas por tiempo de vuelo.
e Ts: Temperatura de la fuente para la deteccion por espectrometria de masas.
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1. Introducciéon

El Cannabis es una planta medicinal perteneciente a la familia Cannabaceae que
presenta potenciales aplicaciones terapéuticas para la epilepsia juvenil grave [, ademas de
poseer propiedades estimulantes del apetito [?1, neuroprotectoras 1, antiinflamatorias [ y
analgésicas 1. Tras la aprobacion legal del cultivo de cannabis en algunas regiones de los
Estados Unidos, se han logrado avances significativos en la investigacion, centrados en las
consideraciones de seguridad y el perfil terapéutico. La clasificacion taxondmica sigue siendo
objeto de debate. EI enfoque histérico incluye tres especies principales: Cannabis sativa,
Cannabis ruderalis y Cannabis indica [6l. Aunque en la actualidad, el cruzamiento continuo de
las especies originales ha dado lugar a la clasificacion del Cannabis como una tnica especie [,
Los compuestos principales de la planta son los cannabinoides y los terpenos, los cuales son
producidos por los tricomas glandulares, estructuras similares a pelos presentes en las partes
aéreas y ubicadas en las inflorescencias femeninas [8°1. Sin embargo, la densidad de los tricomas
no es el tnico pardmetro que influye en la biosintesis de metabolitos secundarios, ya que al
analizar el contenido de metabolitos también se deben tener en cuenta factores genéticos, como
la longitud del tallo, el diametro de la cabeza glandular y la maduracién o factores ambientales,

como la humedad, la exposicion a los rayos UV, la temperatura y el estrés hidrico 1011,

Para lograr una caracterizacion completa de los principios activos de Cannabis sativa L., resulta
necesario realizar un andlisis exhaustivo de los perfiles tanto de cannabinoides como de
terpenos, ya que la interaccion sinérgica entre estos dos grupos de metabolitos podria alterar el
potencial terapéutico. Si bien es posible aplicar miltiples enfoques analiticos en el estudio de
los metabolitos secundarios ya mencionados, los procedimientos cromatograficos son los mas
adecuados para llevar a cabo evaluaciones cualitativas y cuantitativas [*2. El desarrollo de la
tecnologia y las técnicas analiticas ha mejorado sustancialmente los procedimientos de anélisis
del cannabis, aunque uno de los principales desafios sigue siendo la estandarizacion de un
protocolo de extraccion unico y universal. Particularmente en el analisis de cannabinoides, la
cromatografia de gases (GC) requiere una derivatizacion previa debido a la descarboxilacion
de los cannabinoides acidos [*314l, Por otra parte, en las determinaciones por HPLC, los
detectores UV presentan una baja selectividad y especificidad, lo que a menudo resulta en
tiempos de corrida mas prolongados o en cromatogramas con escasa resolucion 191, Si bien el
acoplamiento con espectrometria de masas (MS) resuelve esta falta de selectividad y

sensibilidad, su uso rutinario se encuentra fuertemente limitado por el elevado costo de la
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instrumentacion y la escasez comercial de estandares de referencia deuterados [*4l. En la Figura
1 se muestra el flujo de trabajo del proceso analitico y la formulacion farmacéutica de Cannabis

sativa L.

(d) (e)

Figura 1. (a) Inflorescencias femeninas con tricomas (b) muestran el procesamiento postcosecha (c) método de

extraccion con solvente (d) Caracterizacion analitica (HPLC) (e) Aplicacidn farmacéutica

Este estudio revela la falta de consenso y unificacion de criterios analiticos a nivel internacional,
lo que dificulta la comparacidon de resultados, afecta la trazabilidad del producto y genera un
vacio regulatorio, considerandose la heterogeneidad metodoldgica como la limitacion principal.
Asimismo, en el presente trabajo se detalla que el acoplamiento de detectores MS (LC-MS/MS,
GC-MYS), si bien incrementa considerablemente la sensibilidad y la selectividad; su aplicacion
en los analisis de rutina se ve obstaculizada por los requisitos econémicos y de personal de
dichos detectores. Frente a este escenario, el presente trabajo se organiza en torno a la pregunta
de si un procedimiento de extraccion asistida por ultrasonido, ejecutado con solventes de uso
corriente y acoplado a un sistema HPLC-DAD, permite separar y estimar los cannabinoides
mayoritarios preservando la relacion entre formas acidas y neutras, bajo condiciones

compatibles con la operacion de un laboratorio de rutina.

2. Marco tedrico

2.1 Sistema Endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (ECS) es un sistema neuromodulador cuya funcién principal es
mantener la homeostasis y participar en el equilibrio fisioldgico de diversos procesos, entre

ellos la temperatura corporal, el comportamiento emocional y el sistema inmunitario 16171, El

10
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ECS esta compuesto por dos receptores acoplados a proteinas G: el CB1, que predomina en el
sistema nervioso central y en diversos organos periféricos como los adipocitos, el pancreas
exocrino, el higado y el tracto gastrointestinal, y el receptor CB2, asociado principalmente a

procesos inflamatorios debido a su expresion en células del sistema inmunitario (Figura 2)

[18.19]

CB1 CcB2
o ® . __ - | *
Ojos Cerebro Microglia

neg - %

Sistema inmune

Pulmones Sistema
cardiovascular \ j‘
s ‘ i azo

CB1l + CB2
Sistema
reproductor ' t
/ Higado Pancreas
Médula I 'I

dsea Tracto
gastrointestinal

Figura 2. Distribucion anatdmica de los receptores del sistema endocannabinoide (ECS). El receptor CB1
predomina en el sistema nervioso central y diversos 6rganos periféricos, mientras que el CB2 se asocia

principalmente al sistema inmunitario.

En este contexto, A%>-THC presenta una alta afinidad agonista predominantemente por el
receptor CB1. Mientras que el cannabidiol (CBD) exhibe baja afinidad directa por ambos
receptores cannabinoides y una farmacologia multimodal, en la que se ha descripto la
modulacion del receptor CB2 entre otros blancos. Recientemente se ha demostrado que los
cannabinoides se unen a otros receptores, tales como el receptor vanilloide tipo 1 (TRPV1), el
receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55), asi como el GPR119, el GPR18 (también conocido
como receptor de NAGIy) y los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR,
subtipos alfa y gamma) 16201, | os ligandos naturales de estos receptores del ECS se denominan
endocannabinoides, la anandamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG), ambos
sintetizados a partir de acidos grasos [?1. Asimismo, el 2-AG actlia como agonista pleno,
mientras que la AEA funciona como agonista parcial (Figura 3) 2%, La combinacion de la

riqueza farmacoldgica de los compuestos activos de Cannabis sativa L. con los receptores del

11
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sistema endocannabinoide y su mecanismo de accion plantea uno de los interrogantes mas

fascinantes en este campo.

ENDOCANNABINOIDES

Agonista total

Receptor CB1 acoplado a proteina G

Figura 3. Interaccion de ligandos con el receptor CB1 acoplado a proteina G. El endocannabinoide 2-AG actia

como agonista pleno, mientras que la anandamida (AEA) y el A°-THC funcionan como agonistas parciales.

2.2 Cannabinoides

Los cannabinoides son una clase de compuestos terpenofenodlicos C21 caracteristicos de la
especie Cannabis sativa L., de los cuales se han identificado mas de 180 compuestos [?31. El
cannabinoide mas estudiado es el A% tetrahidrocannabinol (A°-THC), principal responsable de
los efectos psicoactivos. Por el contrario, el cannabidiol (CBD) es un compuesto no psicoactivo
que puede ofrecer beneficios medicinales 24, Estos fitoquimicos presentan diversos efectos
bioldgicos, la Figura 4 muestra los principales cannabinoides y sus efectos terapéuticos mas
reconocidos. En la actualidad, diversas formulaciones a base de cannabinoides, como Epidyolex
y Marinol se encuentran aprobadas por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la

Administracion de  Alimentos vy Medicamentos  (FDA), respectivamente.

12
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Figura 4. Cannabinoides principales del cannabis y sus estructuras quimicas, propiedades farmacoldgicas.

El A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC) es el principal componente psicoactivo de la planta [?] y
actiia como agonista parcial del receptor CB1, ejerciendo efectos psicotropicos [24261, Ademas
de sus efectos psicoactivos, el A°~THC presenta propiedades antieméticas [271, estimulantes del
apetito [, antiespasmadicas [?8 y neuroprotectoras [221. Se han aprobado analogos sintéticos
para ciertas indicaciones clinicas [?* y resultan fundamentales en formulaciones para tratar la

espasticidad asociada a la esclerosis multiple (EM) [30-32],

El A8-tetrahidrocannabinol (A8-THC) es un isémero isobarico del A°-THC, reconocido como
un compuesto psicoactivo de menor potencia 2331, Este compuesto ha demostrado propiedades
antiglaucomatosas [*31. Asimismo, presenta una estabilidad quimica superior a la de su isémero

mas conocido, lo que sugiere que no se oxida para convertirse en cannabinol [3435],

El cannabidiol (CBD) es el principal componente vegetal que no produce efectos psicoactivos
5], Presenta efectos antiinflamatorios 3, analgésicos [37%8 neuroprotectores y antioxidantes

(321 asi como ansioliticos %%, EI CBD es un potente anticonvulsivo aprobado para el

tratamiento de la epilepsia juvenil grave [41-441,

13
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El cannabigerol (CBG) es un fitocannabinoide no psicoactivo con una afinidad moderada por
los receptores cannabinoides [¥l. Ha demostrado potentes efectos antiinflamatorios 45461 y
analgésicos 47481, Ademas, el CBG posee notables propiedades antibacterianas [“°-54, En el
ambito neuroldgico, actia como agente neuroprotector, mejorando los déficits motores e
influyendo en la activacién de la microglia en modelos preclinicos de la enfermedad de

Huntington [25253],

El cannabicromeno (CBC) se clasifica como un fitocannabinoide no psicoactivo [*. Posee
propiedades antiinflamatorias y analgésicas 571, EI CBC también actlla como un potente
agente antibacteriano 8. Ademas, se ha demostrado que el CBC potencia la neurogénesis en

las células madre o progenitoras del cerebro adulto, lo que indica una funcién neuroprotectora
[59]

El cannabinol (CBN) es un producto de oxidacion del A°-THC; por ende, su presencia indica
material vegetal envejecido o conservado de forma inadecuada, y posee una ligera actividad
psicoactiva [3%21, ElI CBN se asocia principalmente a una fuerte accion sedante (6%, ademas de
presentar propiedades antimicrobianas [, estimulantes del apetito [6262 neuroprotectoras y

antioxidantes [63-651,

La clasificacion actual del cannabis prescinde de la taxonomia y los parametros botanicos, ya
que todas las plantas de cannabis se categorizan como Cannabis sativa L. Hillig y Mahlberg
(2004) propusieron una categorizacion quimiotaxondmica basada en la proporcion de sus
componentes principales. ElI quimiotipo |, o "plantas-droga”, presenta una relacion
THCA/CBDA > 1,0; las plantas que exhiben una relacion intermedia se designan como
quimiotipo I, mientras que el quimiotipo Il1, o "caflamo"”, posee una relacion THCA/CBDA
menor a 1,0 1661, Asimismo, el quimiotipo IV se caracteriza por presentar niveles predominantes
de acido cannabigerdlico (CBGA), mientras que las plantas que contienen cantidades casi

indetectables de cannabinoides se clasifican como quimiotipo V.

La clasificacidn de Cannabis sativa L. incluye numerosas plantas y cepas, las cuales presentan
diferentes caracteristicas morfoldgicas y genéticas [67:68, La genética no solo afecta el fenotipo
de la planta [6®79; sino también modifica la estructura celular y las concentraciones de
metabolitos secundarios en los tricomas %72, Por lo tanto, las variaciones en el genoma
influyen y dan forma a los parametros de la extraccion, como el disolvente utilizado, la presion,

la relacion disolvente/muestra y la temperatura /374, Es esencial registrar las condiciones de

14
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cultivo, crecimiento, cosecha, secado, curado y transporte para tener una comprension completa

del material vegetal [/>-771,

2.3 Terpenos

La diversidad de terpenos en C. sativa comprende mas de 200 estructuras, siendo los
monoterpenos (C10) y los sesquiterpenos (C15) las clases predominantes [, La Figura 5
resume los principales terpenos presentes en Cannabis sativa L., sus propiedades farmacéuticas

y fuentes naturales.

TERPENOS Linalool B-Cariofileno a-Pineno imonen( a-Humuleno
HiG OH CHe CH CHy
ESTRUCTURA I )k CHy 7 CHs
QUIMICA ] [ I ( CHy
PN HyC.
CH; HC WU T
[ TCH HC HC” Sch, p
HC” CHy CHy HiC” “CH, HsC
PROPIEDADES Sedante Agonista selectivo de CB2 Inhibidor de AChE \nsiolitico Analgésico
Analgésico Analgésico Analgésico Antidepresivo Gastroprotector
Neuroprotector Gastroprotector A\ntiinflamatori Ansiolitico Gastroprotector Antiinflamatorio
Antiinflamatorio Antiinflamatorio Antiinflamatorio Antiinflamatorio
Antidepresivo Antitumoral Antiséptico Antioxidante

Ansiolitico Antioxidante Antitumoral

Broncodilatador
TAMBIEN

PRESENTE EN Lavanda Pimienta negra tipulo y mango Coniferas (pino) Citricos Lupulo

ile|e

Figura 5. Terpenos principales del cannabis y sus estructuras quimicas, propiedades farmacolégicas y fuentes

naturales.

