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Resumen

En los dltimos afios, la planta Cannabis sativa L., a pesar de la controversia que
genera, ha ido adquiriendo una notable importancia debido al potencial
farmacoldgico que muestran algunos de los principales compuestos cannabinoides
presentes en diferentes partes de la planta. Por este motivo, es de gran interés
profundizar no solo en el conocimiento de las propiedades fisico-quimicas del
Cannabis sativa L. sino también en el de las diferentes técnicas analiticas utilizadas
tanto para la extraccion como para la identificacion y caracterizacion de los
constituyentes mas importantes presentes en la planta. En la actualidad, aunque la
finalidad sea la obtencion de estos compuestos en la mayor proporcion y pureza
posibles, se estd haciendo un especial énfasis en la necesidad de que la
metodologia utilizada sea, desde un punto de vista medioambiental, lo mas
sostenible y econémica posible.

En este contexto, en este trabajo se ha llevado a cabo un estudio bibliografico
exhaustivo basado, por una parte, en los aspectos principales de la planta Cannabis
sativa L., y en particular, de los compuestos cannabinoides, y por otra, en una
basqueda detallada, en la literatura cientifica, de los diferentes métodos analiticos
utilizados tanto para la extraccion como para la identificacion y cuantificacion de los
compuestos cannabinoides. En el estudio se destacan las ventajas e inconvenientes
de cada tipo de metodologia, con el objetivo de determinar cuales son, actualmente,
las técnicas mas apropiadas.

Abstract

In recent years, Cannabis sativa L. plant, despite the controversy it generates, has
acquired considerable importance due to the pharmacological potential shown by
some of the main cannabinoids compounds present in different parts of the plant. For
this reason, it is of great interest to deepen not only in the knowledge of the
physicochemical properties of Cannabis sativa L. but also of the different analytical
techniques used both for the extraction and for the identification and characterization
of the most important constituents in the plant. Nowadays, although the aim is to
obtain these compounds in the highest possible proportion and purity, special
emphasis is being placed on the need for the methodology to be, from an
environmental point of view, as sustainable and economical as possible.

In this context, an exhaustive bibliographic study has been carried out based, on the
one hand, on the main aspects of the Cannabis sativa L. plant, in particular, on
cannabinoids compounds, and on the other, on a detailed search, in the scientific
literature, of the different analytical methods used both for the extraction and for the
identification and quantification of cannabinoids. The study highlights the advantages
and drawbacks of each type of methodology, with the aim of determining which are
currently the most appropriate techniques.



1. Introduccidn
1.1 Cannabis sativa L.

Cannabis es el término usado habitualmente para referirse a la variedad de
Cannabis sativa L. (ver Figura 1). Es una planta que crece en zonas templadas y
tropicales del mundo cuyo origen se establece hace 6000 afios en Asia Central®.
Pertenece a la familia Cannabaceae y puede alcanzar hasta los 6 metros de altura.

Figura 1. Cannabis sativa L. Kéhler's Medizinal-Pflanzen (Pabst, 1887)

El Cannabis sativa L. es una planta florida que se presenta en formas variables,
dependiendo de la variedad cultivada y de la disponibilidad de espacio para su
crecimiento. Se trata de una especie generalmente dioica, lo que significa que las
flores masculinas y femeninas se encuentran en plantas separadas. En las
inflorescencias contienen mayormente los compuestos bioactivos del cannabis, los
cuales se encuentran concentrados principalmente en los tricomas, protuberancias
epidérmicas que cubren las hojas y los tallos de las plantas®.

La planta Cannabis sativa L. fue clasificada por primera vez en 1753 por Carl
Linnaeus y representa una importante fuente de metabolitos secundarios, con mas
de 500 compuestos identificados en las diferentes partes que forman la planta®. Los
cannabinoides son el grupo de compuestos bioactivos mas importante presentes en
la Cannabis sativa L., siendo el principal objeto de estudio y analisis de este trabajo.

Desde que se conoce la presencia de compuestos psicoactivos en el cannabis, se
han utilizado diferentes formas para nombrar la planta con el objetivo de distinguir el
cannabis que contiene sustancias psicoactivas y las plantas que no contienen dichos
compuestos y que pueden ser utilizadas para otros fines.

En este contexto, se suele hablar de caflamo para referirse a la planta de cannabis
gue no contiene compuestos psicoactivos, mientras que "marihuana” hace referencia

7



al cannabis que si presenta este tipo de sustancias. No obstante, dado que estos
términos no tienen una base cientifica como tal, en ocasiones se utiliza el término
cannabis para referirse al Cannabis sativa L. en todas sus variedades™.

1.1.1 Compuestos quimicos presentes en Cannabis sativa L.

La mayor parte de los componentes no cannabinoides identificados (flavonoides,
terpenos, alcaloides, ésteres y pigmentos entre otros) son los constituyentes
habituales de una planta; dado que estos compuestos estan presentes en pequefias
cantidades, no es de esperar que contribuyan significativamente al perfil
farmacolégico especifico del cannabis®. No obstante, se debe tener en cuenta la
importancia de estos componentes, ya que algunos presentan efectos positivos para
la salud humana vy, en el caso de terpenos y flavonoides, pueden llegar a contribuir
de forma sinérgica con la actividad beneficiosa atribuida a los cannabinoides®?.

Los cannabinoides son los constituyentes mas interesantes que se hallan en la
planta. Entre estos compuestos cabe destacar el A”-tetrahidrocannabinol (A*-THC, o
simplemente THC), por ser el compuesto psicoactivo mas importante, y el
cannabidiol (CBD), el cual presenta diversas propiedades siendo no psicoactivo®®.

1.1.2 Cultivo, procesado y almacenamiento

En el afio 1925 se situd, a nivel mundial, a la planta Cannabis sativa L. en la lista de
drogas establecidas. No se prohibia su utilizacion, pero se restringia para fines
cientificos®. Actualmente, en la Unién Europea el cultivo de la planta esta permitido
si el contenido total de A°-THC no excede el limite del 0,2% en base seca®.

En general, el cannabis es una planta muy resistente que tolera bien los cambios de
clima. Si bien se conoce que la mayoria de los cannabinoides se concentran en las
flores de la planta”, la concentracién de éstos en las hojas también puede ser
considerable. En menor concentracion, también pueden hallarse tanto en los tallos
como en las raices de la planta. Sin embargo, este tipo de compuestos no estan
presentes en las semillas de la planta®.

La produccién de cannabinoides en el Cannabis sativa L. puede verse afectada por
factores tanto de caracter bidtico como también abiodtico, como la madurez de la
planta, la disponibilidad de nutrientes o la intensidad de la luz natural entre otros®*?,

El ciclo vital que sigue el cannabis, al ser una planta anual, se basa en que germina,
crece, florece y muere durante el transcurso de un afio. Tanto en el procesado de la
planta, donde se lleva a cabo su secado a temperatura y humedad reguladas, como
durante un almacenamiento prolongado, se pueden producir variaciones importantes
en el contenido de los cannabinoides presentes; por tanto el tratamiento de la planta
debe estar perfectamente controlado. El secado se lleva a cabo para reducir su
contenido en agua y evitar cambios en el contenido de cannabinoides de la muestra;
el proceso se realiza normalmente durante una semana, con ausencia de luz, a
temperatura de unos 25 °C y a una humedad relativa del 50-65 %Y.
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La concentracién de A°-THC facilmente puede verse alterada en funcién de las
condiciones de almacenaje. Es un compuesto termolabil, sensible al oxigeno y a la
radiacion ultravioleta, por lo que puede sufrir un proceso de degradacion oxidativa a
cannabinol (CBN), tras un almacenamiento prolongado a temperatura ambiente, o
experimentar un proceso de isomerizacién a A.-THC®Y,

Teniendo en cuenta estos aspectos, se ha determinado que las condiciones
preferidas para el almacenamiento de la planta a largo plazo son bajas temperaturas
y ausencia de luz. De hecho, a partir de la concentracién de CBN y A°-THC
presentes en la planta tras un periodo de almacenamiento largo, su proporcion
puede servir como indicador de la edad de la muestra de cannabis almacenada*?.

