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Resumen

Resumen

Cannabis sativa L. es una planta de la familia Cannabaceae que contiene una importante
cantidad de metabolitos secundarios, con mas de 500 compuestos identificados. Es una
planta que lleva décadas causando controversia por la presencia de compuestos
psicoactivos, aunque en los Gltimos afios ha ido adquiriendo una gran importancia debido al
potencial farmacoldgico que muestran algunos de los principales compuestos cannabinoides
presentes en la planta. Por este motivo, es de gran interés evaluar la optimizacion del
proceso de extraccién de estos compuestos bioactivos mediante una metodologia eficiente,
gque permita ahorrar en recursos, tiempo y costos del proceso. En este contexto, este estudio
se basa en la utilizacion de ultrasonidos de potencia como tecnologia para llevar a cabo la
extraccion de cannabinoides.

La investigacion desarrollada hasta hoy sobre la optimizacion multivariante del proceso de
extraccion de cannabinoides presentes en Cannabis sativa L. es bastante limitada, a pesar
del creciente interés de esta planta como fuente de cannabidiol (CBD) y otros cannabinoides
no psicoactivos de gran interés. Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo es
llevar a cabo la optimizacion de la extraccién asistida acusticamente de los principales
cannabinoides presentes en Cannabis sativa L. con la finalidad de establecer las
condiciones de extraccibn que permitan obtener los mayores rendimientos de los
cannabinoides seleccionados.

Para la optimizacion del proceso de extraccion de cannabinoides a partir de Cannabis sativa
L. se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (RSM), aplicando un disefio de Box-
Behnken. Las respuestas analizadas fueron el contenido individual (% p/p) de CBD, de A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC) y de cannabinol (CBN) presentes en Cannabis sativa L., asi
como el contenido total de cannabinoides. Para llevar a cabo el proceso se seleccionaron
como variables independientes: la temperatura de extraccion (X; = 15-35 °C), el tiempo de
extraccion (X, = 5-15 min) y el ratio soluto:disolvente (X;=20-80 mL/qg).

Los cuatro modelos matematicos obtenidos durante el proceso de optimizacién de la
extraccion de los diferentes cannabinoides mediante RSM se ajustaron a los datos
experimentales, obteniéndose las diferentes superficies de respuesta. A partir de los
diferentes resultados, se pudo llevar a cabo la optimizacion tanto del proceso de extraccion
del CBD presente en la muestra de Cannabis sativa L., asi como el de extraccion de la
totalidad de cannabinoides analizados.

En particular, las condiciones 6éptimas obtenidas para el proceso de extraccion de CBD
fueron X; = 26,5 °C, X, = 12,2 min y 1:X3 = 1:20, mientras que para la extraccion del total de
cannabinoides estudiados fueron X; = 28,7 °C, X, = 12,5 min y 1:X3 = 1:20. Utilizando estas
condiciones, los valores méximos correspondientes al contenido de CBD y al de
cannabinoides totales analizados fueron 10,6 £ 0,2% y 14,7 + 0,3%, respectivamente.

Finalmente, se llevé a cabo la validacion de los modelos utilizando las condiciones 6ptimas
para ambas respuestas. No se observaron diferencias significativas entre los valores
estimados y los resultados experimentales, lo cual es indicativo de la validez de los modelos
para llevar a cabo la optimizacién del proceso de extraccién de cannabinoides a partir de
Cannabis sativa L.



Resumen

Abstract

Cannabis sativa L. is a plant of the Cannabaceae family that represents an important source
of secondary metabolites, with more than 500 identified compounds. It is a plant that has
been causing controversy for decades due to the presence of psychoactive compounds,
although in recent years it has acquired great importance due to the pharmacological
potential shown by some of the main cannabinoid compounds present in the plant. For this
reason, it is of great interest to evaluate the optimisation of the extraction process of these
bioactive compounds by means of an efficient methodology, which allows saving in
resources, time and costs of the process. In this context, this study is based on the use of
power ultrasound as a technology to carry out the cannabinoid extraction.

The research carried out to date on the multivariate optimisation of the cannabinoid
extraction process present in Cannabis sativa L. is quite limited, despite the growing interest
of this plant as a source of cannabidiol (CBD) and other non-psychoactive cannabinoids of
great interest. Therefore, the main objective of this work is to carry out the optimisation of the
acoustically assisted extraction of the main cannabinoids present in Cannabis sativa L. in
order to establish the extraction conditions that allow obtaining the highest yields of the
selected cannabinoids.

For the optimization of the cannabinoid extraction process from Cannabis sativa L., the
response surface methodology (RSM) was used, applying a Box-Behnken design. The
responses analyzed were the individual content (% w/w) of CBD, A%-tetrahydrocannabinol
(A°-THC) and cannabinol (CBN) present in Cannabis sativa L., as well as the total content of
cannabinoids. To carry out the process, the following were selected as independent
variables: extraction temperature (X; = 15-35 °C), extraction time (X, = 5-15 min) and solute:
solvent ratio (X3 = 20-80 mL/g).