Partiendo de esta diversidad, el beta-cariofileno (BCP), un sesquiterpeno abundante en la
pimienta negra 78], destaca como un agonista selectivo del receptor CB2 [737280 [o que le
confiere efectos antiinflamatorios y analgésicos sin generar psicoactividad . El beta-
cariofileno posee potentes efectos antiinflamatorios [8982831 analgésicos (8284, antitumorales

[81.85-87] y gastroprotectores 5831,

El a-humuleno es un isémero del B-cariofileno. Este sesquiterpeno, también denominado alfa-
cariofileno, se encuentra en el lipulo 8 y es bien conocido por su actividad antiinflamatoria
[83-921 E| alfa-humuleno también muestra efectos gastroprotectores [°3 y analgésicos [8%%1 en

estudios preclinicos.

El linalol es un monoterpeno con un aroma floral caracteristico de la lavanda [°4%I, Es conocido
por sus efectos ansioliticos [%°71 antidepresivos [5%] y fuertemente sedantes que promueven la
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relajacion (%101 E| linalol también posee actividad analgésica 192191 y antiinflamatoria [106-
18] ademas de exhibir propiedades neuroprotectoras. Estas Gltimas estdn mediadas por sus
efectos antioxidantes y antiisquémicos, que ayudan a proteger las neuronas frente al estrés

oxidativo [109-111]

Entre los monoterpenos, el mirceno es un componente importante presente tanto en el lapulo
como en el mango 2921121 Es conocido por ser un potente sedante 113114 El mirceno posee
actividad analgésica [115116] y asimismo, exhibe propiedades antiinflamatorias 117119 y

antioxidantes [120-123]

Por su parte, el alfa-pineno, el terpeno mas abundante en la naturaleza [*?41, presenta una
caracteristica bioquimica Gnica como inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE) [125-127]
funcidn asociada a la mejora de la memoria y a la capacidad de contrarrestar la amnesia a corto
plazo 128129 Sys efectos farmacoldgicos incluyen propiedades analgésicas [1°61301 ansioliticas

[131-133] ‘antiinflamatorias 1341331, antisépticas 136131 antioxidantes [14-1411 y broncodilatadoras

[142]

Finalmente, el limoneno, abundante en los citricos [*%l, se caracteriza por ser un potente
ansiolitico (1441461 y antidepresivo [147-14%]; asimismo, ejerce efectos antiinflamatorios [150-152],
antioxidantes [153-1561 y gastroprotectores ['57:158] ademas de haber demostrado una prometedora

actividad antitumoral [159-163]

Recientemente, estos compuestos han cobrado importancia debido a su contribucion al efecto
séquito, descrito por primera vez en 1998 por Raphael Mechoulam y Shimon Ben-Shabat [164],
Esta hipdtesis se basa en el principio de sinergia, lo cual implica que los efectos terapéuticos de
los diversos compuestos activos, cannabinoides, terpenos y flavonoides interactdan entre si,
dando como resultado una modificacion del efecto terapéutico final (%%, Este concepto ha sido
relacionado con la polifarmacia [166], El efecto séquito puede dividirse en dos categorias: intra-
séquito, que explica las interacciones entre compuestos de la misma familia, como
cannabinoides con cannabinoides o terpenos con terpenos 1671, Por otra parte, el efecto inter-
séquito hace referencia a las interacciones entre diferentes familias de compuestos, como los
cannabinoides y los terpenos %81, No obstante, resulta imperativo sefialar que el efecto séquito
constituye actualmente una hipétesis en discusion dentro de la comunidad cientifica, y no un

mecanismo fisiol6gico demostrado de manera general.
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3. Antecedentes

3.1 Muestreo y almacenamiento

Observar los tricomas y los estigmas proporciona las primeras pistas sobre las fases de
desarrollo de las plantas en el momento de la cosecha [Bl. Los tricomas son clave para
comprender el metabolismo secundario de las plantas, mientras que los estigmas indican su
nivel de madurez sexual 1621701, Sij el objetivo del cultivo es la produccion de cannabinoides,
terpenos y flavonoides, la cosecha debe basarse en la madurez de los tricomas, lo que no
siempre coincide con la maduracién sexual [73761, En el caso del cultivo para la produccién de
semillas, el criterio a utilizar se basara en los estigmas. Si la flor tiene tricomas glandulares que
permanecen transparentes, se considera inmadura; en consecuencia, tendra una mayor
concentracion de cannabinoides precursores como CBGA y CBGVA 73, Por el contrario, los
tricomas lechosos o blanquecinos indican una mayor concentracion de cannabinoides como el
THCA 'y el CBDA, lo que se considera el momento éptimo para la cosecha [*74, Los tricomas
de color ambar se asocian con niveles aumentados de CBN o CBNA [73], Este Gltimo caso esta
totalmente relacionado con una cosecha tardia (lo que indica una mayor concentracion de
CBNA) o con la degradacion de la muestra después de la cosecha debido a un manejo
inadecuado, ya sea en el proceso de curado, almacenamiento o transporte (172, Para evitar este
fenémeno, es importante un secado adecuado. Se utilizan condiciones estandarizadas
industrialmente, que consisten en colocar las plantas boca abajo en una habitacién ventilada
con aproximadamente 65% de humedad y 19°C (65°F) durante 7 a 14 dias [7]. Estas

condiciones dependen de la densidad de la flor y del espacio internodal (274,

La mayor parte del cannabis consumido en la etapa de floracién se somete a un proceso llamado
curado, que consiste en almacenarlo en un recipiente hermético a 15°C/21°C y entre un 50% y
un 60% de humedad. Este proceso suele durar entre 2 semanas y 2 meses y tiene como objetivo
homogeneizar las inflorescencias tanto en aroma como en humedad 7], La mayoria de los
productores de cannabis no tienen un laboratorio analitico en sus instalaciones, lo que les obliga
a transportar su material al laboratorio mas cercano para su posterior analisis. El
almacenamiento adecuado del material es crucial durante el transporte para asegurar que llegue
a su destino 1731, Se recomienda el uso de vehiculos de transporte refrigerado (entre 18°C y
20°C) y el sellado al vacio de las inflorescencias [ . La refrigeracion es la opcion mas adecuada
cuando se necesita almacenamiento a corto plazo ["Y. Para el almacenamiento a largo plazo, la

congelacion es aceptable, pero conlleva posibles inconvenientes, como el desprendimiento de
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tricomas o la condensacion de humedad al descongelarse. Para minimizar estos efectos, se
recomienda una transicion gradual de temperatura: del congelador al refrigerador, y luego del
refrigerador a temperatura ambiente. La muestra debe permanecer sellada sobre la encimera

durante al menos 30 minutos antes de abrir el paquete al vacio.

3.2 Extraccion de cannabinoides

3.2.1 A partir de partes aéreas

La industria del cannabis estd experimentando una expansion significativa. Por lo tanto, la
investigacion y las innovaciones tuvieron un impacto en el desarrollo de los procesos
extractivos, un paso critico que determina la pureza, el rendimiento y la calidad final del
extracto [*74. No solo la eficiencia, sino también la selectividad de las metodologias se ve
influenciada e interrelacionada con factores como la naturaleza del material vegetal, las

propiedades del disolvente y las condiciones operativas de temperatura, tiempo y presion 1751,

La inflorescencia femenina de la planta de cannabis es la méas utilizada para la extraccion de
cannabinoides, debido a su elevada cantidad de componentes activos principales 1761, La
eleccion del procedimiento de extraccion debe determinarse por la morfologia de los tricomas.
Las técnicas de extraccion como la extraccion con etanol y la extraccion con CO2 supercritico
(SCCO2) se ven menos influenciadas por los tipos de tricomas, sin embargo, algunos
protocolos, principalmente los protocolos sin solventes dependen estrictamente de la
morfologia de los tricomas para lograr los rendimientos estimados. La Figura 6 muestra las

técnicas mas comunes utilizadas para extraer cannabinoides.

18



Federico Martin Portilla

|

Figura 6. Visidn general de las técnicas mas utilizadas para la extraccién de cannabinoides de las inflorescencias
de Cannabis sativa L., incluyendo la extraccion con CO: supercritico (SCCCQ:), la extraccion con disolventes, la

extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) y la extraccién asistida por microondas (MAE).

En extraccion con solventes el etanol es el reactivo mas utilizado para la extraccion de
cannabinoides debido a su capacidad para extraer no solo cannabinoides neutros sino tambiéen
acidos, su bajo coste y su baja toxicidad. Sin embargo, también co-extrae otros componentes
como clorofila, triglicéridos y ceras (1771, Malabadi et al., 2024 concluyeron que esta desventaja
puede superarse disminuyendo la temperatura de extraccion (5°C a -80°C), aunque tales frias
temperaturas pueden disminuir el rendimiento de la extraccion 78, Namdar et al., 2018
demostraron que una mezcla de disolventes polares y no polares puede ser eficiente, como
etanol:hexano (3:7, v/v) [*7°1, El metanol se utiliza cominmente como solvente de extraccion
debido a su polaridad y capacidad de solubilizacion universal, aunque carece de especificidad
por el analito. Por lo tanto, las mezclas de metanol y cloroformo se emplean con frecuencia
11891, Sin embargo, el cloroformo presenta la desventaja de que ha sido probado que el CBD es
inestable en presencia de este disolvente 172181 E| butano y el propano se emplean tipicamente
como solventes en la extraccion con hidrocarburos. Las propiedades lipofilicas de estos
compuestos permiten extraer tanto cannabinoides como terpenos de manera eficiente del
material vegetal, evitando la coextraccion de la indeseable clorofila [*82, Ademas, estos alcanos
se caracterizan por una cadena corta de carbono que facilita la evaporacion una vez finalizada
la extraccion; en consecuencia, el butano y el propano se prefieren a otros disolventes
hidrocarbonados. EI n-hexano también se menciona en la literatura porque no extrae clorofila
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y se evapora facilmente [81, Aunque Lépez-Olmos et al., 2022 informaron que el uso de hexano

es limitado en aplicaciones farmacéuticas debido a su toxicidad [182,

Un fluido supercritico (SCF) es una sustancia sometida a presiones y temperaturas que
superan su punto critico. La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) ha ganado prominencia
en los ultimos afios debido a las numerosas ventajas que ofrece. Las variaciones en las
condiciones de temperatura y presion modulan las propiedades del disolvente, como la
densidad, y, en consecuencia, la interaccion disolvente-analito y el proceso de extraccion
[184.185] Durante los protocolos basados en SFE, las fases gaseosa y liquida son indistinguibles
11861871 "ya que el fluido exhibe simultineamente una fase gaseosa y una fase liquida, por lo
tanto posee una baja viscosidad y difusividad de masa [*8%, El solvente mas popular empleado
para este método de extraccion es el didxido de carbono (CO.) 78, La extraccién con CO:
Supercritico (SCCO-) exhibe una selectividad considerable por los cannabinoides dada la
polaridad de este gas [188. Samuel et al., 2023 revelaron que el diéxido de carbono alcanza un
estado critico a una temperatura (31°C) y presion (7.38 MPa) relativamente bajas, 1o que
también permite la extraccion de compuestos sensibles al calor como los terpenos 18, La
Figura 7 muestra el diagrama del punto triple del dioxido de carbono. El CO: es no inflamable
y se considera un disolvente no toxico, inerte, renovable y verde 190191 | as desventajas de
estos métodos residen en los requisitos especificos de equipamiento y personal capacitado que

limitan la aplicabilidad de esta técnica en pequefias industrias y entornos de investigacion 82192,

. r

Presion

Fluido supercritico

Liquido

Al
Sélide ( Para CO,
PUNTO Tc=31°C
CRITICO Pc = 7,38 MPa
Gas
PUNTO TRIPLE
Temperatura