1.1.3 Taxonomia del Cannabis sativa L.

En 1783, Lamarck observé diferencias entre el Cannabis sativa L. y una planta
similar procedente de la India, por lo cual denominé a este ultimo Cannabis indica,
mientras que en 1924 el botanico ruso Janischevsky indicdé que existia una nueva
especie en Asia que nombré Cannabis ruderalis.

Actualmente, no existe un total acuerdo sobre la clasificacion de las especies del
género Cannabis en funcion de su variabilidad genética. La taxonomia del cannabis
continta cambiando y la discusién a menudo hace referencia a la existencia de 2 0 3
especies (ver Figura 2), aunque hay autores que indican que lo que se consideraban
tres especies en realidad son tres variedades de la especie Cannabis sativa L.*?.

“Sativa”

“Ruderalis”

Figura 2. Taxonomia del cannabis basada en la existencia de tres especies™.

Debido a la falta de un criterio Unico a la hora de clasificar la planta, existen
diferentes clasificaciones basadas en aspectos muy diversos:

-Clasificacion biosistematica: se basa en criterios morfoldgicos como la altura de las
plantas y el grado de ramificacién®. Este sistema distingue 3 especies del cannabis:

- Cannabis sativa: plantas altas, poco ramificadas con hojas largas.
- Cannabis indica: plantas pequefias, con ramas cortas y brotes mas densos.

- Cannabis ruderalis: plantas muy pequefas, sin ramas y con hojas de un
tamafo menor en comparacion con las anteriores.
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-Clasificacion no-biosistematica: varios sistemas de clasificacion no-biosistemética
se desarrollaron para discriminar entre las diferentes variedades de cannabis, sobre
todo entre las que podrian clasificarse como "tipo droga" o "tipo fibra".

La caracterizacion cualitativa implica la determinacion de la relacion THC/CBD en
una planta y asignarla a un fenotipo quimico o "quimiotipo"®®. En 1971, Fetterman®
describio diferentes fenotipos basados en diferencias cuantitativas en el contenido
de los principales cannabinoides y fue el primero en distinguir cannabis de "tipo
droga" y de "tipo fibra". Small y Beckstead® usaron los niveles por separado de
THC y CBD de las plantas para distinguir entre los distintos quimiotipos. En cambio,
otros autores como Fournier y Paris*” optaron por usar niveles mas altos de A°-THC
para discriminar entre las variedades antes mencionadas (ver Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de fenotipos quimicos de la planta Cannabis sativa L. segin Small y
Beckstead*® y Fournier y Paris*”.

Fenotipos [THC] % [CBD] % [THC] / [CBD] Referencias
Droga >0,3 <0,5 -
Intermedio >0,3 >0,5 - Small y Beckstead™®
No-Droga <0,3 > 0,5 -
Fibra <0,5 >0,5 <1
Droga >0,5 <05 >1 Fournier y Paris®*”

Posteriormente, en 2004, Hillig y Mahlberg® identificaron tres quimiotipos de plantas
de cannabis en funcion de la relacion THC/CBD: una relacion THC/CBD > 1 es
caracteristica de las plantas clasificadas como "tipo droga" (quimiotipo I), una
relacion THC/CBD cercana a 1 es para plantas "tipo intermedio” (quimiotipo 1) y una
relacion THC/CBD < 1 es caracteristica de las plantas "tipo fibra" (quimiotipo Ill). Los
guimiotipos son utiles a la hora de clasificar las diferentes variedades de Cannabis
sativa L. Segln la UNODC (United Nation Office on Drugs and Crime)“®), para
diferenciar entre cannabis "tipo droga" y "tipo fibra" se debe considerar los
contenidos en A°-THC, CBD y CBN utilizando la siguiente ecuacion:

_ [THC] + [CBN]
B [CBD]

(Ecuacion 1)

Dado que el A-THC tiende a oxidarse parcialmente formando CBN después de
cortar y secar el material vegetal, se usa la suma de las areas de los picos de los
compuestos A’-THC y CBN obtenidos en el cromatograma realizado y se divide por
el area de CBD, lo cual permite determinar la variedad de cannabis analizada. Si se
obtiene X > 1, la muestra de cannabis es de "tipo droga”, mientras que un valor de X
< 1 es indicativo de que el cannabis analizado es de "tipo fibra".

En la actualidad, aunque se han seleccionado y descrito otros nuevos quimiotipos de
cannabis, se opta por una clasificacion "monotipica”, en la que se reconoce una
especie, Cannabis sativa L., altamente polimoérfica, que se clasifica en 3 quimiotipos
en funcion del contenido en cannabinoides de la planta analizada™®®.
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1.1.4 Legislacion del cannabis

La legalidad referida al uso del cannabis lleva décadas causando controversia; la
legislacion varia significativamente de un pais a otro: mientras que el cannabis est4
prohibido en todas sus variedades practicamente en todo el mundo, el uso del
caflamo con fines cientificos estd permitido en muchos paises. En el caso de la
Union Europea (UE), por ejemplo, se permite el cultivo de variedades de cafiamo
con niveles de A%-THC inferiores al 0,2%%?). En la UE cabe destacar concretamente
el caso de los Paises Bajos, donde la venta de cannabis esta permitida en locales
autorizados denominados coffee-shops. En otros paises como Uruguay y Canada el
cannabis ha sido completamente legalizado en la Gltima década®.

Asimismo, algunos farmacos basados en cannabinoides como el CBD han sido
desarrollados y aprobados para diferentes tratamientos, pero su venta esta muy
restringida por las diferentes limitaciones existentes en la legislacion de cada pais.

1.2 Cannabinoides

Los cannabinoides son terpenofenoles definidos como un grupo de compuestos
formados por 21 atomos de carbono (ver Figura 3), caracteristicos del género
Cannabis®®?, entre los que se incluyen sus derivados y productos de transformacion.

o
Tetrahydrocannabinolic acid Tetrahydrocannabinol Delta-8-tetrahydrocannabinol
(THCA) (THC) (delta-8-THC)

7o

Cannabidiolic acid Cannabidiol Tetrahydrocannabivarin
(CBDA) (CBD) (THV)
OH OH

- COOH ~ O oH
COoH
| HO ‘ Ho O
o

Cannabigerolic acid Cannabigerol Cannabinolic acid
(CBGA) (CBG) (CBNA)
Cannabichromenic acid Cannabichromene Cannabinol
(CBCA) (CBC) (CBN)
Cannabicyclolic acid Cannabicyclol
(CBLA) (CBL)

Figura 3. Estructura quimica de los principales cannab|n0|des presentes en
la planta Cannabis sativa L@
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Actualmente se han identificado mas de 100 compuestos cannabinoides®, entre los
cuales cabe destacar el A>THC, el CBD y el CBN. Los demas compuestos aparecen
en cantidades mas reducidas y variables, siendo el cannabicromeno (CBC) y el
cannabigerol (CBG) probablemente los mas conocidos.

Los cannabinoides son compuestos inodoros (el olor caracteristico del cannabis es
debido a terpenos volatiles de la planta®”), que presentan generalmente un grupo
carboxilo en su estructura, al cual se le atribuye, en parte, la actividad terapéutica del
cannabis®. El desarrollo de cannabinoides sintéticos y el descubrimiento de los
endocannabinoides han impulsado el uso del término "fitocannabinoides" para la
descripcién especifica de este tipo de compuestos®®. El mayor responsable de la
actividad psicotrépica de la planta es el A°-THC junto con el CBN. Este Gltimo posee
una ligera actividad psicoactiva, estimada en una décima parte de la actividad
atribuida al A%>-THC®".

1.2.1 Principales cannabinoides

El primer compuesto aislado representativo de los cannabinoides fue el CBN,
aunque su estructura quimica no fue caracterizada correctamente hasta 1940¢®.
Ademas, el CBD no fue aislado hasta mitad del siglo XX, mientras que la estructura
del A%-THC fue desconocida hasta que fue totalmente caracterizado por Gaoni y
Mechoulam®. Por otra parte, el posterior descubrimiento del CBC por Claussen et
al.®%y por Gaoni y Mechoulam® ocurri6 casi de forma simultanea.