The four mathematical models obtained during the optimisation process of the extraction of
the different cannabinoids using RSM were adjusted to the experimental data, obtaining the
different response surfaces. Based on the different results, it was possible to carry out the
optimization of both the extraction process of the CBD present in the Cannabis sativa L.
sample, as well as the extraction of all the cannabinoids analysed.

In particular, the optimal conditions obtained for the CBD extraction process were as follows:
X; = 26,5 °C, X, = 12,2 min and 1:X; = 1:20, whereas for the extraction of the total
cannabinoids studied were X; = 28,7 °C, X, = 12,5 min and 1:X3 = 1:20. Using these
conditions, the maximum values corresponding to the CBD content and to the total
cannabinoids analysed were 10,6 + 0,2% and 14,7 + 0,3%, respectively.

Finally, the validation of the models was carried out using the optimal conditions for both
responses. No significant differences were observed between the estimated values and the
experimental results, which is indicative of the validity of the models to carry out the
optimisation of the cannabinoid extraction process from Cannabis sativa L.
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Introduccién

1. Introduccion
1.1 Cannabis sativa L.

Cannabis sativa L. (denominada habitualmente como cannabis) es una planta que crece en
zonas templadas y tropicales del mundo perteneciente a la familia Cannabaceae (UNODC,
2009). La planta presenta hojas dentadas, en forma de abanico (Figura 1) y puede alcanzar
hasta los 6 metros de altura, aunque el grado de ramificacion y la altura de la planta
dependen principalmente de factores ambientales y hereditarios, asi como del método de
cultivo (UNODC, 20009).

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

Cannabis sativa L. es una planta florida que se puede encontrar en formas variables,
dependiendo sobre todo de la variedad cultivada y de la disponibilidad de espacio para su
crecimiento. Es una especie normalmente dioica, por lo tanto, las flores masculinas y
femeninas se encuentran en plantas separadas. Los compuestos bioactivos del cannabis
estdn contenidos mayormente en las inflorescencias de la planta, encontrandose
principalmente concentrados en los tricomas, apéndices en la superficie de la planta que
cubren las flores, hojas y los tallos de ésta (Andre et al., 2016).

La planta fue clasificada por primera vez en 1753 por Carl Linnaeus y representa una
importante fuente de metabolitos secundarios, con mas de 500 compuestos identificados
(Hanu$ et al., 2016), siendo los cannabinoides el grupo de compuestos bioactivos mas
importante en la planta.

Desde que se conoce la existencia de compuestos psicoactivos en la planta de Cannabis
sativa L., se ha nombrado de formas diversas con el objetivo de distinguir las plantas que
contienen sustancias psicoactivas de las que no contienen dichos compuestos. Debido, por
una parte, a la gran controversia que genera esta planta, pero también al gran potencial en
diferentes ambitos de la planta Cannabis sativa L. que no posee componentes psicoactivos,
se hace necesaria esta distincién (Hazekamp, 2007).

En este contexto, se suele hablar de cafiamo para referirse a la planta que no contiene
compuestos psicoactivos. No obstante, dado que este término no tiene base cientifica, en
muchas ocasiones se utiliza el término cannabis para referirse a la planta Cannabis sativa L.
en todas sus variedades (Hazekamp, 2007).

11



Introduccién

1.1.1 Origen y propagacion

La planta de cafiamo esta considerada como una de las mas antiguas cultivadas por el ser
humano, gracias a los multiples usos que lo distinguen. Su origen se establece hace 6000
afios en Asia Central (Schultes, 1970), existiendo diversos libros de aquella época en los
que se indica la relacion que tuvo con la medicina china hace aproximadamente 5000 afios
(Upton, 2020), aunque también era destacable su uso con otros fines como la obtencion de
fibra y la elaboracién de aceite a partir de sus semillas (Small et al., 1975).

En Europa se utiliz6 como fuente de fibra hasta el siglo XVI, donde se introdujo como droga
en una época plagada de exploraciones (Figura 2), que hizo llegar el cannabis hasta
América (Small et al., 1975). En el siglo XIX es cuando aparecen los primeros datos
contrastados sobre el cannabis; su uso se popularizé, siendo el divulgador de su aplicacion
terapéutica el médico William O'Shaughnessy, que proporciond registros detallados de los
efectos del cannabis (Upton, 2020).

attor Middlnges 700 BC

1600S after 2500-BC
<______..‘-"f
100 BC l

Origin

1000 BC

after
15008

Figura 2. Expansion del cannabis alrededor del mundo (Historical Records, Natural History Museum).

En el siglo XX, la introduccion en el mercado europeo y estadounidense de fibras menos
costosas procedentes de Asia provoco el declive del cultivo de caflamo, aunque este declive
también estuvo relacionado con la prohibicion del cannabis en Estados Unidos, tanto de la
planta como de sus constituyentes activos.

Parece ser reciente el redescubrimiento del cafiamo como cultivo agricola, debido
principalmente al interés de la investigacion que confirma la multifuncionalidad de esta
planta y la legalizacibn en muchos paises del cultivo de Cannabis sativa L., siempre y
cuando no se superen limites establecidos para el principal compuesto psicoactivo presente
en la planta, el A>-tetrahidrocannabinol (A°-THC, o simplemente THC).