Figura 7. Diagrama de equilibrio de fases que muestra el punto critico y el estado supercritico
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La extraccion asistida por ultrasonido (UAE) utiliza ondas sonoras de alta frecuencia (20-
100 kHz) que pueden favorecer la disrupcion de estructuras celulares y glandulares y aumentar
la transferencia de masa, lo que acelera el proceso de extraccion [175181 |_os principales factores
que influyen en la eficiencia de la UAE son la temperatura, las caracteristicas del disolvente, el
tiempo y la potencia y frecuencia de los ultrasonidos (%1, La UAE es una técnica de extraccion
sencilla, economica y respetuosa con el medio ambiente debido a la pequefia cantidad de
solvente que requiere 1%, Este enfoque permite no solo aumentar el rendimiento de la
extraccion en comparacion con los métodos tradicionales, como la maceracion dinamica, sino
también evitar la degradacién de compuestos termolabiles como los terpenos debido a las bajas
temperaturas (20-70°C) de operacion [17619]  Ademas, los UAE requieren tiempos de
extraccion mas cortos, generalmente hasta 30 minutos. Agarwal et al., 2018 demostraron que
la sonicacion prolongada no es deseable porque tiende a aumentar la temperatura y, en
consecuencia, producir una posible degradacién de los compuestos sensibles al calor %1, Por
lo tanto, aumentar la temperatura de funcionamiento de los UAE no proporciona beneficios
adicionales 1182, A pesar de los beneficios de la extraccion basada en ultrasonido, por ahora,
este método se limita a la investigacion de laboratorio, ya que aun no es factible para la
produccion industrial [187:1%1  Algunos protocolos utilizan la UAE como método de
pretratamiento, antes de un método de extraccion principal como la técnica Soxhlet, la
maceracion dinamica o el SSCo;, para maximizar el rendimiento (194191, Fathordoobady et al.,
2019 demostraron que al agregar UAE con Soxhlet, el rendimiento inicial de compuestos

lipidicos aumentd en mas del 24% [175],

La extraccion asistida por microondas (MAE) consiste en ondas (de 150 a 450 W) que
penetran la matriz de biomasa y aumentan la temperatura y la presién de las células vegetales,
lo que facilita la transferencia de masa (pop-corn effect) y promueve la disolucion de
metabolitos secundarios en el solvente de extraccion 1971991 [ as principales variables a
modificar son la naturaleza del solvente, la temperatura, el tiempo, la potencia de irradiacion y
el area superficial de contacto [1°0200] | a MAE es un método de extraccion rapido y respetuoso
con el medio ambiente que optimiza el consumo de energia y disolventes [201.2021 Otra gran
ventaja de este méetodo de extraccion es que se evita la necesidad de secar el material vegetal.
[203] 'En contraste con la UAE, se ha demostrado que la MAE es aplicable y practico a una escala
industrial [1982011 | a literatura muestra que las temperaturas optimas de extraccion varian de
60°C a 109°C para controlar la descarboxilacion y degradacion de los cannabinoides [186:204],

Cavalloro et al., 2021 informaron que la potencia de equipo de microondas debe calibrarse

21



Federico Martin Portilla

meticulosamente, ya que el rendimiento de extraccién aumenta hasta alcanzar la temperatura
ideal, mas alla de ese limite, el rendimiento disminuye, dada la descomposicion térmica de los
analitos 2091, De hecho, generalmente se evitan los tiempos de extraccion superiores a 30
minutos debido al aumento de temperatura causado por el exceso de microondas %31, Chang et
al., 2017 compararon MAE con otros métodos de extraccién convencionales como UAE,
Soxhlet y SFE, y MAE logré un mayor rendimiento de extraccion de cannabinoides en menos

tiempo (201,

3.2.2 A partir de matrices oleosas

El término "resina" se utiliza ampliamente y se refiere frecuentemente a varios tipos de
extractos, como los de espectro completo (extractos que contienen la gama completa de
compuestos), los aislados de CBD (extractos de cannabidiol puro), el BHO (aceite de hachis de
butano), los destilados (extractos altamente refinados), el rosin (extracto sin solventes) y los
extractos crudos (extractos minimamente procesados) (2062071 E| tipo de matriz juega un papel
vital en el disefio de un proceso de extraccion, ya que determina la metodologia de extraccion.
Posteriormente, se elige el solvente adecuado [2%8299, Solventes como el metanol (MeOH), el
etanol (EtOH) y el isopropanol se utilizan cominmente en procesos de extraccidn para aislar
compuestos bioactivos de muestras de cannabis [2%, Alternativamente, Silva et al., 2025
mencionaron un sistema de solvente bifasico (de dos fases) mas intrincado Ilamado n-Hexano:
Acetato de etilo: Acetonitrilo: Metanol (8:2:8:2, v/v) puede usarse para la particion, que separa
los compuestos seguin su solubilidad [*76], La extraccion liquido-liquido asistida por ultrasonido
(US-SLE), utilizando MeOH o una combinacion de MeOH y cloroformo (CHCI), es el método

principal empleado para la extraccion de cannabis cuando las resinas sirven como matriz [208.211],

3.2.3 A partir de matrices comestibles

Con el aumento del consumo de cannabis, muchas personas pueden sentirse intimidadas por
fumar o simplemente buscan una alternativa mas saludable. Por ello, ha habido un aumento de
productos comestibles a base de cannabis. Estos productos varian desde helado, miel, galletas,
caramelos, gominolas y chocolates hasta té, café y zumos. Como las matrices alimentarias son
heterogéneas, los procedimientos de extraccion deben modificarse para garantizar una
recuperacion eficaz de cannabinoides [212], Diferentes estudios han puesto el foco en matrices

gomosas [213214] | a literatura indica que el enfoque de extraccion preferencial es la utilizacion

22



Federico Martin Portilla

de agua, o una combinacion de este disolvente con MeOH, MTBE (metil terbutil éter) o ACN,
en técnicas de extraccion por ultrasonido o agitacion [1762152161 por su parte, Melchert et al.,
2024 emplearon una técnica de US-SLE (extraccion sélido-liquido asistida por ultrasonido) con
una mezcla de MeOH:H,0 (1:1, v/v) para analizar ositos de goma enriquecidos con CBD [21%],
Huang et al., (2024), lograron la disolucion completa de una gominola en una solucién de

MTBE:H,0 (1:1, v/v) en 40 minutos mediante el uso de un bafio de ultrasonido en hielo 2161,

3.3 Extraccion de terpenos

Los terpenos pueden extraerse mediante diversos métodos, como la extraccion convencional
con disolventes [y la hidrodestilacion (arrastre por vapor) 218, El acetato de etilo 2% y el
hexano [2202211 son los disolventes mas utilizados, logrando una elevada tasa de recuperacion.
Sin embargo, la extraccién tradicional con disolventes suele requerir una etapa de evaporacién
que puede provocar la pérdida de monoterpenos altamente volatiles, lo que podria resultar en
un rendimiento global inferior de los terpenos deseados en comparacion con otros metodos de
extraccion.En la literatura se mencionan ampliamente técnicas de extraccion sin disolventes;
entre ellas, el espacio de cabeza estatico (SHS, por sus siglas en inglés) se emplea
frecuentemente para introducir terpenos en sistemas de cromatografia de gases (GC) debido a
su simplicidad, a una menor posibilidad de contaminacion y a su idoneidad para la
automatizacion [22222%1, Hanus, 2024 sefiala que la técnica SHS-GC/MS/MS ofrece una elevada
selectividad y sensibilidad para los monoterpenos, si bien la sefial puede verse reducida en el
caso de los sesquiterpenos [2211, Para solucionar este inconveniente, Shapira et al., 2019
desarrollaron la técnica de evaporacion completa (FET) dentro del SHS con el fin de captar el
espectro completo de compuestos volatiles 224, Myers et al., 2021 informaron que interfaces
alternativas, como la HS-SPME (microextraccion en fase solida del espacio de cabeza) y la DI-
SPME Arrow (microextraccion en fase solida por inmersién directa), mejoran la deteccion de

terpenoides de mayor peso molecular [222,

3.4 Analisis preliminar por TLC

La cromatografia en capa fina (TLC) y su version de alto rendimiento (HPTLC) son métodos
analiticos rapidos y de bajo costo, ideales para un analisis preliminar y la semicuantificacion de
cannabinoides, y ofrecen una alternativa a las técnicas convencionales como HPLC-UV y GC-

MS [225.226] Huang et al., 2022 informaron que la principal utilidad de la cromatografia en capa
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fina (TLC) reside en su capacidad para separar clases de cannabinoides estructuralmente
diferentes, tipicamente analogos de A®-THC -potencialmente psicoactivos- de analogos de CBD
-no psicoactivos- 2271, Este principio es fundamental para distinguir entre variedades de
cannabis con alto (marihuana) y bajo (cdfiamo) contenido de THC. Entre las estrategias
analiticas mas utilizadas, se emplean fases estacionarias como gel de silice 60 F254 (fase
normal) o RP-C18 (fase reversa) [?%6l, En cuanto a la fase moévil, el uso de mezclas como
hexano:éter etilico (8:2 v:v) es uno de los métodos empleados por su gran capacidad de
separacion de analitos 2281 | Una estrategia clave para superar la dificultad de separar isomeros
es la modificacién de la placa con iones Ag(l) (Ag(l)-TLC), que aprovecha las diferentes
afinidades para lograr una separacion cromatografica digital de los dos grupos con resoluciones
significativamente mayores 2271, La deteccion se realiza utilizando reactivos cromogénicos
como el Azul Rapido BB (FBBB) o el Azul Rapido RR (FBRR) en solucién acidificada, seguida
de la cuantificacion por densitometria (en HPTLC) 2281, Sin embargo, la cromatografia en capa
fina tiene limitaciones, principalmente la baja resolucion entre isdémeros en placas no
modificadas, la subjetividad del analista al designar los colores de las manchas desarrolladas y
el desafio de las placas modificadas, que requieren almacenamiento en condiciones especificas

para mantener su rendimiento de separacion a largo plazo [227:2281,

3.5 Anélisis mediante HPLC

La técnica convencional mas utilizada para la determinacion y cuantificacién de cannabinoides
es la cromatografia liquida, especialmente la HPLC y mas recientemente la UHPLC [229.230],
Esta posicidn se ha consolidado hasta el punto que en 2024, se incorpor6 una monografia de
cannabis a la Farmacopea Europea y por ende se establecié un método oficial de HPLC-UV
para la cuantificacion de algunos cannabinoides claves (234, Dado que el método LC permite el
analisis simultaneo de las formas acida y neutra de cada cannabinoide, es una mejor opcidn para
medir cannabinoides que el método de cromatografia de gases (GC) [2%2, En contraste con el
analisis por cromatografia de gases, la determinacion de cannabinoides por cromatografia
liquida de alta resolucién ofrece algunas ventajas significativas. En primer lugar, elude los
posibles inconvenientes causados por la alta temperatura del analisis GC, que afecta
principalmente a los resultados durante la fase de inyeccién de la muestra e indirectamente al

analisis en si [233],

La revision bibliografica muestra que las condiciones de entrada en caliente y el horno del GC
hacen que los cannabinoides acidos se descompongan en sus analogos neutros, mientras que las
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condiciones analiticas de la LC mantienen los acidos en su forma original [72%2, Es decir,
durante el analisis por GC, los cannabinoides &cidos se convierten en compuestos neutros, sin
embargo, este proceso no es cuantitativo [2*4, Para cuantificar con precision los analitos acidos
mediante cromatografia de gases, es necesario un paso de derivatizacion adicional [1423%1, Zekic
etal., 2020 informaron que, aunque el método GC todavia se utiliza, esto se debe tanto a razones
tradicionales como a consideraciones practicas, ya que la instrumentacion de GC es mas
sencilla, menos costosa que la HPLC y, a veces, la Gnica opcion disponible, a pesar de sus

desventajas sefialadas 2%,

La separacion cromatografica de cannabinoides por LC representa un desafio analitico debido
a la coelucion y los eventos de superposicién de picos que dificultan la identificacion y
cuantificacion precisas de cada compuesto 2362371 Dado que la elucion por gradiente permite
mayores velocidades de flujo, tiempos de ejecucion mas cortos y una mejor resolucion de picos,
es el enfoque preferido para aislar los principales cannabinoides utilizando LC [217:2301  Sin
embargo, las condiciones isocraticas también se reportan en la literatura como se muestra en
Tabla 1 en el anexo (1792381 | a porcidn organica de las fases mdviles estd compuesta
principalmente por metanol o ACN, siendo este ultimo el solvente mas ampliamente elegido
[176]  ACN presenta varias ventajas en comparacion con los alcoholes, incluyendo una
viscosidad reducida que conduce a una menor contrapresion del sistema y permite mayores
flujos, asi como una menor absorbancia UV a longitudes de onda que se utilizan a menudo para
el andlisis de cannabis, lo que puede mejorar la sensibilidad de la técnica y la consistencia de
la linea base [23, Por otro lado, el ACN exhibe propiedades dipolares, mientras que el metanol
exhibe propiedades acidas 1. Franklin et al., 2019 demostraron que una mezcla de ACN y
MeOH es una opcion viable 41, Las fases acuosas se tratan tipicamente con 4cidos para
mejorar la resolucién [2°4, El orden de elucion y los tiempos de retencion relativos para los
cannabinoides neutros permanecen constantes cuando se altera el pH, mientras que los tiempos
de retencion de los cannabinoides acidos varian 127242, Krizman, 2020 informd que los valores
de pKa de los cannabinoides acidos son aproximadamente 3.4 [238], A la hora de acidificar la
fase movil, el acido formico emerge frecuentemente como la opcidn preferida [2781; sin embargo,
el acido acético y buffers, como el acetato de amonio y el formiato de amonio, también se
presentan como una alternativa viable 231, Figura 8 muestra el flujo de trabajo de un HPLC,

mostrando la fase mavil, el detector y la fase estacionaria.
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Figura 8. Un esquema que muestra el flujo de trabajo simplificado del sistema HPLC con cannabinoides como
analito objetivo.