1.2.2 Biosintesis

La biosintesis de los cannabinoides de Cannabis sativa L. ha sido elucidada casi al
completo®. Los precursores de los cannabinoides se originan a partir de dos rutas
biosintéticas distintas: la ruta del acetato, que da lugar a la sintesis del acido
olivetdlico, y la ruta del mevalonato, que conduce a pirofosfato de geranilo (GPP)®®
(ver Figura 4).

La C-alquilacién, catalizada por una sintasa, del 4cido olivetdlico con GPP conduce a
la formacion de acido cannabigerdlico (CBGA), precursor central de varios
cannabinoides®?. A partir del CBGA, se producen diferentes procesos de ciclacién
oxidativa catalizados por enzimas que dan lugar al acido tetrahidrocannabindlico
(THCA), al acido cannabidiolico (CBDA) y al acido cannabicroménico (CBCA). Por lo
tanto, se observa como los cannabinoides se biosintetizan en sus formas acidas.

Cabe mencionar que para el compuesto THCA existe en dos formas: THCA-A y
THCA-B, aunque dado que sélo se detectan trazas de este Ultimo compuesto®®,
normalmente se hace referencia al compuesto como THCA. Es importante tener en
cuenta que estos cannabinoides &acidos pueden sufrir una descarboxilacion no
enzimatica en sus formas neutras que puede ser inducida tanto por el calor como
por el tiempo de almacenamiento™?.
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OH

= oPP COOH

‘ + HO C5H11
Geranyl pyrophosphate  Olivetolic acid
(GPP) (OLA)

Geranylpyrophosphate:olivetolate
geranyltransferase

OH
= COOH

‘ HO C5H11

Cannabigerolic acid (CBGA)

. ' cannabidiolic acid cannabichromenic acid
| tetrahydrocannabinolic acid ‘ synthase ‘ synthase
synthase
OH

COOH COOH = COooH

] CsH
CsHy4 CsHy4 s
Tetrahydrocannabinolic Cannabidiolic Cannabichromenic

acid (THCA) acid (CBDA) acid (CBCA)

Figura 4. Ruta biosintética de los principales cannabinoides acidos
presentes en la planta Cannabis sativa L.

1.2.3 Propiedades de los cannabinoides

La caracterizacion de la estructura quimica y el conocimiento sobre las relaciones
estructura-actividad, que dan lugar a los diversos efectos de los cannabinoides, han
permitido el disefio de compuestos analogos que han sido de gran utilidad en el
estudio de las propiedades farmacoldgicas de estos compuestos. Una caracteristica
distintiva de los cannabinoides es su marcado caracter hidrofobo, limitando su uso
en algunos productos farmacéuticos debido a su baja solubilidad en agua.

Desde un punto de vista farmacéutico, el CBD es el compuesto mas interesante, ya
que presenta elevada actividad antioxidante y también antiinflamatoria®, ademas
de exhibir interesantes propiedades antibiéticas, ansioliticas y antiepilépticas®”.

Tanto el CBD como el A°-THC son capaces de interaccionar con el llamado sistema
endocannabinoide, compuesto por receptores de cannabinoides, endocannabinoides
y enzimas responsables de su sintesis y degradaciéon. Se trata de un sistema
neuromodulador que juega un papel importante en el sistema nervioso central y en
la respuesta a agresiones enddgenas y ambientales®®.

El A°-THC es el cannabinoide con mayor potencia psicoactiva. Presenta propiedades
hidrofobicas por o que es muy soluble en lipidos y, pese a ser psicoactivo, presenta
propiedades muy diversas, ya que se puede emplear como antiemético®*?, en el
tratamiento del glaucoma®” y reduce el dolor en personas que padecen esclerosis
mltiple®?. Por otro lado, el CBC presenta actividad antiinflamatoria y antiftngica®?,
mientras que el CBG exhibe actividad analgésica y antibacteriana®.
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A medida que aumenta el interés en el uso del cannabis con fines farmacoldégicos,
se hace necesario intensificar la investigacion sobre la metodologia utilizada tanto
para la extraccibn como la cuantificacion de los compuestos bioactivos, dado que
pueden presentar propiedades muy interesantes para dar lugar a nuevos productos
derivados del cannabis, aplicables en ambitos muy diversos.

2. Extraccion de cannabinoides

En el proceso de caracterizacion de cannabinoides del Cannabis sativa L., uno de
los aspectos principales a tener en cuenta es la seleccion del método de extraccion.
En la mayoria de técnicas, los parametros mas relevantes a tener en cuenta son la
temperatura, la presion, el tiempo de extraccién y la naturaleza del disolvente®?.

Para el proceso de extraccidon de los principales compuestos presentes en la planta
Cannabis sativa L., se pueden encontrar métodos muy diversos en la literatura:
desde los mas convencionales, como la maceracion con disolventes organicos,
hasta técnicas innovadoras como la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), que
permiten minimizar de forma sustancial el impacto sobre el medioambiente.

No obstante, antes de llevar a cabo el método de extraccion de cannabinoides
seleccionado, las muestras de Cannabis sativa L. deben seguir un tratamiento
adecuado. En general, la materia vegetal se seca a temperaturas inferiores a 70 °C
con el objetivo de reducir su contenido en agua. Posteriormente, se eliminan tallos y
semillas de mas de 2 mm, se tritura y se pasa por un tamiz de 1 mm de malla*®4,
lo cual suele repercutir en la obtencién de buenos rendimientos de extraccién, ya
qgue la utilizacion de mayores tamafios de particula puede aumentar el tiempo de
extraccion significativamente y, por otra parte, las particulas muy pequefias pueden
causar apelmazamiento.

2.1 Disolventes utilizados en la extraccidon de cannabinoides

El método méas simple para la extraccibn de compuestos bioactivos a partir de
plantas suele implicar la maceracibn en agua hasta la disolucion de los
constituyentes. Sin embargo, en el caso concreto de los cannabinoides es necesario
usar métodos alternativos, utilizando diferentes disolventes organicos de baja
polaridad ya que la solubilidad de los cannabinoides en agua es muy baja®.

El uso de disolventes organicos para la extraccibn de compuestos bioactivos, en
general, puede presentar ventajas, como su bajo coste y la facilidad de trabajar con
ellos, evitando el uso de equipos sofisticados. Sin embargo, su inflamabilidad y
potencial toxicidad pueden conllevar serios riesgos para la salud, ademas de
presentar un considerable impacto medioambiental. Por otra parte, si en el
procedimiento de extraccion se aplican temperaturas elevadas, diferentes
componentes de la planta pueden experimentar modificaciones quimicas debido a
su caracter termolabil“®.
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Durante la ultima década, ha surgido un grupo de disolventes clasificados como
verdes, por su menor impacto medioambiental, para realizar la extraccion de
cannabinoides. Estos son los llamados Deep eutectic solvents (DESs). En 2003,
Abbott“” introdujo este término para describir esta nueva generacion de disolventes
sostenibles que, cuando se mezclan en una proporcion molar adecuada, tienen
puntos de fusion mucho mas bajos que los de cualquiera de los componentes
individuales, dando lugar a un eutéctico. Su uso se esta extendiendo en numerosos
campos de la ciencia por sus ventajas respecto a los disolventes organicos: no son
inflamables, presentan una toxicidad muy baja, son biodegradables y, en general,
sus constituyentes tienen un bajo coste. Actualmente, la informacion sobre la
aplicacion de este tipo de disolventes para la extraccion de cannabinoides es aun
escasa, aunque no cabe duda que pueden ser importantes en un futuro préximo.

En un estudio reciente realizado por Cai et al.“?, basado en el uso de DESs, se

consiguio extraer CBD a partir de Cannabis sativa L., obteniéndose un elevado
rendimiento de extraccion. En este trabajo, para optimizar el proceso de extraccion,
se tomaron como variables de proceso de extraccion: la temperatura (entre 40 y 60
°C), el tiempo (entre 30 y 90 min), la concentracion del disolvente (entre un 60 y un
80% en peso) y la proporcion solido/liquido. Aplicando la metodologia de superficie
de respuesta (RSM) se obtuvieron como condiciones Optimas de extraccion una
temperatura de 48 °C, un tiempo de 55 min, una concentracién del disolvente del
68% y un ratio solido-liquido de 1:24 (m/v).