Con respecto a la fase estacionaria, las columnas mas utilizadas son las de fase reversa (RP)
C18 [2%7], Recientemente, se han desarrollado diferentes métodos basados en el uso de UPLC
(particula de didmetro sub-2 m), que presentan las ventajas de permitir analisis mas rapidos y
una mayor eficiencia de separacion [2#4, El espectro de absorcion UV de los cannabinoides se
ve particularmente afectado por el anillo fendlico sustituido, que actia como el principal
cromoforo. Dicho espectro también puede verse afectado por la ciclacion de la parte no fendlica,
lo que lleva a la formacion de un segundo anillo de fenilo (CBN y CBNA) o un doble enlace
conjugado (CBC y CBCA). Por lo tanto, muchos cannabinoides exhiben espectros UV
similares. Los cannabinoides neutros se pueden detectar a unos 220 nm, mientras que a
longitudes de onda mas largas, como 270 nm y 310 nm, se encuentran los picos de absorcion
de los cannabinoides acidos [?17], La longitud de onda utilizada para el analisis de cannabinoides
tanto acidos como neutros es de aproximadamente 228 nm [2%71, Patel et al., 2017 seleccionaron
la sefial UV de 235 nm para la cuantificacion, ya que el punto de corte UV del metanol es de

220 nm y estaba presente en la fase mavil [232,

La técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), y
especialmente en tandem (LC-MS/MS), se considera el método de eleccion para analizar

cannabinoides en muestras bioldgicas complejas como sangre, orina, cabello y fluidos orales
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[245246] Esto se debe a que las concentraciones de analitos en muestras bioldgicas suelen ser
muy bajas, tipicamente en el rango de nanogramos o incluso picogramos por mililitro, por lo
que se requieren detectores mas sensibles y selectivos 12471, Para la cuantificacién en matrices
bioldgicas, el triple cuadrupolo (QqQ o MS/MS) es el analizador mas comun 2, aunque el
espectrometro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolar (Q-ToF) [2481; Jon Trap (lon Trap or
IT-MSn) [249]: Orbitrap ?*1 o cuadrupolo simple (qMS) también son utilizados [*%. Como
resultado, el detector MS/MS se utiliza frecuentemente, y la electroespray (ESI) y la ionizacion
quimica a presion atmosférica (APCI) se encuentran generalmente como métodos de ionizacién
[243] Finalmente, es necesario enfatizar que, para el analisis de rutina en matrices no bioldgicas,
como material vegetal, el uso de detectores de espectrometria de masas no es viable debido a
sus costos, requerimientos y complejidades. En contraste, el uso de detectores mas simples y
economicos como el DAD (detector de matriz de diodos) emerge como la opcién mas adecuada
para analisis rutinarios. Ademas, Citti et al., 2016 sefialaron que, en estas condiciones, no se

observan diferencias significativas en comparacion con otros detectores mas sofisticados 2501,

3.6 Analisis mediante GC

En el analisis de cannabinoides por GC, las formas acidas sufren una descarboxilacion 251,
Para evaluar el contenido total de un compuesto, la muestra se puede calentar a 150 °C durante
5 minutos, promoviendo asi su conversion a la forma neutra [217], La limitacion analitica de este
enfoque no es solo que no se pueden detectar los cannabinoides acidos, sino también que su
descarboxilacion a altas temperaturas es incompleta 252, Por lo tanto, cuando se requiere un
analisis cuantitativo, un paso de derivatizacion previo es esencial. Grupos funcionales como
COOH u OH pueden convertirse en compuestos mas estables y volatiles. TMS (trimetilsilil),
BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida), MSTFA (N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida) y MTBSTFA (N-metil-N-(tert-
butildimetilsilil)trifluoroacetamida) han sido identificados como agentes para la derivatizacion
de cannabinoides [82%3, Este proceso implica la presencia de un catalizador, siendo el TMCS
el mas frecuentemente citado. La derivatizacion también mejora la forma de los picos 124, Las
fases estacionarias mas comunes son columnas no polares como 95% dimetilsiloxano / 5%
fenil. El gas portador mas utilizado es el helio, y en menor medida el hidrégeno, con caudales

generalmente entre 0,5y 1,6 mL, como se muestra en la Tabla 2 en el anexo. 24

Aunque el equipo de cromatografia de gases no es 6ptimo para el anélisis de cannabinoides,

sigue siendo esencial en la caracterizacion de los principios activos de Cannabis sativa L.
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Especificamente, es el equipamiento ideal para el analisis de terpenos 254, Esta ventaja analitica
radica en el hecho de que los terpenos, especialmente los monoterpenos, son compuestos
altamente volatiles [25°], Esta caracteristica también es una desventaja en los procedimientos de
extraccion, ya que es necesario evitar la evaporacion del disolvente para evitar pérdidas
significativas de estos analitos volatiles 233, El analisis de terpenos requiere rampas de
temperatura lentas y el uso de columnas de cromatografia de gases quirales (con una fase
estacionaria a base de ciclodextrina) para lograr una separacion adecuada de los enantidmeros
[256.257] '|_a adicion de estandares internos (ISTD) directamente al solvente de extraccion es una
practica habitual en este tipo de analisis, ya que facilita la cuantificacion y compensa los errores
relacionados con la inyeccion y la extraccion [258259, E| tridecano es el mas comun de estos
estandares porque el tiempo de retencion de estos compuestos se sitda entre los monoterpenos
(C10) y los sesquiterpenos (C15) [218:220],

Los detectores de ionizacion por llama (FID) y los espectrémetros de masas (MS) son los
detectores mas utilizados para el analisis de cannabinoides y terpenos. La espectrometria de
masas ofrece mayor sensibilidad y selectividad 2%, Ademas, permite la determinacion de la
estructura molecular 1229, Para la cuantificacion de rutina, el FID ofrece una respuesta robusta,
un intervalo dindmico amplio y un costo operativo relativamente bajo, y no depende de la
disponibilidad de estandares marcados isotopicamente, que la cuantificacion por MS suele
requerir y que son costosos y no estan disponibles para todos los cannabinoides 1832371, En
consecuencia, con tales ventajas, el FID es mas adecuado para analisis rutinarios rapidos [26%,
Por otro lado, configuraciones como GC x GC proporciona una separacion mejorada y, por lo
tanto, una identificacién superior de compuestos que de otro modo podrian haber coeluido en

el analisis de GC o de sustancias en una mezcla compleja [20.262.263],

4. Objetivo General

Desarrollar y evaluar preliminarmente un procedimiento de extraccion asistida por ultrasonido
acoplado a HPLC-DAD para la separacion de sefiales cannabinoides y la estimacion
semicuantitativa de A°-THC en matrices vegetales contrastantes de Cannabis sativa L,

delimitando sus alcances y limitaciones.
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4.1 Objetivos Especificos

e Seleccionar y describir, sobre la base de la bibliografia disponible, un procedimiento de
pretratamiento y extraccion que opere sin inducir degradacion téermica de los analitos.

e Analizar las limitaciones operativas de las técnicas analiticas convencionales,
detallando especificamente el problema de la descarboxilacion térmica que sufren los
cannabinoides acidos en el puerto de inyeccion de la Cromatografia de Gases (GC).

e Desarrollar y seleccionar empiricamente condiciones cromatograficas para la
separacion de las sefiales de interés mediante HPLC-DAD, justificando la composicién
de la fase movil y el programa de gradiente.

e Evaluar longitudes de onda cercanas a 220 nm para la deteccion de las sefiales
cromatogréaficas y su diferenciacidn espectral preliminar mediante DAD.

e Evaluar la repetibilidad instrumental de la secuencia mediante inyecciones replicadas
de cada extracto (dos o tres segun el extracto).

e Explorar si el patron observado en el desempefio relativo de los solventes es compatible
con diferencias en las caracteristicas de las matrices estudiadas, que difieren

simultaneamente en origen genético, cultivo y procesamiento.

5. Materiales y métodos

5.1 Material vegetal

El material analizado consistio en tres especimenes de Cannabis sativa L. seleccionados por

diferir de manera deliberada en su historia postcosecha.

La primera de ellas, identificada internamente como M1, corresponde a inflorescencias
femeninas de la genética Desfran, provista por el banco de semillas Erks Genetics y cultivada
en exterior bajo fotoperiodo natural. Su rasgo distintivo no es genético sino de manejo. El
material fue molido y extraido el mismo dia de la cosecha, sin secado, curado ni tratamiento

térmico de ninguna clase. Constituye el extremo de tejido fresco del conjunto.

El segundo espécimen, designado CBN por razones de trazabilidad interna del laboratorio y sin
relacién con el cannabinol como analito, proviene de la genética Kilimanjaro del banco World
of Seeds, también cultivada en exterior. A diferencia de M1, recorri la trayectoria postcosecha
completa, con secado controlado durante diez dias, curado de dos semanas en recipiente

hermético. La muestra de CBN fue sometida a un tratamiento térmico deliberadamente severo
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de 260 °C durante 6 min en la cAmara de calentamiento de acero inoxidable de un vaporizador
portatil por conduccion, con el objetivo de forzar la descarboxilacion de cannabinoides acidos.
El material resultante presenta perfil en el extremo opuesto a M1, con un claro oscurecimiento

del material vegetal y un aspecto seco caracteristico.

Entre ambos se ubica KMH, el hibrido Kush Mintz x Cheese provisto por Barney’s Farm,
cultivado en interior bajo sistema hidropdnico con iluminacion artificial. EI régimen luminico
sostuvo una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de entre 1000 y 1100 pmol-m2-s™,
conforme a la especificacion de la luminaria empleada; no se realizd6 una medicion
independiente en el dosel. EI material fue secado y curado, pero no descarboxilado, de manera
que su estado de procesamiento es intermedio, aunque su perfil, como se vera, se aproxima al
de M1 antes que al de CBN.

A estas tres matrices se sumo una cuarta preparacion, M2, que no constituye material vegetal
independiente sino una dilucion 1:10 del extracto etandlico de M1. Su incorporacién respondid
a dos necesidades. Por un lado, permitié disponer de una preparacidn cuya respuesta cayera con
holgura dentro del intervalo de calibracion, y por lo tanto cuantificar el extracto de M1 sin
recurrir a extrapolacion. Por otro, ofrecio una matriz de fondo realista para el ensayo de
recuperacién, dado que una solucién de estandar en solvente puro no habria reproducido las

interferencias por coelucién que presenta un extracto vegetal.

El disefio experimental resultante es simple. Cada una de las tres matrices fue extraida con
etanol absoluto y con la mezcla metanol:cloroformo 9:1 (v/v), generando seis extractos; el sufijo
MC identifica en adelante la rama clorada. La replicacion se situ6 en la inyeccion y no en la
extraccion. Se realizé una Unica extraccion por condicion. Para la mayoria de los extractos se
efectuaron tres inyecciones; en M1 se dispuso de dos inyecciones consecutivas para el calculo
de repetibilidad, mientras que una medicion realizada en otra jornada se conservd en el registro
pero se excluy6 de ese calculo. Por lo tanto, las desviaciones estandar informadas describen

repetibilidad instrumental y no precision del procedimiento completo.

Muestras auxiliares para la asignacion de sefiales. Ante la imposibilidad de disponer de
estandares primarios certificados, la asignacion de los picos se apoy0 en dos materiales de perfil
cannabinoide contrastante, identificados internamente como CBD1 y THC2, seleccionados por
su predominio conocido de CBD y de A°-THC respectivamente. No se dispone de trazabilidad
documentada sobre su origen genético ni sobre sus condiciones de cultivo, de modo que se

emplean exclusivamente como material de contraste cualitativo y no como referencia
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cuantitativa. Se prepararon y extrajeron con el mismo protocolo descripto y se inyectaron por
triplicado. La correspondencia con los quimiotipos Il y I del esquema de Hillig y Mahlberg se
establece a partir del perfil obtenido y se informa como descripcion del material analizado, no
como criterio independiente de clasificacion. Las muestras CBD1 y THC2 fueron analizadas
18 meses luego de su extraccién, por ende no se compar6 el rendimiento de la extraccion de

dichas muestras a nivel cuantitativo.

El protocolo extractivo fue comin a las tres matrices. Se pesaron con exactitud alrededor de
0,200 g de material molido, se afiadieron 10,0 mL del solvente correspondiente y la mezcla se
sonico a 40 kHz por 20 minutos, manteniendo el bafio a 20 °C. El extracto se clarifico y se filtro
por membrana de 0,22 um antes de inyectarse. Las masas exactas registradas fueron 0,2003 g
y 0,2007 g para M1 en etanol y en mezcla clorada, 0,2007 g y 0,2003 g para CBN, y 0,1994 ¢
y 0,1995 g para KMH. La proximidad fue buscada y resulta relevante para la interpretacion de
los resultados. Dentro de cada combinacion de matriz y analito, las respuestas se corrigieron
por masa exacta, volumen de extraccion y factor de dilucion. Las comparaciones entre M1,
KMH y CBN se consideran exploratorias, porque M1 se expresa en base himeda y las matrices
difieren en origen y procesamiento; no se efectu6 una normalizacion comun a base seca.
Adicionalmente se realizd una Unica extraccion en etanol para las muestras CBD1 y THC2,

cuyas masas fueron 0,1999 g y 0,2005 g, respectivamente.

5.2 Equipos y materiales

« Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) Shimadzu Prominence (Shimadzu
Corporation, Kioto, Japén), equipado con bomba cuaternaria LC-20AT, inyector
automatico SIL-20AC HT, horno de columna CTO-10ASvp, desgasificador en linea
DGU-20A5, controlador de sistema CBM-20A y detector de arreglo de diodos (DAD)
SPD-M20A. La adquisicion y el procesamiento de los cromatogramas se realizaron con

el software LabSolutions version 5.97 (Shimadzu).

« Balanza analitica Shimadzu modelo AUW220D (resolucion 0,01 mg, capacidad 220 g;
Shimadzu Corporation, Kioto, Japon).

+ Bafio ultrasénico Branson modelo CPX2800H (40 kHz, 110 W; Branson Ultrasonics,
Danbury, CT, EE. UU.).

+ Centrifuga de mesa refrigerada Hettich Universal 320R (Andreas Hettich GmbH,

Tuttlingen, Alemania), con rotor para tubos Falcon de 15 y 50 mL.
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» Micropipetas de volumen variable Eppendorf Research plus (10-100 pL y 100-1000
uL; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), calibradas anualmente conforme a ISO
8655.

« Material volumétrico de vidrio Clase A (matraces aforados, pipetas y probetas) marca
IVA Argentina, con certificado de calibracion.

» Tubos de polipropileno tipo Falcon de 15 mL y 50 mL (Corning Life Sciences, Corning,
NY, EE. UU.).

» Viales de vidrio &ambar de 1.5 mL con tapa de rosca y septo de PTFE/silicona para HPLC

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

» Jeringas descartables de polipropileno de 5 mL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EE. UU.) y filtros de jeringa de membrana de PTFE de 13 mm de didmetro y 0,22 pum
de tamafio de poro (Millex®-LG, Merck Millipore, Burlington, MA, EE. UU.).

« PAX 2 (PAX Labs Inc., San Francisco, CA, EE. UU.), equipado con camara de
calentamiento por conduccion de acero inoxidable de grado médico y sistema de control

térmico electrénico.

5.3 Reactivos

« Acetonitrilo (ACN) grado HPLC isocratico LiChrosolv® (Merck, Darmstadt,

Alemania).

* Agua ultrapura tipo I (resistividad > 18,2 MQ-cm a 25 °C, COT < 5 ppb) obtenida de
un sistema Milli-Q® Advantage A10 (Merck Millipore, Burlington, MA, EE. UU.).

+ Acido fosforico (HsPO4) > 85 % LiChropur™ (Merck, Darmstadt, Alemania), utilizado
como modificador de fase movil.
* Etanol absoluto > 99,8 % grado analitico, EMSURE® (Merck, Darmstadt, Alemania);

* Metanol (MeOH) grado HPLC LiChrosolv® (Merck, Darmstadt, Alemania) empleado

como componente del sistema extractivo metanol:cloroformo 9:1 (v/v).

*  Cloroformo (CHCIls) grado analitico, estabilizado con etanol, Sintorgan (Buenos Aires,
Argentina), empleado como componente del sistema extractivo metanol:cloroformo 9:1
(V/v).
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5.4 Preparacion de soluciones estandar y curvas de calibracion

Para la estimacion semicuantitativa se empled un concentrado de A°~-THC como calibrante de
trabajo. Dado que no se trataba de un estandar primario certificado, se estimoé mediante HPLC-
DAD la fraccion relativa de area del pico asignado a A°-THC. Con una suma de areas
consideradas de 9.116.846 unidades y un area del pico principal (tR = 9,603 min) de 8.507.392

unidades, la fraccion relativa de area fue 93,31 %.

Este procedimiento no determina pureza quimica ni aporta trazabilidad metrologica; por ello,

las concentraciones calculadas se informan como estimaciones semicuantitativas.

mA U

|

Figura 9. Cromatograma obtenido a 220 nm de la solucién calibrante de 4°-THC.

Se pesaron aproximadamente 30 mg (0,03 g) del estandar y se llevaron a volumen en un matraz
aforado de 10,0 mL con etanol absoluto grado HPLC. La disolucion se facilitd mediante
sonicacion en bafio ultrasonico durante 20 minutos. Se obtuvo una concentracion de 2,82
mg/ml, que constituyd la solucion madre de la serie de calibracion. La Figura 9 reproduce uno

de los cromatogramas obtenidos del calibrante de trabajo de A°-THC.

La evaluacion de la homogeneidad espectral no evidencio heterogeneidad espectral detectable
a lo largo del pico, determinandose un indice de pureza de pico (peak purity index) de 0,99999,
parametro que resulta compatible con la ausencia de coeluyentes de espectro distinto, véase la

Figura 10.
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Figura 10. Analisis de pureza espectral del pico cromatogréfico, se evidencia la homogeneidad espectral a lo
largo de todo el ancho del pico, peak purity index = 0,99999.

A partir de esta solucion madre, se construyd una curva de calibracion de cuatro niveles
aplicando un factor de dilucion seriado de 1:2,5. Las diluciones se ejecutaron transfiriendo
alicuotas exactas de 2 ml desde la solucidn precedente hacia matraces aforados de 5 ml,
llevando a volumen final. El rango de trabajo quedé establecido entre 0,0289 y 0,4512 mg/mL
sobre cuatro niveles de concentracion. Sobre ese conjunto se evaluaron tres modelos de
regresion: minimos cuadrados ordinarios, ponderacion 1/x y ponderacion 1/x2. Se selecciond la
ponderacion 1/x? porque produjo una distribucion de residuales sin tendencia sistematica con
la concentracion, acotados entre —4,5 % y +5,9 %, y mantuvo el sesgo de la concentracion
recalculada de todos los niveles incluidos dentro de £6 %, frente a un sesgo de +10,7 % para la
ponderacion 1/x y de +26,5 % para el modelo sin ponderar, ambos en el nivel inferior del rango.
El modelo adoptado fue y = 3,367 x 10° x — 1,38 x 10*. El coeficiente de determinacion r? =
0,9906, correspondiente al ajuste sin ponderar, se informa como descriptor del ajuste y no como

prueba suficiente de linealidad ni de aptitud cuantitativa.

5.5 Extraccion y preparacion de las muestras

El procedimiento de extraccién de los analitos desde la matriz vegetal se ejecut6 siguiendo un
protocolo de extraccion asistida por ultrasonido (UAE) a temperatura controlada para la
evaluacion preliminar de las muestras. En primer lugar, se pesaron aproximadamente 200 mg
de material vegetal previamente molido y tamizado, registrandose la masa exacta de cada
preparacion. A una alicuota de material vegetal se afiadieron 10,0 mL de etanol absoluto y a
otra 10,0 mL de metanol:cloroformo 9:1 (v/v). Ambas extracciones se sometieron a idénticos

tiempos de sonicacion, centrifugacién y filtracion.
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La mezcla se sometio a sonicacion durante 20 minutos a una frecuencia de 40 kHz. Con el fin
de evitar la descarboxilacion espontanea y la degradacion térmica de los analitos, la temperatura
del bafio ultrasonico se monitored constantemente con un termometro y se mantuvo a 20 °C.
Finalizado el ciclo de extraccién, las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos

para asegurar la precipitacion completa del material particulado.

A partir del sobrenadante clarificado, se procedié directamente al filtrado de la muestra
empleando filtros de jeringa con membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 um de
tamafio de poro. Durante este paso, se descartaron sistematicamente los primeros 0,5 mL del
filtrado. Finalmente, el extracto filtrado se recogid hasta llenar por completo los viales de vidrio
de 1,5 mL, quedando las muestras acondicionadas y listas para su inyeccion directa en el sistema
HPLC-DAD.

5.6 Condiciones cromatogréficas (HPLC-DAD)

La separacion se realizo en una columna de fase reversa Kinetex® C18 core-shell (2,6 um; 150
mm x 4,6 mm; Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.), con agua ultrapura como fase movil A
y acetonitrilo como fase mévil B, ambas acidificadas con acido fosforico al 0,085 % (v/v). Las
dos fases se desgasificaron en bafio ultrasonico durante 10 min y se filtraron por membrana de
nylon de 0,45 um antes de su uso. La acidificacion se adopté para favorecer que los
cannabinoides acidos permanezcan predominantemente en su forma no ionizada durante la

cromatografia.

El programa de elucidn se ejecut6 a un caudal de 1,0 mL/min sobre un tiempo total de corrida
de 17,50 min. La composicion inicial, 60 % de fase B, se mantuvo durante los primeros 1,50
min, tras lo cual la proporcion organica se elevo de manera lineal hasta el 75 % a los 8,50 min
y hasta el 80 % a los 9,50 min. Un tercer tramo la llevo al 95 % a los 11,00 min, condicién que
se sostuvo hasta los 12,50 min; el retorno a la composicion inicial se completo en 0,50 miny el
reequilibrado al 60 % se extendid desde los 13,00 min hasta el final de la corrida. La
segmentacion del tramo ascendente, con dos cambios de pendiente entre el 60 %y el 80 %, se
ajusté de manera empirica durante el desarrollo con el objeto de distribuir la elucién de los
cannabinoides neutros a lo largo del cromatograma, mientras que el tramo al 95 % sitla la
elucion de las formas &cidas dentro de la ventana de adquisicion. Los 4,50 min de reequilibrado
resultaron suficientes para restituir la condicién inicial entre inyecciones, segun lo confirma la

estabilidad de los tiempos de retencion documentada en la seccion 6.1.
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El volumen de inyeccién fue de 1 pL, con la columna termostatizada a 30 + 1 °C y el carrusel
de muestrasa 10 £ 1 °C. La deteccion se realizé por arreglo de diodos, con la longitud de onda
de cuantificacion fijada en 220 nm (ancho de banda 4 nm; longitud de onda de referencia 360
nm con ancho de banda 100 nm) y adquisicion simultanea del espectro completo entre 200 y
400 nm. Esta tltima prestacién result6 determinante para el trabajo, dado que permitié examinar
cada sefial a 310 nm y discriminar sobre esa base las formas acidas de las neutras conforme al
criterio que desarrolla la seccidn 6.2, sin necesidad de ensayos adicionales ni de una segunda
inyeccién. El método se configur6 con un umbral de pureza espectral de 990/1000 como criterio

de aceptacidn de la homogeneidad de cada pico.

6. Resultados

6.1 Identificacion de picos y asignacion de quimiotipos

La primera exigencia sobre el método fue separar e identificar los cannabinoides mayoritarios
con criterios verificables. No se dispuso de estandares primarios certificados, de modo que la
identificacion no pudo apoyarse con una coinyeccion. La asignacion se construyo en
consecuencia sobre tres criterios convergentes, la posicion de elucion, el comportamiento
espectral y la respuesta de cada sefial al tratamiento térmico. Asimismo, para facilitar la
identificacion de los picos principales se utilizaron muestras provenientes de diferentes

quimiotipos.

La muestra CBD1, de un quimiotipo Ill, es decir material rico en CBD, distribuy0 su respuesta
entre dos sefiales mayoritariasa 5,51 y 5,96 minutos, distribucidn que reproduce la coexistencia
esperable entre un cannabinoide y su precursor acido. La muestra THC2, perteneciente al
quimiotipo 1, es decir un material rico en THC, presentd en cambio una sefial predominante a
9,60 minutos, cuya elucidbn més tardia sobre la fase estacionaria octadecilsilano resulta
consistente con una mayor lipofilia. El concentrado empleado como calibrante, material
descarboxilado, concentro su respuesta en esa misma sefial a 9,60 minutos y carecid por

completo de sefial a 11,9 minutos, comportamiento que la seccion siguiente retoma.
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Figura 11. Cromatograma obtenido a 220 nm de la muestra CBD1, rica en CBD.
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Figura 12. Cromatograma obtenido a 220 nm de la muestra THC2, rica en THC.

25 s 75 100 125 150 rier

37



Federico Martin Portilla

La Tabla 3 reline los parametros de retencion y separacion de las cinco sefiales asignadas,

calculados sobre el conjunto de inyecciones de extractos vegetales.

Serial tR medio tR RSD k' o Rs rango
(min) (%0)

CBDA 5,518 0,78 3,34 - 1,07-10,38

CBD 5,985 0,46 3,71 1,11 1,32-1,73

CBN 8,364 0,38 5,59 1,51 1,32-9,43

A°-THC 9,620 0,22 6,58 1,18 2,90-5,21

THCA 11,906 0,77 8,38 1,27 1,15-9,72

Tabla 3. Pardmetros de retencion y separacion de las sefiales asignadas a 220 nm. k', factor de retencion, o,
selectividad respecto de la sefial precedente en la tabla. La resolucion se informa contra el pico integrado
inmediatamente precedente, que no siempre corresponde a la fila anterior.