Ademas, en el anterior estudio se analizaron 16 disolventes DESs representativos, y
se observo como la mezcla compuesta por ChCI-DT (cloruro de colina y L(+)-dietil L-
tartrato) fue la que permiti6 obtener el mayor rendimiento de extraccién. Se pudo
observar como su capacidad de extraccion fue superior que la de disolventes
organicos como el etanol o el acetato de etilo, por lo cual su uso podria ser de gran
interés al ser menos nocivo para el medioambiente. Teniendo en cuenta los
rendimientos obtenidos con otros disolventes tipo DESs, en el estudio se sugiere
gue tanto las distintas interacciones hidrofébicas y electrostaticas, asi como las
fuerzas de van der Waals podrian ser las responsables de la elevada capacidad de
extraccion observada®?.

2.2 Técnicas de extraccion de cannabinoides

Haciendo uso de una amplia variedad de disolventes organicos y también de
mezclas de éstos, uno de los procesos de extraccidbn de cannabinoides mas
habituales es la denominada maceracion dinamica (DM), proceso en el cual la
extraccion solido-liquido va acompafada de agitacion para facilitar la disolucion de
los compuestos solubles de la muestra solida en el disolvente. Un claro ejemplo de
esta técnica es el trabajo llevado a cabo por Hazekamp et al.”, en el cual se
desarroll6 un procedimiento para aislar cannabinoides a gran escala, realizando la
extraccion a partir de la maceracion de la materia vegetal seca con n-hexano
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durante varias horas. En la actualidad este procedimiento, teniendo en cuenta la
inflamabilidad y toxicidad del disolvente utilizado, resulta poco recomendable.

Por otra parte, la extraccion asistida con ultrasonidos (UAE) consiste en un proceso
de extraccion sélido-liquido basado en la aplicacion de ultrasonidos de potencia, una
forma de energia que se genera a partir de vibraciones que se propagan en medio
liguido en forma de expansiones-compresiones, las cuales facilitan la disgregacion
del solido a partir de las elevadas temperaturas y altas presiones alcanzadas. Es
muy habitual el uso de esta técnica ya que, en general, el tiempo de extraccion
requerido disminuye significativamente respecto a otras técnicas como la DM.

Otra técnica innovadora en la extraccion de cannabinoides es la extraccion asistida
por microondas (MAE), la cual implica el uso de radiacion de microondas para
calentar el disolvente en contacto con la muestra, con el fin de que los analitos de la
matriz de la muestra se disuelvan. La eficiencia de la MAE depende de diferentes
factores como el tipo de disolvente, el tipo de muestra y, sobre todo, las constantes
dieléctricas de la muestra y del disolvente, ya que cuanto mayor sea la constante
dieléctrica, mayor sera la cantidad de energia absorbida por las moléculas y méas
rapido alcanzara el sistema la temperatura de extracciéon deseada®.

Asimismo, otro método de extraccion innovador y a la vez respetuoso con el
medioambiente es el basado en el uso de fluidos supercriticos (SFE) (ver Figura 5).
Los fluidos supercriticos se caracterizan por presentar valores tanto de temperatura
como de presion superiores a su punto critico, lo cual les otorga una densidad
similar a un fluido ordinario, siendo capaces de disolver un amplio espectro de
compuestos, manteniendo las propiedades caracteristicas de un gas®?.

Los cambios de temperatura o presion cerca del punto critico causan cambios
significativos en la densidad del fluido supercritico, lo cual facilita la separacién entre
el disolvente y el extracto. Normalmente se utiliza como fluido supercritico el CO, por
Sus ventajas respecto a otros compuestos. En particular, el CO, destaca por ser muy
abundante, no inflamable y relativamente inerte*?.

Green solvent

sc-CO,

Cooling

CO, Tank

Figura 5. Diagrama esquematico de SFE“?.
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Se han realizado diferentes estudios basados Unicamente en la aplicacion de fluidos
supercriticos (principalmente CO,) para la extraccién de cannabinoides®%°3°55),
aunque el coste de este tipo de procedimientos dificulta su uso a gran escala.

En este contexto, Perrotin-Brunel et al.®? determinaron la solubilidad de algunos
cannabinoides puros (A%-THC, CBD, CBN y CBG) en SC-CO, a diferentes rangos de
temperatura (315 a 345 K) y presion (11,3 a 25,1 MPa). La solubilidad de estos
cuatro cannabinoides a 326 K siguié el siguiente orden: A>-THC <CBG <CBD <CBN.
Ademas, se observd que el proceso de extraccion dependia principalmente de la
presion, en mayor medida que de otras variables, como por ejemplo la temperatura.

Por otra parte, en el trabajo de Rovetto y Aieta® se describen diferentes
condiciones de SFE para explorar los efectos de la presion y la temperatura, asi
como el tiempo de extraccion y el uso de etanol como cosolvente. Los experimentos,
llevados a cabo a 328 K con presiones en un intervalo comprendido entre 17 y 34
MPa, permitieron comprobar como el rendimiento de extraccibn aumentaba con la
presion. En el mismo estudio, se utilizé etanol como cosolvente para modificar la
polaridad del disolvente y aumentar los rendimientos de extraccion, ya que los datos
existentes indican que la eficiencia de extraccion de cannabinoides mejora dada la
baja polaridad del SC-CO,®Y. En particular, se observé como su usO como
cosolvente mejoré el rendimiento de extraccién del compuesto A’-THC.

En otro estudio realizado por Moreno et al.®*® se utiliz6 SC-CO, para extraer
cannabinoides tanto de cafiamo "descarboxilado" (previamente a la extraccion la
muestra se calenté a 150 °C) y de cafiamo sin descarboxilar. Se realizaron
extracciones con propano licuado y dimetil éter para comparar con la extraccion
llevada a cabo con SC-CO,. Se pudo observar que tanto el SC-CO, como el propano
licuado permitieron una extraccion eficiente de los cannabinoides tanto de la planta
sin descarboxilar como del cafiamo "descarboxilado". Ademas, la descarboxilacion
previa a la extraccion tuvo un efecto positivo en el rendimiento, ya que, en forma
descarboxilada, los cannabinoides presentaron una mayor solubilidad en los
disolventes no polares.

Respecto a la aplicacion industrial, existen procesos patentados con la finalidad de
obtener extractos ricos en A°-THC y CBD a partir de la extracciéon con SC-CO,. En
estos procesos industriales, se extrae A>-THC y CBD del cannabis realizando una
etapa previa de calentamiento para convertir los cannabinoides acidos en sus
formas neutras, seguida de una etapa de extraccion con SC-CO; y un paso final en
el cual ocurre la precipitacién etandlica de los cannabinoides a -20 °C durante 24 h,
con la finalidad de eliminar la presencia de compuestos cerosos®®.

Las diferentes técnicas mencionadas, DM, UAE, MAE y SFE son muy habituales en
diferentes procesos de extraccion, motivo por el cual es habitual encontrarlas en
diferentes trabajos también aplicadas a la extraccién de cannabinoides>"%89),
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En un interesante estudio, Brighenti et al.®” compararon las cuatro técnicas de
extraccion mencionadas con el fin de obtener elevados rendimientos de
cannabinoides no psicoactivos a partir de Cannabis sativa L. En tres de los métodos
se aplico la misma proporcidon muestra-disolvente (m/v) y la misma cantidad de
disolvente. La excepcion fue la SFE, en la cual se utilizo SC-CO,. El disolvente
utilizado en la DM, la MAE y la UAE fue el etanol, ya que en un analisis inicial se
observdé como este disolvente era el que proporcionaba mayores rendimientos de
extraccion de los cannabinoides de interés. En el estudio, la DM resultd ser la mejor
técnica para la obtencion de elevados rendimientos de CBDA, mientras que la MAE
fue la mejor técnica para la obtencion de CBD (ver Figura 6), ya que la elevada
temperatura alcanzada en este ultimo método activa el proceso de descarboxilacion
parcial del CBDA, generandose de esta forma CBD. La conclusion, después de
comparar los 4 métodos, fue que la DM, utilizando etanol como disolvente, a
temperatura ambiente (= 20 °C) durante 45 min, fue la técnica de extraccion
mediante la cual se obtuvieron los rendimientos de cannabinoides mas elevados.