Los factores de retencion se distribuyeron entre 3,34 y 8,38, intervalo caracteristico de una
separacion en fase reversa correctamente planteada, con retencion suficiente para apartar las
sefiales del frente de elucidn sin prolongar la corrida, y las selectividades entre sefiales
consecutivas se mantuvieron por encima de 1,11 en todos los pares evaluados. La retencion
resultd estable a lo largo de la totalidad de la secuencia analitica, con desviaciones estandar
relativas comprendidas entre 0,22 % y 0,78 %, valores compatibles con un reequilibrado
completo de la columna entre inyecciones. El tiempo muerto se estimé en 1,27 min mediante
la expresion to = € - m - (d/2)*> - L / F, con un volumen geométrico de columna de 2,49 mL
correspondiente a las dimensiones 150 x 4,6 mm, una porosidad total asumida de 0,51 conforme
al valor caracteristico de las particulas core-shell , y un caudal de 1,0 mL/min. Esta estimacion
fue necesaria porque el software adopta como referencia el primer pico integrado de cada
corrida, criterio que no resulta comparable entre inyecciones de composicion distinta. En
ausencia de un marcador no retenido, y dado que la estimacion geométrica omite el volumen
extracolumna del sistema, los factores de retencion se consideran aproximados y se informan
con caracter orientativo; una variacion de la porosidad asumida entre 0,51 y 0,65 desplazaria el
factor de retencion del A°>-THC entre 6,57 y 4,94. Las selectividades entre sefiales consecutivas,
en cambio, resultan practicamente insensibles a esa suposicidn, con desplazamientos inferiores
al 1,5 % sobre el mismo intervalo de porosidad, de modo que la evidencia de separacion que

aportan no depende de la estimacion del tiempo muerto.

La resolucion acompafié ese comportamiento sobre el analito que sustenta las determinaciones
cuantitativas. E1 A>-THC se separ0 de la sefial precedente con valores nunca inferiores a 2,90,
esto es holgadamente por encima del umbral de 1,5, y ese margen se mantuvo en la totalidad

de las matrices e inyecciones. Los valores observados favorecen una integracién reproducible
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bajo el criterio empleado, aunque no aseguran por si solos exactitud cuantitativa. EI THCA
alcanzo valores de hasta 9,72 en las matrices donde constituye un componente menor, y
descendio al intervalo comprendido entre 1,15y 1,35 en M1 y KMH, esto es precisamente en
aquellas donde concentra la mayor parte de la respuesta cromatografica y la sefial contigua
queda parcialmente solapada sobre su flanco ascendente. Corresponde por lo tanto describir su

separacion en esas dos matrices como aparente antes que basal.

Ninguna de las asignaciones alcanza el nivel de identidad confirmada, que requeriria
coinyeccion con estandar auténtico certificado. Las sefiales de CBDA, CBD, CBN, A°-THC y
THCA se informan como asignaciones probables, sustentadas en la convergencia de los tres
criterios enunciados. La sefial a 5,96 minutos admite una salvedad adicional, ya que se informa
como cannabidiol con posible coelucién de cannabigerol, par critico del método cuya
resolucion no super6 1,73. EI método resuelve ademas otras sefiales que no fueron asignadas y

que este trabajo no discute.

6.2 Discriminacion entre formas &cidas y neutras

La distincion entre un cannabinoide y su precursor acido constituye el problema analitico
central de este trabajo, y es también aquello que justifica la eleccion del detector. Los
cannabinoides acidos conservan absorbancia apreciable hacia el ultravioleta cercano,
comportamiento atribuible a la conjugacion adicional que el grupo carboxilo introduce sobre el
anillo aromatico, mientras que sus homaélogos neutros no absorben de manera apreciable en esa
region. Un detector de arreglo de diodos registra el espectro completo de cada pico durante la

elucién y permite explotar esa diferencia sin ensayos adicionales.

La comparacion de un mismo cromatograma a dos longitudes de onda ilustra el criterio. En la
muestra CBD1, la sefial a 5,51 minutos conserva respuesta a 310 nm mientras la sefial a 5,96
minutos se pierde en la linea de base. En la muestra THC2 ocurre lo propio entre las sefiales de
11,9y 9,6 minutos. En ambos casos el comportamiento resulta compatible con la asignacion de

la sefial mas retenida a la forma &cida.
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Figura 13. Perfiles cromatogréficos de la muestra CBD1. (A) Cromatograma a 220 nm. (B) Cromatograma a 310
nm.
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Figura 14. Perfiles cromatograficos de la muestra THC2. (A) Cromatograma a 220 nm. (B) Cromatograma a 310
nm.
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El alcance del criterio es no obstante acotado. La absorbancia diferencial establece el caracter
acido o neutro de una sefial, pero no identifica por si sola cudl compuesto en particular la

origina.

6.2.1 Perfiles cromatogréficos y estado de descarboxilacion

Las tres matrices produjeron cromatogramas que se distinguen a simple vista, y esa diferencia

se corresponde con su historia postcosecha.
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Figura 15. Extracto etandlico de la muestra KMH a 220 nm. El material seco y curado, no descarboxilado,
presenta una Unica sefial dominante a 11,9.

KMH, seca y curada pero nunca sometida a calor dirigido, presentd un cromatograma
practicamente de un solo pico, con la sefial del THCA y la de la forma neutra (9,6 min) apenas
distinguible de la linea de base. El secado y el curado, aun prolongados, no bastaron para
desplazar de manera apreciable el equilibrio entre ambas formas. Esta genética de cultivo en

interior concentro ademas la mayor respuesta del estudio en un Unico cannabinoide.
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Figura 16. Extracto etandlico de la muestra M1 a 220 nm. El tejido fresco sin procesar presenta dos sefiales
resueltas, THCA a 11,9 min y la forma neutra a 9,6 min.

M1 presento en cambio dos sefiales netamente resueltas. La presencia de una fraccion neutra
apreciable en material que nunca recibi¢ tratamiento térmico resulta compatible con la
descarboxilacidn espontanea que ocurre durante el desarrollo de la planta y su manipulacién

previa.
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Figura 17. Extracto etandlico de la muestra CBN a 220 nm, tras el tratamiento a 260 °C durante 6 minutos. La
relacion entre formas se invierte y el pico a 8,4 min, asignado a cannabinol, pasa a constituir un componente

principal del perfil.
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CBN exhibid la relacién inversa. El tratamiento a 260 °C invirtié por completo el perfil y
produjo ademas una sefial a 8,4 minutos que en las otras matrices resultaba marginal. La Tabla

4 expresa esta progresion en términos cuantitativos.

Matriz Estado postcosecha indice de Avrea del pico de
descarboxilacién (%)  cannabinol (u.a.)
KMH Seca y curada 1,8 83.789
M1 Fresca, sin procesar 22,6 76.209
CBN Descarboxilada, 260 °C, 6 96,8 905.620
min

Tabla 4. Indice de descarboxilacion y area del pico de cannabinol en el extracto etandlico de cada matriz. El
indice se calcula como el drea de A*-THC dividida por la suma de las dreas de A°*-THC y THCA. La comparacion
se establece sobre material tal cual, sin correccidn a base seca; los valores de M1 corresponden a tejido fresco.

El indice ordena las tres matrices de manera mono6tona conforme a su historia postcosecha,
desde el 1,8 % del material seco y curado hasta el 96,8 % del acondicionado térmicamente, con
el tejido fresco en posicion intermedia. Se calculd un indice de descarboxilacién como cociente
entre las areas de las sefiales asignadas a las formas acida y neutra. Dado que no se determino
un factor de respuesta relativo, este indice describe la respuesta DAD a 220 nm y no se

interpreta como cociente molar ni como concentracion relativa.

Este ordenamiento constituye la verificacion mas sélida de la discriminacion espectral descripta
mas arriba. La descarboxilacién convierte de manera especifica las formas acidas en sus
homologas neutras sin alterar el sistema de anillos, de modo que un tratamiento térmico de
resultado conocido opera como un experimento de conversion. EI comportamiento observado
apoya fuertemente la asignacion de la sefial mas retenida a la forma acida, sin constituir por si

solo una confirmacién de identidad molecular.

6.2.2 Formacién de CBN durante el tratamiento térmico

El area del pico asignado al CBN en la matriz tratada supero en aproximadamente once veces
la registrada en las dos matrices no tratadas. La comparacion es legitima porque las masas
extraidas y los volimenes de solvente y de inyeccién fueron equivalentes. Este enriquecimiento

merece atencidn porque no constituye un subproducto trivial del proceso.

ElI CBN no deriva de la descarboxilacion. Esa reaccion convierte el THCA en A°-THC mediante
la pérdida no enzimatica de un grupo carboxilo en forma de didxido de carbono, sin modificar
el esqueleto carbonado. EI CBN procede en cambio de la aromatizacion oxidativa del producto

neutro ya formado, una via que requiere oxigeno y que el calor, la luz y el tiempo favorecen.
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Un tratamiento dirigido a completar la descarboxilacion promueve por lo tanto ambas

reacciones de manera simultanea, y la segunda consume aquello que la primera produce.

El enriquecimiento observado resulta compatible con esa via, tanto mas cuanto que 260 °C
constituye una condicion severa frente a los intervalos habitualmente descriptos para la
descarboxilacién controlada. No se determino el contenido de CBN de esta matriz antes del
tratamiento, de modo que no puede atribuirse la totalidad del enriquecimiento al calor aplicado
ni descartarse una contribucion de la historia previa del material. Con esa salvedad, la
observacion sugiere que la temperatura de acondicionamiento merece ser controlada por si
misma y no solo ajustada hasta que la forma acida desaparezca del cromatograma. La identidad
del CBN requiere confirmacion por coinyeccion, por lo que la sefial se informa como asignacion

presuntiva y no se cuantifica.

6.3 Evaluacion del rendimiento extractivo

La transferencia del analito desde la matriz vegetal hacia la fase liquida constituye la etapa
limitante de cualquier procedimiento de cuantificacion, y la eleccion del solvente afecta
directamente al rendimiento de la extraccion. Las metodologias clasicas han recurrido
tradicionalmente a mezclas cloradas por su capacidad de solvatacion de resinas lipofilicas. El
presente ensayo contrasto ese sistema, metanol:cloroformo 9:1 (v/v), frente al etanol absoluto,
manteniendo constantes la masa vegetal, el volumen de solvente y las condiciones de

sonicacion.

La comparacion se establecio sobre el A°-THC, (nico analito con calibracién propia, y se
restringié a las dos matrices cuyas respuestas cayeron dentro del rango verificado en ambas

ramas. El contenido en el material vegetal se obtuvo mediante la expresion general
contenido (mg/g) =Cx VxFD/m

donde C es la concentracidn del extracto obtenida por interpolacion en el modelo adoptado, en
mg/mL, V el volumen de solvente dispensado, 10,0 mL en todos los casos, FD el factor de
dilucion previo a la inyeccion y m la masa exacta de material vegetal, en gramos. A modo de
ejemplo trazable, el area media de la preparacién M2 interpola una concentracion de 0,0939
mg/mL. Restituido el factor de dilucion 10, referida a los 10,0 mL de solvente y a los 0,2003 g

extraidos, resulta un contenido de 46,87 mg/g para el extracto etandlico de M1.
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Matriz Etanol absoluto (mg/g) MeOH:CHCls 9:1 Cociente EtOH / MC
(mg/g)
M1, fresca 46,87 17,95 2,61
KMH, seca y curada 4,56 4,62 0,99

Tabla 5. Contenido semicuantitativo de A°*-THC, a partir de las mediciones comprendidas dentro del rango de
trabajo verificado. Los valores de M1 corresponden a material fresco, sin correccion a base seca.

Sobre tejido fresco el extracto etandlico rindi6 46,87 mg/g frente a 17,95 mg/g del cloroférmico,
cociente de 2,61 a favor del etanol. Sobre material seco y curado se obtuvieron 4,56 mg/g con
etanol y 4,62 mg/g con metanol:cloroformo 9:1, cociente 0,99. Estos valores fueron similares a
nivel de la respuesta instrumental del Unico extracto analizado; no constituyen una prueba de
equivalencia entre solventes ni incorporan la variabilidad de extraccion. EI desempefio relativo

de ambos solventes no resulté por lo tanto uniforme entre matrices.

La comparacidn entre sistemas se expresa como cociente y no como diferencia porcentual. Una
diferencia porcentual depende de cual de los dos sistemas ocupe el denominador y arroja
magnitudes distintas segun la direccion en que se la lea, mientras que el cociente es simétrico
frente a esa inversion y admite lectura directa contra la unidad, valor que representa la
equivalencia entre solventes. El extracto etanolico de M1 excedio el limite superior del rango
en lectura directa, razon por la cual se cuantificd a través de M2, dilucién 1:10 de ese mismo

extracto.
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Figura 18. Extracto M1 MC, obtenido con metanol:cloroformo 9:1, a 220 nm. Se recuperan los mismos analitos
que con etanol (Figura 16).
La comparacion de las Figuras 16 y 18 muestra que ambos solventes recuperan

cualitativamente los mismos analitos y conservan la integridad del perfil quimiotipico. Lo que
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difiere es la magnitud de la respuesta, y esa diferencia no fue uniforme entre compuestos. El
examen del conjunto de picos comunes a ambos cromatogramas de M1 arrojé cocientes que
van desde valores inferiores a la unidad hasta valores superiores a cinco segun el analito

considerado.

La matriz CBN quedoé fuera de esta comparacion, dado que sus respuestas no cayeron dentro
del rango de trabajo verificado en ambas ramas. En consecuencia, su perfil se utilizé sélo con
finalidad cualitativa y para el calculo del indice cromatografico aparente. Ademas, debido a la
profunda modificacion estructural y fisicoquimica de la matriz provocada por el tratamiento
térmico, se desestimoO la comparacion de los rendimientos de extraccion. Contrastar estos
valores con los del material vegetal en su estado natural no resulta pertinente. Por ende, la

comparacion cuantitativa entre solventes se restringié exploratoriamente a M1y KMH.

6.4 Recuperacion analitica

Las diferencias de respuesta observadas entre sistemas extractivos admiten en principio una
explicacion alternativa, que no reflejen una eficiencia extractiva distinta sino interferencias por
coelucion de compuestos endogenos capaces de comprometer la integracion. Para acotar esa
posibilidad se ejecutd un ensayo de recuperacion por adicion de estdndar posterior a la
extraccion, con la preparacién M2 como matriz base y adicion en proporcion volumétrica 1:1
de la solucion estandar correspondiente al nivel E3. El area esperada se calculé como la
semisuma del area media del blanco de matriz y la del nivel adicionado. Tanto la preparacion

fortificada como el blanco situaron su respuesta dentro del rango verificado.

Parametro Inyeccion 1 Inyeccion 2 Inyeccion 3 Media
Area observada, muestra 829.671 858.810 855.078 847.853
fortificada (u.a.)
Area esperada (u.a.) 948.464 948.464 948.464 948.464
Recuperacién global (%) 87,5 90,5 90,2 89,4
Recuperacion de la fraccion 85,1 88,8 88,3 87,4

adicionada (%)
Tabla 6. Ensayo de recuperacion por adicién de estandar posterior a la extraccién. Desviacion estandar relativa

de las areas entre inyecciones, 1,87 %. Los valores corresponden a la respuesta del analito en el extracto ya

obtenido y no a la etapa extractiva.

La recuperacion aparente fue 89,4 % para el balance global y 87,4 % para la fraccion
adicionada, con una dispersion inferior al 2 % entre inyecciones. Al tratarse de una fortificacion

posterior a la extraccion, evaluada a un Gnico nivel y con replicacion de inyeccion, este ensayo
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constituye una comprobacion exploratoria de la respuesta en matriz y no evalUa la recuperacion

del proceso extractivo ni representa una validacion de exactitud.

6.5 Limitaciones del estudio

Un conjunto de limitaciones acota el alcance de las conclusiones que anteceden. La principal
es el nivel de replicacion. Cada combinacion de matriz y solvente fue objeto de una Unica
extraccion, las inyecciones replicadas de cada extracto (dos o tres segin el extracto) miden
repetibilidad instrumental. El disefio no permite por lo tanto estimar la variabilidad del proceso
extractivo ni someter las diferencias observadas a contraste estadistico, de modo que
corresponde hablar de diferencias observadas en un ensayo exploratorio y no de un efecto
reproducible. Su confirmacion requiere al menos tres extracciones independientes por

condicion sobre alicuotas de un mismo material homogeneizado.

En el plano de la cuantificacion, el calibrante fue un concentrado cuya pureza se estimé por
normalizacion de areas y no un material de referencia certificado, razon por la cual todos los
contenidos se informan como estimaciones semicuantitativas. El rango verificado se sustenta
en cuatro niveles y varias determinaciones lo excedieron. No se determino un factor de
respuesta relativo entre las formas acida y neutra, de modo que no se informan contenidos de
THCA ni valores de THC total, y las relaciones de areas entre ambas formas se denominan

indices cromatograficos aparentes.

En cuanto a la identificacion, la asignacion de los picos se apoy6 en retencion, comportamiento
espectral y coherencia con el tratamiento térmico, pero no en coinyeccion con estandares

certificados.

Las condiciones de sonicacidn se aplicaron segun el protocolo adoptado pero no fueron objeto
de optimizacion ni de caracterizacion, de modo que no corresponde afirmar un mecanismo de
ruptura celular ni la existencia de una meseta extractiva. El trabajo no incluyd ensayos de
robustez ni la incorporacion de un estandar interno. Y dado que las tres matrices difieren de
manera simultanea en genética, condiciones de cultivo y procesamiento postcosecha, el estudio

no permite atribuir las diferencias observadas entre ellas a un Gnico factor.
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7. Discusion

Los resultados experimentales admiten tres lecturas que exceden el caso particular de las
muestras analizadas. La primera concierne a la capacidad del procedimiento para leer la historia
de un material vegetal. Los tres perfiles obtenidos se ordenaron sobre el eje que va de las formas
acidas a las neutras exactamente como su procesamiento permitia anticipar, y lo hicieron con
una separacion amplia entre extremos, desde un indice de descarboxilacién del 1,8 % en el
material seco y curado hasta el 96,8 % en el acondicionado térmicamente. Esta capacidad no es
un accesorio del método sino su consecuencia directa. La acidificacion uniforme de ambas fases
moviles suprime la ionizacién del grupo carboxilo y permite retener las formas acidas sin
derivatizacién, mientras que la absorbancia diferencial a 310 nm las distingue de las neutras
dentro de una misma inyeccion. Un procedimiento que operase a temperatura elevada durante
la separacion no conservaria esa informacién, ya que la cromatografia de gases descarboxila
los cannabinoides acidos en el puerto de inyeccion y, sin derivatizacion previa, habria

informado perfiles semejantes para matrices cuyo estado real es opuesto.

La segunda lectura concierne al tratamiento térmico. El acondicionamiento a 260 °C cumplio
su objetivo nominal con holgura, dado que practicamente toda la forma acida desaparecio del
cromatograma. Sin embargo, el mismo perfil que documenta esa conversion exhibe un pico de
CBN once veces mayor que el de las matrices no tratadas. Dado que el CBN no procede de la
descarboxilacion sino de la aromatizacion oxidativa del producto neutro, ese enriquecimiento
resulta compatible con la degradacion de una fraccion del principio activo durante el propio
acondicionamiento. La temperatura merece por lo tanto ser tratada como una variable a
controlar por si misma, y su efecto sobre la relacién entre producto y subproducto exige un

ensayo especifico con control pretratamiento y varias temperaturas.

La tercera concierne al desempefio de los sistemas extractivos, que no resulté uniforme entre
matrices. El etanol absoluto rindi6 sobre material seco y curado un contenido similar al de la
mezcla clorada, con un cociente de 0,99, mientras que sobre tejido fresco lo excedio con un
cociente de 2,61. Una interpretacion compatible con este comportamiento vincularia la
divergencia con el contenido de agua del tejido y su efecto sobre el acceso del solvente al
analito. Los cannabinoides se acumulan en la cavidad secretora de los tricomas glandulares,
embebidos en una resina lipofilica y confinados por una cuticula. En material desecado la
contraccion del tejido facilitaria la ruptura de esa barrera durante la molienda y la cavitacion,

mientras que en tejido fresco la resina se encontraria rodeada por una fase acuosa que el solvente
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debe atravesar. El etanol, miscible con agua en toda proporcion, podria formar con el agua
tisular una fase Unica de polaridad intermedia capaz de penetrar la matriz, mientras que la
mezcla metanol:cloroformo, cuya capacidad de solvatacion reside en un componente inmiscible
con el agua, tenderia a separar fases sobre la superficie del material. Esta lectura ordena los
datos de manera econdmica, pero el disefio no modulé de forma controlada el contenido de
humedad de una misma matriz, de modo que la contribucion del agua tisular no puede aislarse
de las restantes diferencias entre los especimenes. La hipdtesis orienta la interpretacion sin

quedar demostrada por ella.

Con esa salvedad, la observacién tiene consecuencias practicas al considerarse junto con
criterios ajenos al rendimiento. La bibliografia ha sefialado la inestabilidad estructural de ciertos
cannabinoides en presencia de solventes halogenados, a lo que se suman el perfil toxicolégico
del cloroformo, los requerimientos de manipulacion y disposicién que impone y su costo. En
las condiciones exploratorias de este estudio el etanol mostré un desempefio aparente
comparable en KMH y una respuesta mayor en M1, ademas de ventajas operativas y
ambientales frente al sistema metanol:cloroformo. La comparacion requiere confirmacion

mediante extracciones independientes antes de generalizarse a otras matrices o condiciones.

8. Conclusién

El presente trabajo desarroll0 y evalud preliminarmente un procedimiento de extraccion asistida
por ultrasonido acoplado a HPLC-DAD para la separacion de sefiales cannabinoides y la
estimaciéon semicuantitativa de A®-THC en tres matrices contrastantes. No se presenta un
método validado ni de aplicabilidad general, sino un desarrollo exploratorio cuyo alcance queda

delimitado por las limitaciones enunciadas con anterioridad.

El gradiente propuesto separd las formas neutra y acida del tetrahidrocannabinol con retencidn
reproducible, con desviaciones estandar relativas comprendidas entre 0,22 % y 0,78 % para las
cinco sefiales asignadas y con una resolucion no inferior a 2,90 para la forma neutra. En las
matrices dominadas por la forma &cida, la resolucion de ese analito descendid a valores
comprendidos entre 1,15 y 1,35, de modo que su separacién debe describirse como aparente y

no como basal.

La acidificacion uniforme de ambas fases moviles permitié retener las formas &cidas sin recurrir
a derivatizacion, y la absorbancia diferencial a 310 nm sustento su diferenciacion respecto de

las neutras. La inversion del perfil a través del tratamiento térmico aplicado a una de las matrices
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apoya esa asignacion de manera independiente, sin constituir una confirmacion de identidad

molecular, que requeriria coinyeccion con estandares certificados.

El procedimiento permitio caracterizar el estado de descarboxilacién de las tres matrices y
ordenarlas conforme a su historia postcosecha, mediante un indice cromatografico aparente que
vario entre el 1,8 % del material seco y curado y el 96,8 % del acondicionado a 260 °C durante
6 minutos. Esta Ultima matriz presenté ademas un pico de CBN once veces mayor que el de las
matrices no tratadas, observacion compatible con la aromatizacion oxidativa del producto
neutro durante el acondicionamiento, cuya atribucion causal requiere un control previo al

tratamiento que este trabajo no incluya.

Sobre las mediciones comprendidas dentro del rango de trabajo verificado, el etanol absoluto
rindié un contenido similar al del sistema metanol:cloroformo 9:1 sobre material seco y curado,
con 4,56 y 4,62 mg/g, y un contenido mayor sobre tejido fresco, con 46,87 frentea 17,95 mg/g.
Dado que se dispuso de una Unica extraccion por condicidn, estas diferencias se informan como
observadas y no como un efecto reproducible, y su confirmacion requiere réplicas extractivas
independientes. Con esa salvedad, los resultados sugieren que el estado del material vegetal
puede modificar el comportamiento relativo de los sistemas extractivos y que deberia

considerarse de manera explicita durante el desarrollo de métodos analiticos.

El ensayo de recuperacion por adicion de estandar posterior a la extraccion arrojé valores del
89,4 % y 87,4 % segun se considere el balance global o la fraccion adicionada, con una
dispersion inferior al 2 %. Este resultado informa sobre la respuesta analitica del analito en
presencia del fondo matricial del extracto ensayado y no valida el proceso extractivo, cuyo

control exigiria fortificacion previa a la extraccion.