DM WUAE MAE SFE

CBDA CBGA CBD

Figura 6. Grafica comparativa del rendimiento de extraccion obtenido
mediante la aplicacion de diferentes técnicas de extraccion®”. (Valores con
diferentes letras presentan diferencias significativas).

En otro estudio comparativo realizado por Baranauskaite et al.®®, se analizaron

diferentes métodos de extraccion también con la finalidad de obtener el mayor
rendimiento de cannabinoides no psicoactivos a partir de Cannabis sativa L. En este
caso, a diferencia del estudio anterior, se observé como la extraccion mediante DM
proporciono las menores cantidades de CBD y CBG, mientras que mediante la UAE,
llevada a cabo a temperatura ambiente, se obtuvieron las mayores cantidades de
CBDy CBG.

Otros interesantes trabajos se han centrado en la comprobacion de los parametros
que dan un mayor rendimiento de extraccién mediante MAE y UAE®"*9. Se ha
observado que tanto la concentracién de etanol como la proporcién soluto/disolvente
influyen significativamente en la MAE. Por su parte, De Vita et al.®® determinaron las
condiciones oOptimas para la UAE de cannabinoides a partir de Cannabis sativa L. En
concreto, en este estudio los rendimientos mas elevados se obtuvieron mediante la
extraccion llevada a cabo a una temperatura de 60 °C durante un tiempo de 50 min.
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Desde un punto de vista cientifico, no existe un consenso sobre el método mas
adecuado para la extraccion de cannabinoides. De hecho, algunos de los estudios
realizados presentan importantes divergencias en los resultados obtenidos, por lo
cual es dificil unificar los criterios que aparecen en la literatura cientifica con el fin de
establecer una metodologia de extraccion éptima.

3. Identificacion y caracterizacion de cannabinoides
3.1 Técnicas analiticas

En las dltimas décadas, se han identificado mas de 100 cannabinoides en la planta
Cannabis sativa L. Estos compuestos han sido determinados mediante diversas
técnicas cromatograficas utilizando diferentes métodos de deteccion. En general, los
métodos cromatograficos mas utilizados han sido la cromatografia de gases (GC) y
la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

La GC suele ser una técnica mas simple y rapida que un método de HPLC para la
deteccién de cannabinoides, lo que hace que en numerosas ocasiones se utilice la
GC en analisis rutinarios, dada su simplicidad y, también, su elevada sensibilidad en
la identificacion y cuantificacion de estos compuestos. Sin embargo, presenta una
desventaja importante en el hecho de que los cannabinoides acidos no pueden
analizarse sin llevar a cabo una derivatizacién previa® mediante la cual se proteja
el grupo labil carboxilo, ya que tanto en el inyector como en el detector del
cromatdégrafo de gases se alcanzan temperaturas muy elevadas, las cuales
provocan la total o parcial descarboxilacion de los cannabinoides acidos®®,
convirtiéndose asi en sus formas neutras, hecho que dificulta conocer el peffil
qguimico real de los cannabinoides presentes en la planta.

En muchas ocasiones, dado que la derivatizacion es un proceso que requiere de una
cantidad de tiempo importante, se opta por la técnica de HPLC, siendo el método
mas simple para la determinacién de la composicién original en cannabinoides
presentes en la Cannabis sativa L. Haciendo uso de un detector que actia por
absorcion de radiacion ultravioleta (detector UV) o DAD (Diode Array Detector), los
cannabinoides acidos pueden analizarse eficientemente sin que se degraden los
componentes de la muestra, al no haber calentamiento durante la separacién®. El
principal problema de esta técnica es la dificultad en la separacion de los diferentes
cannabinoides de interés en una sola prueba; para superarlo, el uso de un
espectrometro de masas (MS) acoplado al cromatégrafo para distinguir entre los
picos cromatograficos superpuestos se esta volviendo cada vez mas importante.

Otras técnicas analiticas han sido aplicadas al andlisis de cannabinoides en
Cannabis sativa L.“®8) aunque no han conseguido el alcance de las antes
mencionadas.
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3.2 Determinacién de cannabinoides mediante GC

La GC es uno de los métodos analiticos mas utilizados para el anélisis de matrices
biolégicas y extractos de plantas. En esta técnica la muestra se volatiliza
térmicamente y se inyecta en la columna (que contiene la fase estacionaria)
mediante un flujo de gas inerte (normalmente He, N, o H,) que es la fase movil y
actla Unicamente como gas portador.

Los principales elementos de un equipo de GC son el gas portador, el inyector, la
columna, siendo las capilares de fase estacionaria apolar y pequefio diametro las
més habituales para la separacién de los cannabinoides®, y el detector (ver Figura
7). La seleccion de una columna y un detector adecuados son factores esenciales
para conseguir la correcta caracterizacion de los compuestos objeto de estudio.

Amplifier I:l

. Sample
Carrier — ¢ — -]
injector Detector | _—

Data processor

Thermostated

oven

O

Pneumatic
controls

O

Figura 7. Diagrama de un sistema tipico de cromatografia de gases®.

Existen varios tipos de detectores, aunque el mas utilizado para el andlisis de
cannabinoides es el detector de ionizacion de llama (FID). La espectrometria de
masas acoplada al cromatdégrafo de gases (GC-MS) también se suele utilizar,
aunque la MS, mas que un detector, se suele considerar como una técnica de
analisis acoplada a la GC. En GC-MS, la ionizacion por impacto de electrones (El)
es la mas habitual para la caracterizacién de cannabinoides, aunque hay técnicas de
ionizacion mas suaves, como la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI), la
cual también se utiliza con frecuencia®?.

Varias técnicas analiticas basadas en GC han adquirido relevancia en el analisis de
cannabinoides del Cannabis sativa L. En la Tabla 2 se presentan, de forma
resumida, diferentes estudios basados en el analisis de cannabinoides mediante GC.

La técnica de GC fue aplicada ya en 1963 por Davis et al.®® para la separacién de

cannabinoides, aunque la resolucion obtenida no fuera la mas adecuada. Durante
esa época, ya se observé como las altas temperaturas conducian a la pérdida del
grupo carboxilo de los cannabinoides acidos, por lo tanto no era posible separar las
formas neutras y acidas a menos que se realizara una derivatizacion previa®®.

En la actualidad, el método de GC es utilizado por las autoridades a nivel europeo
para cuantificar A>-THC en las diferentes variedades de cafiamo™). Esta técnica
presenta ciertos inconvenientes, ademas de la utilizaciéon de hexano como disolvente
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de extraccién. En general, este método sélo se utiliza para cuantificar A’>-THC, no
permite la identificacion de las formas acidas de los cannabinoides sin una
derivatizacién previa, siendo la conversién de THCA a A°-THC incompleta.

En el andlisis de cannabinoides, es muy habitual el uso de un detector FID. Por
ejemplo, Hazekamp et al. estudiaron la posibilidad de aislar algunos de los
cannabinoides mas importantes del Cannabis sativa L. para posteriormente poder
llevar a cabo el procedimiento a gran escala. Mediante GC-FID, pudieron identificar y
separar adecuadamente A°-THC, CBD, CBG y CBN. Por otra parte, en el estudio de
Gallo-Molina et al.®¥, basado en la extraccién, caracterizacién y posterior
purificacion de A°-THC, también se utiliz6 GC-FID para la cuantificacién de su
contenido y la verificacion de la pureza de diferentes muestras de Cannabis sativa L.

Recientemente, un método GC-FID ha sido desarrollado por Ibrahim et al.®® para la
determinacién y cuantificacibn de cannabinoides &cidos y neutros, concretamente
CBD, A%-THC, A®-THC, CBG, CBN, CBDA, CBGA y THCA. Este método implica la
sililacion de los extractos y presenta una sensibilidad y reproducibilidad elevadas,
por lo que podria ser adecuado para la caracterizacion de este tipo de compuestos.

Ademas, cabe destacar también la publicacion reciente de Baranauskaite et al.®®,

basada en un método GC-FID, mediante el cual no se requiere la derivatizacion
previa. No obstante, presenta ciertas desventajas, como la duracion del
cromatograma (se obtiene en unos 30 min), asi como la cuantificacién Unicamente
de los compuestos CBD y CBG.