Finalmente, el procedimiento permitié separar sefiales asignadas de manera presuntiva a
cannabinoides y estimar semicuantitativamente A°-THC con la instrumentacion disponible. Los
resultados constituyen una base exploratoria y deben interpretarse dentro de las limitaciones del

disefio experimental y del calibrante utilizado.
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Anexo. Tablas 1y 2

Tabla 1. Estudio bibliografico reciente que muestra las aplicaciones de la LC en el andlisis de cannabinoides

Referencias Tecnica Analito Fase Estacionaria Fase Movil Tiempo Flujo
. analitica (A en (min) .
(ARO0) nm) (mL/min)
Patel (TJQ}_ZCB_?AD) 8 lz:olrgshell 12(% 8;35- 25 mM NH:CHsCOO 10 0.70
nm x
(2017) (CBDA, CBGA, CBD, mm, 2.7 pum)
CBG, THCA, CBN,
[232] A°THC & A®*THC)
MeOH
Gradiente
Saingam HPLC-DAD 2 Zorbax C18 MeOH 9 1.0
(2018) (220 nm) (THC & CBD) (4.6><1?1?nr)nm, 3.5
[264] H20
Isocratico (85:15)
Stolker LC-IT-MSn 5 Hypersil BDS C18 10 mM NHsCHsCOO + 35 0.2

0.2% FA + MeOH
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(2004)
[249]

(CBD, CBDA, CBN,
THC, A°THC & THCA)

B 10 mM NH4CHsCOO +
0.2% FA + H20

Gradiente

Pittiglio HPLC-DAD 2 Raptor C18 A H20 + 0.1% H3POa4 27 15
150%4.6 mm, 2.7
(2024) (20nm)  (ATHC&ATHC) 0
[265]
B ACN + 0.1% H3PO4
Gradiente
Analakkattillam HPLC-UV 2 185(8L21Ag C18 c A ACN 20 1.5
x4,
(2022) (214/228 nm) (CBD & THC) ( iy
[266] B H20
Isocratico (75:25)
Blebea HPLC-DAD 10 5 Perll(inESIIEE’eE:lS A HO+0.1%FA 11 1
(2021) (228 nm) (CBDV, CBDA, CBGA, (E%V(Yﬂgeﬁ mm, 2.7

[267]

CBG, CBD, CBN,

A°THC, A®THC, CBC &

THCA).

um)
B ACN+0.1% FA
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Gradiente

Burnier HI(32LC-DA)\D 4 (Is\lucleodcl:JrIC18 A 50 mM HsPOa 5
11 nm ravity Column
(2019) (CBN, CQBD, THCA & (250 X 4.6 pm)
[13] A’THC)
B ACN
Isocratico (15:85)
Jin HPLC-DAD 10 ZORBAX RX-C18 A 50 mM NH:HCOO 30
(4.6x150 mm, 3.5
(2017) (CBDA, CBGA, CBG, um)
(268] CBD, THCV, CBN,
THCA, A*THC, A°THC B ACN
& CBC)
Gradiente
Ciolino HPLC-DAD 11 ACE 5 C18-AR A ACN 50
(2018) (2200m)  cppv. cBDA, CBGA, 0 ﬁfq)mm’ >
[260] CBG, CBD, THCV,
CBN, A®THC, A°THC, B 0.5% AA
CBC & THCA).
Isocratico (66:34)
Galettis HPLC-UV 17 A 5 mM NH4HCOO + 0.1% 11

FA

75



(2021) (228 nm) CBDVA, CBDV, Raptor ARC-18 B ACN + 0.1 % FA
(2361 CBDA, CBGA, CBG,  (150x4.6 mm, 2.7
CBD, THCV, THCVA, um).
CBN, CBNA, A*THC, .
A°THC, CBL, CBC, Isocratico (25:75)
THCA, CBLA &
CBCA).
Gul HPLC-DAD 11 15(I).u2a66218 ; A 0.1% FA 22 1.2
X4, mm,
(2015) (210-240nm)  (CBDA, CBGA, CBG, ( um)
(2701 CBD, THCV, CBN,
ASTHC, A°THC, CBL,
CBC & THCA) B ACN +0.1% FA
Gradiente
KriZman HPLC-DAD 11 Luna C18 A HO+01%FA+10mM 85 0.8
(2020) (2750m)  cBpV, CBDA, CBGA, (190X MM, 3 Km) NH.HCOO
(23] CBG, CBD, THCV,
CBN, A*THC, A°THC
; ) ’ B ACN +0.1% FA + 10
THCA & CBC) MM NH:HCOO
Isocratico (9:31)
Musliu HPLC-DAD 12 A H-0 + 0.1% FA 12 0.6

(228 nm)




(2024) (CBDV, CBDA, CBGA, Poroshell 120 EC- ACN +0.1% FA
o CBG,CBD, THCV, 18 (150x3 mm, 2.7
CBN, A®THC, A°THC, um)
CBC & THCA) Isocratico (75:25)
Madej ;I2PI7(2:£1DAD 4 2Spheélii-S C18 0.5 % AA + H.0O 20 1
(2021) (22012400m)  cBpA cBD,CBN & SOxU;ﬁ)mm’ >
[272] A9THC)
0.5% AA + ACN
Gradiente
Mandrioli RP-HPLC-UV 10 Nex-Leaf CBX 0.085% H3POz + H:0 8 1.6
(2019) (220nm)  cgpa, cBGA cBG, '8 (%_5703%3 mm,
[7] CBD, THCV, CBN,
A¥THC, A°THC, CBC & 0.085% H3PO4 + ACN
THCA)
Gradiente
Mudge HPLC-DAD 8 Kinetex C18 10 mM NH:HCOO 15 0.6
(2017) (220 nm) (CBDA, THCV, CBD, (1OO><3L.1?nr)nm, L7
- CBG, CBN, THCA,
A®THC, A°THC & CBC) ACN
Gradiente
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De Backer HPLC-DAD 8 )éterrazl\l/IS C18 50 mM NH:HCOO + 36 0.3
(2009) (200-4000m)  cepa ceGA cBD, @0 e 5 MeOH
[180] C%G, THCAS,' CBN,
A'THC & ATTHC) 50 mM NH:HCOO + H20
Gradiente
Durante HI;\’ALSC;I-VI%SSI- 14 éi%enltiSSOEépress 0.1% AA+2 mM 20 0.30
x3 mm,
(2022) (210 & 220 (CBGV, CBDV, CBDA, 5_7 um) NH:HCOO + H:0
[208] nm) CBGA, CBG, CBNR,
CBD, CBCV, CBN, .
CBCA, A3THC, 0.1% AA + ACN
A°THC, CBC & THCA)
Gradiente
Calo HPLC-MS/MS 15 Pursuit XRs Ultra 10 mM EA + H.0 25 0.2
C18 (100x%2.0 mm,
(2020) 2.8 um)
[246] (CBN. CBD, THCA,
THC and synthetic 0.1% FA+ MeOH + ACN
cannabinoids) (95/5)
Gradiente
McRae HPLC-MS/MS 17 Ace-3 C18-amide 0.1% FA + H20 21 n/s
(2020) CBDV, THCV. (100x2.1mm, 2 pm

[274]

CBDVA, CBD, CBG,
THCVA, CBN, A*THC,

0.1% FA + ACN
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A°THC, CBC, CBDA,
CBL, CBNA, THCA,
CBGA, CBCA &
CBLA)

Gradiente

Kanabus

(2023)
[171]

UHPLC-HESI-
MS

17

(CBDVA, CBDV,
CBDA, CBGA, CBG,
CBD, CBN, THCVA,
THCV, CBN, CBCA,

APTHC, A°THC, THCA,
CBL, CBLA & CBC)

Cortecs C18
(2.1x100 mm, 1.6
Hm)

A

B

0.02% AA + ACN

5 mM NH4HCOO + H:0

Isocratico (75:25)

10

0.3
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Tabla 2. Estudio bibliografico reciente que muestra las aplicaciones de la GC en el analisis de cannabinoides y terpenos.

Referencia ~ Técnica Fase Estacionaria Carrier Gas Analitos Tiempo Condiciones
Analitica (minutes) criticas de
(Afio) Flujo (mL/min) tem;zg(r:a;tura
Fischedick GC-FID DB5 (30 m x0.25 mm, Nitrégeno 36 65 To: 60 - 240
(2010) 0.25 um) .
1.2 E.g..CBD, CBG,A*THC, A°THC, Ti: 230
[275] CBC, CBN, linalool a-humulene, _
limonene, myrcene, a-terpinene. Trip: 250
GC-MS HP5-ms (30 m x 0.25 Helio 36 65 To: 60 - 240
mm, 0.25 um) 1.2 E.¢..CBD, CBG,A*THC, A°THC, Ti: 230
CBC, CBN, linalool a-humulene, _
limonene, myrcene, a-terpinene. Ts: 280
Zekic GC-FID 0 I;éx-SO (0385m X Helio 12 22.5 To: 60 - 290
.25mm, 0. m
(2020) .25 pm) 2 Ti: 310
[233] CBD, CBG,A*THC, A°THC, Trio: 310
CBC, CBN, a-humulene,
limonene, myrcene, a-terpinene,
[-pinene, and a-terpinene.
Giese GC-FID Elite 5MS (30m x Hidrogeno 17 35 To: 60 - 300
2 2 . .
(2015) 0.25mm, 0.25um) 1.3 E.g., a-pinene, camphene, f- Ti: 230
[250] pinene, myrcene, a-phellandrene, T
FID. -

3-carene, a-terpinene, limonene,
f-ocimene, y-terpinene,
terpinolene, linalool, fenchol, a-
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terpineol, p-caryophyllene, a-
humulene, caryophyllene oxide.

Bajda GC-FID HP-5 (30 m x 0.32 Nitrégeno 8 21 To:60-114
mm, 0.25 pm) . .
(2023) 1.2 F-plnene, myrcene, p-cymene, Ti: 250
[261] imonene, linalool, a-terpineol, _
nerol, and geraniol. Trio: 280
Ibrahim GC-FID  DB5-MS (30 m x 0.25 Helio 10 60 To: 60 - 250
(2023) mm, 0.25 pm) 1.2 a-pinene, S-pinene, f-myrcene, Ti: 250
[276] limonene, terpinolene, linalool, a- _
terpineol, 4-caryophyllene, a- Trioz 300
humulene, and caryophyllene
oxide.
Ibzrghgi)m GC/IMS DB-5MS(§320 m x 0.25 Helio 10 46 To:50-165
(2019) mm, 0.25 um) 1.0 a-pinene, B-pinene, f-myrcene, Ti: 250
[219] limonene, terpinolene, linalool, a- _
terpineol, A-caryophyllene, a- Ts: 230
humulene, and caryophyllene
oxide.
Rocha ~ HS-SPME  HP-5MS (30 m x 0.25 Helio 30 20 To: 60 - 260
(2[3;1) GC-MS mm, 0.25 pm) 1.21 E-g, a-pinene, f-pinene, - Ti: 250
myrcene, D-limonene, Te: 930

terpinolene, linalool,
caryophyllene, a-bergamotene,
and humulene.

81



Nguyen HS—-GC— TG-624SilMS (30 m x Helio 30 16.5 To: 60 - 280
(2020) MS (SIM) 0.25 mm, 1.4 pm) 15 E.g., a-pinene, camphene, S- Ti: 125
[254] myrcene, ,B-‘plnene, 5-3-carene, a- _
terpinene, limonene, p-cymene, Ts: 300
and terpinolene.
Kaur GCxGC- Rxi-5ms (30 m x 0.2? Helio 146 128 To: 50 - 280
(2023) TOFMS Q{;‘;Hoe-g&ngx%?g X 0.7 (1D) E.g., a-pinene, B-pinene, - Ti: 280
] . myrcene, D-limonene,
[263] 0.25 mr(nz’[()))zo um) 21.0 (2D) terpinolene, linalool, B- Ts. 280
caryophyllene, a-humulene,
guaiol, and a-bisabolo.
Hanu§ GC/MS HP-5MS Ul (30 m x Helio 38 34.7 To: 35 - 250
(2024) (liquid 0.25 mm, 0.25 pm) 1.0 E.g., B-myrcene, limonene, j3- Ti: 250
[221] extracion) caryophyllene, a-humulene, y- _
elemene, a-bulnesene, and y- Ts: 280
selinene.
HS GC/MS BIIZ-55|\/IS U(I) (2350 m X Helio 74 34.7 To: 35-250
25 mm, 0.25 pm) 1.0 E.g., a-pinene, B-pinene, B- Ti: 250
myrcene, limonene, an .
terpinolene. Tinc: 80
Ts: 280
SP}\/IE HF;—SMS Ul (230 m X Helio 57 34.7 To: 35 -250
M . . .
GCIMS 0.25 mm, 0.25 hm) 1.0 E.g., p-caryophyllene, a- Ti: 250
humulene, selina-3,7(11)-diene, y- .
selinene, f-myrcene y limonene. T inc: 60
Ts: 280
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I:Perei_ra (_dG(t;f—_I\/tI_S ) DB-5MS (30 m x 0.25 Helio 56 40.6 To: 50 - 260
raentrication
r(%%f)co mm, 0.25 um) 1.3 E.g., a-pinene, camphene, S- Ti: 270
pinene, f-myrcene, a-terpinene, )
[220] p-cymene, D-limonene, and Ts:230
eucalyptol.
( GC_—f_FID ) VF-5MS (30 m x 0.25 Helio 56 40 To: 50 - 300
quantification . . .
mm, 0.25 um ) 1.3 E.g., a-pinene, camphene, S- Ti: 270
pinene, f-myrcene, a-terpinene, )
p-cymene, D-limonene, and Trio: 300
eucalyptol.
Joy GC-MS HP-5 MS (60 x 0.25 Helio 18 33.0 To: 115-280
(2025) (SIM) mm, 0.25 pm) 1.2 E.g., B-myrcene, S-caryophyllene, Ti: 250
[216] a-humulene, limonene, and a- .
bisabolol. Ts: 250
Lee HS-GC/MS DB-5MS (30 m x 0.25 Helio 26 34 To: 60 - 250
(2023) mm, 0.25 um) 1.0 E.g. al-pinene, ,B-pinelne, | Ti: 250
myrcene, limonene. eucalyptol, )
[260] (Eg-ﬁ-ocimene, and y-terplynene. Ts: 250
Haczkiewicz HS-SPME- Zebrog 551)35 M%iz(go Helio 59 42 To: 50 -280
-M m x 0.25 mm, O. .
(2025) GC-MS Hm) 1.07 E.g., p-caryophyllene, a- Ti: 250
[256] humulene, sesquisabinene, p- Ts: 250

cymene-8-ol, a-trans-
bergamotene, myrcene, and o-
cymene.
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