En GC la derivatizacion juega un papel fundamental. Dado que muchos de los
compuestos cannabinoides no son volatiles, el proceso de derivatizacion permite
que lo sean para el andlisis. En este contexto, Fodor y Molnar-Perl®® estudiaron el
papel de la derivatizaciéon en el analisis de cannabinoides mediante GC-MS. Estos
autores observaron como el proceso de derivatizacion que ofrecié mayores ventajas
fue la sililacion con grupos trimetilsililo; también se pudo observar como la
alquilsililacién con reactivos como el BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida)
permitié la obtencién de resultados aceptables.

Por su parte, Omar et al.® realizaron un estudio basado en la identificacion y
cuantificacion de cannabinoides por GC-MS, previa extraccion con CO; supercritico.
La SFE se realizd con el fin de eliminar terpenos y otros componentes volatiles de
las muestras, lo cual facilité el analisis de la mezcla de cannabinoides.

Recientemente, Cardenia et al.®” desarrollaron y validaron un método de GC-MS
para el analisis de cannabinoides del Cannabis sativa L., en el cual probaron
diferentes métodos de derivatizacion con el objetivo de evitar la descarboxilacion de
los cannabinoides principales de la planta. De esta forma, pudieron detectar y
cuantificar diferentes cannabinoides como CBN, CBD, CBDA, CBGA, CBG, THCA,
AS-THC y A.-THC. También, cabe destacar que se consigui6é un andlisis completo de
los cannabinoides en menos de 7 min, con buena sensibilidad y robustez.
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Tabla 2. Andlisis de cannabinoides en Cannabis sativa L. mediante cromatografia de gases.

Método de extraccidon

Condiciones de analisis

Técnica de
determinacion

Derivatizacion

Cannabinoides analizados

Extraccion con n-hexano
asistida por ultrasonidos

Extraccion con SC-CO,

Extraccion con
metanol/cloroformo (9:1,
v/v) asistida por
ultrasonidos

Extraccion con SC-CO,
Extraccion con n-hexano

por maceracion, seguida
de 5 min de sonicacién

Extracciéon con etanol

Extraccion con etanol
asistida por ultrasonidos

Temperatura del horno de 260 °C y del
inyector y el detector de 300 °C. Volumen
inyectado: 1 pL
Temperatura inicial del horno de 60 °C
alcanzando los 300 °C. Volumen inyectado: 2
uL a 300 °C. Gas portador: H,

Temperatura inicial del horno de 180 °C
alcanzando los 350 °C. Volumen inyectado:
1ul a 300 °C. Gas portador: He

Temperatura inicial de 200 °C y temperatura
final de 260 °C. Volumen inyectado: 1 uL
Temperatura inicial de 100 °C y temperatura
final de 280 °C. Temperatura del detector de
290 °C y del inyector de 280 °C. Gas
portador: N,

Temperatura inicial de 80 °C y temperatura
final de 310 °C. Volumen inyectado: 1 uL a
290 °C. Gas portador: He
Temperatura inicial de 200 °C y temperatura
final de 260 °C. Volumen inyectado: 1 uL

GC-FID

GC-MS

GC-MS

GC-FID

GC-FID

GC-FID

GC-FID

Sililacién y
esterificacion

A°-THC*®

A’-THC, CBD, CBN®¥

CBC, CBN, CBD, CBDA,
CBGA, CBG, THCA, A°-
THC, A>-THC®"

A°-THC®

A°-THC, CBD, CBG, CBN®¥

CBD, CBG®®

A%-THC, CBD, CBN®®
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Asimismo, cabe mencionar que el manual preparado por la UNODC para el analisis
del cannabis y sus derivados describe un método de GC-FID para el analisis de
CBD, A’-THC y CBN utilizando una columna con fase estacionaria apolar, utilizando
como patrén interno, tribencilamina. Este método permite obtener el cromatograma
en menos de 10 min. No obstante, en el caso de requerir la determinacion de THCA,
los extractos deben ser sometidos a un proceso de derivatizacién previo®,

Como se puede observar, para el analisis de cannabinoides, existe en la literatura
cientifica una gran variedad de métodos basados en GC utilizando diferentes tipos
de deteccion. Este hecho constata que se trata de una de las técnicas que permite
obtener mejores resultados. No obstante, la necesidad de la derivatizacion para
poder cuantificar las formas acidas de los cannanbinoides, ha dado lugar a la
publicacién de una gran cantidad de trabajos basados en la cromatografia liquida.

3.3 Determinacién de cannabinoides mediante HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una herramienta de gran utilidad
para la determinacion tanto de los cannabinoides &cidos como neutros que se
encuentran presentes en la planta Cannabis sativa L. Se trata de una técnica
analitica caracterizada por el hecho de que tanto la fase mavil como la estacionaria
estan en estado liquido. En HPLC, la separacién se basa principalmente en las
diferencias de solubilidad de los componentes en las dos fases. En este método, la
fase estacionaria puede clasificarse como fase inversa (fase estacionaria menos
polar que fase movil) o fase normal (fase estacionaria mas polar que fase mavil).

Al contrario que pasa en GC, donde la fase moévil Unicamente tiene una funcion
transportadora, en HPLC los solutos interactian con las 2 fases, por lo tanto hay que
tener en cuenta las polaridades tanto de las fases mdvil y estacionaria, como de los
analitos, con el objetivo de seleccionar las fases mas adecuadas que permitan una
correcta separacion. La seleccion del tipo de columna y del detector apropiados
también son fundamentales para la obtencién de buenos resultados®®.

Actualmente, algunos estudios utilizan una técnica de cromatografia liquida
avanzada denominada UHPLC (cromatografia liquida de ultra eficacia). Este método
tiene la ventaja de presentar un tiempo de analisis mas reducido y de ofrecer una
alta eficacia en la separacion y resolucién de las diferentes mezclas de analitos®®.

La separacion mediante UHPLC permite la deteccion de analitos a concentraciones
muy bajas y requiere de volimenes de inyeccion menores que en HPLC®®. No
obstante, en el caso particular del analisis de cannabinoides, los estudios basados
en la utilizacion de UHPLC son escasos, probablemente debido a que la utilizacion
de elevadas presiones reduce de forma significativa la vida de la columna.

En los ultimos afios, se ha publicado una importante cantidad de literatura cientifica
sobre el uso de métodos basados en HPLC (y algunos en UHPLC) para el analisis
de cannabinoides naturales, lo cual demuestra la gran importancia de estas técnicas.
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En la Tabla 3 se presentan algunos de los estudios mas interesantes basados en la
caracterizacion de cannabinoides en Cannabis sativa L. mediante HPLC y UHPLC.

Hazekamp et al.”Y desarrollaron un método HPLC-DAD para el anélisis de los
principales cannabinoides del Cannabis sativa L. Ademas, en este estudio se realizd
un segundo analisis mediante GC para cuantificar completamente los diferentes
cannabinoides, dado que unicamente mediante HPLC no pudieron separar de forma
completa los picos de CBGA y CBN y tampoco los de CBD y CBG. Para el HPLC, se
utilizé una columna C18 y la fase movil estaba compuesta por metanol y agua
acidificada con acido férmico (HCOOH). Con este método, el tiempo requerido para
obtener un cromatograma completo fue de 32 min.

Por otra parte, De Backer et al.®® utilizaron HPLC y un detector DAD para la
identificacion y cuantificacion de las formas neutras y acidas de los cannabinoides
principales en plantas de cannabis tanto de "tipo droga" como de "tipo fibra". Para
ello, utilizaron una columna C18 y una fase movil metanol/agua con formiato de
amonio (HCOONH,) 50 mM ajustada a pH 5,2. El método se optimizé para obtener
las condiciones analiticas adecuadas, dado que la selectividad de los compuestos se
modifica ajustando el pH del eluyente y, ademas, los tiempos de retencion de los
cannabinoides acidos se ven afectados por cambios de pH. En general, se pudo
obtener una buena separacion de todos los cannabinoides, excepto en el caso de
THCA y CBG donde hubo cierta superposicion de los picos. Este método permite
obtener un cromatograma completo en 36 min.

Un estudio mas reciente realizado por Patel et al."™® traté de mejorar las condiciones
analiticas establecidas en el estudio de De Backer. En este estudio se utilizO como
patrén interno ibuprofeno y la fase maovil consistié inicialmente en una mezcla
metanol/agua con HCOONH, 25 mM ajustada a pH 5,2, aunque posteriormente se
sustituyé el HCOONH, por acetato de amonio (CH3COONH,) y se ajust6 a pH 4,75,
consiguiendo asi evitar la co-elucién de THCA y CBG que causaba serios problemas
en el método de De Backer. La elucion de los cannabinoides se llevd a cabo
mediante un gradiente en la concentracion de metanol; en concreto se aumento el
porcentaje de metanol desde un 68% hasta el 100% durante los primeros 9 min de
analisis. Con este método se pudo obtener un cromatograma en menos de 10 min.

En otro interesante estudio, Giese et al."? analizaron muestras de Cannabis sativa
L. procedentes de 5 cultivares diferentes mediante HPLC-DAD, utilizando un método
en el cual la separacion de los cannabinoides se obtuvo en una columna C18 de 150
mm de longitud. Se utilizé como patrén interno el compuesto ibuprofeno y se realizd
la cuantificacion de todos los cannabinoides a 214 nm. Ademas, la fase movil
consistio en un 0,1% de HCOOH en agua (disolvente A) y en acetonitrilo (ACN)
(disolvente B). La eluciobn comenzd con una elucion isocratica (66% en B) durante 8
min, seguida de un gradiente lineal hasta llegar al 95% de B (fase movil). La
robustez y la repetibilidad del método fueron aceptables, y el cromatograma se
obtuvo en 17 min.
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El manual preparado por la UNODC"® también describe un método de HPLC-DAD
para el andlisis de CBD, CBN, A’-THC y THCA en cannabis tras extraccién con
metanol/cloroformo, usando una columna C8 y una fase movil compuesta por ACN y
agua. En este caso, el tiempo para obtener el cromatograma completo es de 8 min.

Otro método HPLC-DAD, desarrollado por Peschel y Politi’®, fue utilizado para la
separacion y cuantificacion de los siguientes cannabinoides: CBD, CBDA, CBG,
CBGA, CBN, A>-THC y THCA. La fase mévil estaba compuesta por agua acidificada
(A) y ACN (B), y se aplicdé una elucion en gradiente, aumentando gradualmente el
porcentaje de B durante el analisis. Se utilizd6 un detector UV-DAD ajustado a 214
nm y una columna C18 para la cuantificacion. Los resultados obtenidos fueron
aceptables y se pudo determinar el siguiente orden de elucion, segun los tiempos de
retencién de cada compuesto: CBDA <CBGA <CBG <CBD <CBN <A*-THC <THCA.

En otro estudio reciente realizado por Hadener et al."”® se usé la técnica HPLC/DAD
para cuantificar los cannabinoides CBD, CBDA, CBN, A®-THC y THCA en muestras
confiscadas de cannabis. En este estudio, se usé una fase movil de agua (A)-ACN
(B) (ambos con 0,1% de HCOOH). Se aplicé un gradiente que se inicié con un 50 %
del disolvente B, aumentando durante 7 min hasta el 65%, y disminuyendo
finalmente hasta el 50% en 3 min. Este método podria aplicarse en andlisis rutinarios
de extractos de cannabis, ya que los cromatogramas se obtienen en 13 min.

Burnier et al."» han publicado un método de HPLC-DAD muy similar al anterior,
aunque en lugar del gradiente con una fase movil agua-ACN, la elucion fue
isocréatica, siendo posible la deteccién de CBD, CBN, A>-THC y THCA en 5 min.

Asimismo, dos estudios realizados por Brighenti et al.®” y Pellati et al.(™
respectivamente, basados en la utilizacion de la técnica HPLC-UV/DAD, utilizando
como fase mévil agua (A)-ACN (B) (ambos con 0,1% de HCOOH), fueron utilizados
recientemente con éxito para el analisis de inflorescencias de la planta Cannabis
sativa L. El gradiente de elucion se inici6 con un 60% de ACN, seguido por un
aumento gradual hasta el 90%. Ambos métodos permitieron obtener un
cromatograma completo en un tiempo préximo a los 30 min y demostraron ser una
herramienta muy util para el analisis de cannabinoides extraidos de la planta.

También es interesante destacar el método publicado por Gallo-Molina et al.®?

basado en la técnica HPLC-UV, en el cual se utilizé una columna C18 y ACN-agua
como fase mdévil, aplicando un gradiente lineal en el que aumenta la proporcién de
ACN, con el objetivo de determinar A°>-THC en extractos de Cannabis sativa L.

La técnica de HPLC en tdndem con espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) fue
aplicada por Aizpurua-Olaizola et al."® para el analisis de diferentes extractos de
cannabis. Los cannabinoides fueron identificados tras ser aislados previamente
mediante SFE. Para la separacion de los cannabinoides se utilizé una columna C18,
y la fase movil consistié en un 0,1% de HCOOH, tanto en agua como en metanol.
Con este método se consiguié registrar un cromatograma completo en 30 min.
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Tabla 3. Andlisis de cannabinoides en Cannabis sativa L. mediante HPLC y UHPLC.

Columna

Fase movil

Deteccion

Cannabinoides
analizados

GraceVydac C18 (250 mm X
4,6 mm x 5 um)

Waters XTerra® MS C18
(250 mm x 2,1 mm x 5 um)

Chromolith C18

Poroshell 120 EC-C18 (150
mm X 2,1mm X 2,7 um)

Agilent Zorbax RX-C18 (250
mm X 4,6 mm x 5 um)

Nucleodur® C18 (250 mm x
4,6 mm x5 pum)
Ascentis Express C18 (150
mm x 3 mm x 2,7 um)
LiChrospher® RP-8 (250 mm
X4 mm x5 um)
Kinetex C18 (150 mm x 3
mm X 2,6 um)
Acquity UHPLC BEH C18
(50 mm x 2,1 mm x 1,6 um)

Waters Cortec UHPLC C18
(200 mm x 2,1 mm x 1,6 um)

Acquity UHPLC HSS C18
(100 mm x 2,1 mm x 1,8 um)

Gradiente metanol/agua con HCOOH 25 mM; caudal 1,5
mL/min; volumen inyeccién 10 ul; temperatura columna 30 °C
Metanol/agua con formiato de amonio 50 mM ajustado a pH
5,19 en modo gradiente. Caudal 0,3 mL/min, volumen de
inyeccion de 30 uL y temperatura de columna 30 °C

Gradiente ACN/agua, 5 a 100% de ACN. Caudal: 2 mL/min

0,1% HCOOH en agua (A) y ACN (B). 0-8 min elucion
isocratica, 8-12 min gradiente. Caudal 0,5 mL/min
Temperatura columna: 25 °C. Caudal: 0,9 mL/min. Volumen
inyeccion: 10 uL. A es una mezcla agua/ACN (65:35) con TFA
al 0,1% y B es ACN. Elucion en gradiente
0,1% de HCOOH en agua (A) y ACN (B). Elucién isocratica
con 80% de B en A. Caudal de 1-3 mL/min
Gradiente agua/ACN, con 0,1% HCOOH. Caudal 0,4 mL/min,
temperatura de columna 30 °C y volumen de inyeccién 3 pL
ACN/agua, elucion isocratica. Caudal 1 mL/min, volumen de
inyeccion 10 ulL y temperatura de columna 30 °C
0,1% HCOOH en agua (A) y en metanol (B) en gradiente.
Caudal 0,25 mL/min y volumen de inyeccion de 10 uL
Gradiente del 45% al 100% de ACN (B) en etanol (A), con un
caudal 0,35 mL/min y temperatura de columna 45 °C

Elucién en gradiente con HCOOH al 0,05% en agua (A) y en
ACN (B). Caudal de 0,25 mL/min

Elucién en gradiente de metanol (A) y 0,1% HCOOH en agua
(B). Caudal 0,35 mL/min, temperatura de columna 45 °C

UV-DAD escanea a 200-400
nm, fijado a 228 nm

UV-DAD escanea a 200-400
nm

Detector UV a 210 nm

UV-DAD escanea a 200-400
nm, fijado a 214 nm

UV-DAD ajustado a 214 nm

UV-DAD ajustado a 211 nm

UV-DAD ajustado a 220 nm

DAD ajustado a 220 y 240
nm

ESI-MS

UV-DAD-MS

UV-DAD-MS

DAD ajustado a 211y 220
nm

CBDA, THCA, A°-THC, A%
THC, CBCA, cBC®”

CBD, CBDA, CBG, CBGA,
A%-THC, THCA, CBN®?

A°-THC®

CBD, CBDA, CBG, CBGA,
A%-THC, THCA™

CBD, CBDA, CBG, CBGA,
CBN, A°>-THC, THCA(?

CBD, CBN, A°’-THC,
THCA
CBD, CBDA, CBG,
CBGA(S?,?S)
CBD, CBN, A°’-THC,
THCA®®)
CBD, CBG, CBN, A°-THC,
THCAU®
CBC, CBDA, CBG, CBGA,
CBN, A°>-THC, THCA"
CBC, CBD, CBDA, CBG,
CBGA, CBN, A.-THC, A°-
THC, THCA"™®
A’-THC, THCA, CBD,
CBDA, CBG, CBGA™
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En los ultimos afios, el uso de UHPLC en el andlisis de cannabinoides esté siendo
cada vez mas habitual. Recientemente, dos estudios publicados por Fekete et al.”
y Wang et al.’® ambos basados en UHPLC-DAD-MS para el andlisis de
cannabinoides, permitieron la correcta caracterizacion de cannabinoides como CBD,
CBDA, CBG, CBGA, CBN, A%-THC, A>-THC y THCA en Cannabis sativa L.

Asimismo, aln mas reciente es el estudio de Deville et al."®, el cual describe un
método basado en la técnica UHPLC-DAD que permite caracterizar A°-THC, THCA,
CBD, CBDA, CBG, CBGA y CBN en diferentes muestras de cannabis. En este
estudio, el patron interno utilizado fue prazepam y la fase movil consistié en metanol
(A) y HCOOH al 0,1% en agua (B), aplicando un gradiente de elucion desde el 65%
de fase moévil A, aumentando linealmente hasta el 78%, llegando posteriormente
hasta el 95% de A. Este método permite obtener un cromatograma en unos 16 min.

Durante estos ultimos afios, los métodos analiticos basados en HPLC y UHPLC han
sido muy habituales y efectivos para la deteccién y cuantificacion de cannabinoides
naturales. Sin embargo, el uso de UHPLC esta adquiriendo mayor notoriedad debido
a su mayor precisién y su menor tiempo de ejecucion.

3.4 Otras técnicas para el analisis de cannabinoides

Un método alternativo para el andlisis de cannabinoides es la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN). La RMN es una técnica precisa y reproducible
con un tiempo de andlisis relativamente corto®. Ademas, la principal ventaja de
esta técnica es su falta de sensibilidad hacia muchas de las impurezas presentes en
el material vegetal, tales como la clorofila y los diferentes compuestos lipidicos.

Hazekamp et al.”) desarrollaron un método para analizar cuantitativamente CBN,
CBD, CBDA, A%-THC y THCA utilizando 'H-RMN. El experimento se llevé a cabo
mediante el analisis de singletes en el rango de 4 a 7 ppm en el espectro *H-RMN,
en el cual se hallan las sefales distinguibles de cada cannabinoide.

En otro estudio realizado por Marchetti et al.®?, para caracterizar los principales

cannabinoides no psicoactivos en Cannabis sativa L., mediante RMN cuantitativa de
3¢ (B*C-gRMN), también se obtuvieron resultados precisos, aunque el tiempo
requerido para la obtencién del espectro fue de 47 min.

Finalmente cabe mencionar la publicacion de un reciente estudio basado en el
analisis cualitativo y cuantitativo de cannabinoides mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). En concreto, en el trabajo realizado
por Sanchez-Carnerero Callado et al.®® se pudieron cuantificar los compuestos
CBD, CBC, A%:THC, A%-THC, CBG y CBN mediante espectroscopia del infrarrojo
cercano (NIR). A partir de diferentes modelos matematicos, se consiguié obtener un
meétodo simple y preciso que podria ser adecuado en un futuro proximo para la
caracterizacion de diferentes muestras de Cannabis sativa L.
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4. Conclusiones

A partir de lo que se ha expuesto en el presente trabajo, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

- En la actualidad, a pesar de la controversia existente relacionada con el
cultivo y el uso de la planta Cannabis sativa L. debida principalmente a las
propiedades psicoactivas de los cannabinoides, la presencia de
componentes no psicoactivos ha generado, desde un punto de vista
cientifico, un enorme interés.

- La literatura cientifica revisada muestra con los afios una tendencia clara a
adoptar técnicas de extraccion menos nocivas para la salud y el
medioambiente. Si bien es cierto que los métodos convencionales son
eficaces para obtener elevados rendimientos de extraccion y que las
condiciones de extraccion son relativamente faciles de alcanzar, con
temperaturas y presiones cercanas a los valores ambientales, la toxicidad
de los disolventes empleados hace que, hoy en dia, su utilizaciéon no sea
la més adecuada.

- Los procesos de extraccion asistidos con tecnologias innovadoras en este
campo, como los fluidos supercriticos o los ultrasonidos de potencia, estan
reemplazando gradualmente a los métodos convencionales. Se trata de
tecnologias benignas con el medio ambiente que generan nuevos
protocolos para el analisis de los compuestos cannabinoides presentes en
el cannabis.

- De las diferentes técnicas publicadas, tanto la cromatografia de gases
(GC) como la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC/UHPLC) son las
que, actualmente, han demostrado ser las mas eficaces para el analisis
cualitativo y cuantitativo de los cannabinoides presentes en la planta
Cannabis sativa L.

- Los métodos basados en HPLC, a pesar de su mayor complejidad técnica,
presentan la ventaja ante la GC de que no requieren del paso previo de la
derivatizacion de la muestra, por lo cual pueden determinarse los
cannabinoides tanto en sus formas acidas como neutras, es decir, tal
como se encuentran en la planta.

- Ademas de los métodos cromatograficos, se han publicado recientemente
nuevas metodologias analiticas para la identificacién y caracterizacion de
los cannabinoides presentes en Cannabis sativa L. No obstante, la
estandarizacion de protocolos para estos nuevos métodos aun se
encuentra en fase de desarrollo, por lo cual es complicado valorar su
rendimiento y eficacia para que puedan ser utilizados en un laboratorio de
forma rutinaria.
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5. Anexos

Anexo |. Abreviaturas utilizadas en la memoria.

Abreviatura
A%-THC
A>-THC

ACN
APCI
BSTFA
CBC
CBCA
CBD
CBDA
CBG
CBGA
CBN
DESs
DM
El
ESI-MS
FT-IR
GC
GC-FID
GC-MS
GPP
HPLC
HPLC-DAD
HPLC-MS/MS
HPLC-UV
MAE
RMN
RSM
SC-CO,
SFE
THCA
UAE
UHPLC

UHPLC-DAD-MS
UNODC

Significado
A8-tetrahidrocannabinol
A%-tetrahidrocannabinol
Acetonitrilo
lonizacién quimica a presion atmosférica
N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
Cannabicromeno
Acido cannabicroménico
Cannabidiol
Acido cannabidiolico
Cannabigerol
Acido cannabigerdlico
Cannabinol
Deep eutectic solvents
Maceracion dinamica
lonizacion por impacto de electrones
Espectrometria de masas con ionizacion por electrospray
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
Cromatografia de gases
Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
Cromatografia de gases acoplada con espectrometro de masas
Pirofosfato de geranilo
Cromatografia liquida de alta eficacia
Cromatografia liquida de alta eficacia con deteccién con Diode Array Detector
Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada con espectrémetro de masas
Cromatografia liquida de alta eficacia con espectroscopia ultravioleta
Extraccion asistida por microondas
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
Metodologia de superficie de respuesta
CO, supercritico
Extraccion con fluido supercritico
Acido tetrahidrocannabinolico
Extraccion asistida por ultrasonidos
Cromatografia liquida de ultra eficacia
Cromatografia liquida de ultra eficacia con un Diode Array Detector y
espectrometria de masas tandem
United Nation Office on Drugs and Crime
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