1.1.2 Compuestos guimicos presentes en Cannabis sativa L.

El cannabis es una mezcla natural quimicamente compleja de compuestos bioactivos que
abarcan, entre otros, flavonoides, terpenos, aminoacidos, vitaminas y azucares, aunque los
compuestos que presentan, sin duda, mayor interés son los cannabinoides (Citti et al., 2020;
Cheng Hao, Gu y Xiao, 2015). No obstante, los demas compuestos también deben tenerse
en cuenta ya que estan asociados con mltiples efectos beneficiosos para la salud humana
(Russo, 2011).
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1.1.2.1 Cannabinoides

Los cannabinoides son terpenofenoles definidos como un grupo de compuestos formados
por 21 atomos de carbono (Figura 3), caracteristicos del género Cannabis (Mechoulam y
Gaoni, 1967), entre los que se incluyen sus derivados y productos de transformacion.

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

’75\0

Cannabidiolic acid Cannabidiol Tetrahydrocannabivarin
(CBDA) (CBD) (THV)
COOH oH
I COOH
(¢]
Cannabigerolic acid Cannabigerol Cannabinalic acid
(CBGA) (CBG) (CBNA)
Cannabichromenic acid Cannabichromene Cannabinol
(CBCA) (CBC) (CBN)
Cannabicyclolic acid Cannabicyclol
(CBLA) (CBL)

Figura 3. Estructura quimica de los principales cannabinoides presentes en Cannabis sativa L.
(Hazekamp, 2007).

Actualmente se han identificado mas de 100 compuestos cannabinoides (Radwan et al.,
2009), entre los cuales destacan el A>-THC, el cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN).

Los cannabinoides son compuestos inodoros, siendo el olor caracteristico del cannabis
debido a terpenos volatiles de la planta (Russo, 2011), que de forma natural presentan
normalmente un grupo carboxilo en su estructura. Los cannabinoides acidos se
descarboxilan a sus formas neutras cuando son expuestos al calor y la luz, aunque también
pueden experimentar la descarboxilacion a bajas temperaturas durante el almacenamiento.
De hecho, compuestos como el A°-THC, CBD, CBN y otros cannabinoides descarboxilados
no estan presentes en grandes concentraciones cuando la planta se encuentra en estado
fresco (Macherone, 2020).

El CBD es el compuesto no psicoactivo mas importante, mientras que el mayor responsable
de la actividad psicotrépica de la planta es el A>-THC junto con el CBN. Este dltimo posee
una ligera actividad psicoactiva, estimada en una décima parte de la actividad atribuida al
A’-THC (Gonzalez et al., 2002).

La biosintesis de los cannabinoides presentes en la planta ha sido elucidada casi al
completo (Raharjo et al., 2004). Los precursores de los cannabinoides se originan a partir de
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dos rutas biosintéticas distintas: la ruta del acetato, que da lugar a la sintesis del &cido
olivetdlico, y la ruta del mevalonato, que conduce a pirofosfato de geranilo (GPP)
(Sirikantaramas et al., 2007) (Figura 4).

OH
Geranyl pyrophosphate  Olivetolic acid
(GPP) (OLA)

Geranylpyrophosphate:olivetolate
geranyltransferase

OH
2 COOH

Cannabigerolic acid (CBGA)

cannabidiolic acid cannabichromenic acid

synthase synthase

tetrahydrocannabinolic acid
synthase

OH
COOH cooH  F COoH
0] CgH
CsHyy CsHyy o
Tetrahydrocannabinolic Cannabidiolic Cannabichromenic
acid (THCA) acid (CBDA) acid (CBCA)

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

La C-alquilacion, catalizada por una sintasa, del acido olivetélico con GPP conduce a la
formacion de acido cannabigerdlico (CBGA), precursor central de varios cannabinoides
(Fellermeier y Zenk, 1998). A partir del CBGA, se producen diferentes procesos de ciclacion
oxidativa catalizados por enzimas que dan lugar al acido tetrahidrocannabinélico (THCA), al
acido cannabididlico (CBDA) y al acido cannabicroménico (CBCA). Por tanto, los
cannabinoides se biosintetizan en sus formas acidas.

A partir de la investigacion realizada durante los dltimos afios, el desarrollo de
cannabinoides sintéticos (compuestos obtenidos por sintesis que tratan de reproducir la
estructura de los cannabinoides naturales) y el descubrimiento de los endocannabinoides
(lipidos bioactivos capaces de unirse a los receptores utilizados por los cannabinoides
naturales), es habitual el uso del término "fitocannabinoides" para referirse a los compuestos
presentes naturalmente en la planta (Pate, 1994). Estos se dividen en 10 subclases (EISohly
y Slade, 2005):

- Tipo A%tetrahidrocannabinol (A%-THC): el aislamiento de A®-THC puro a partir de un
extracto de hachis fue realizado por Gaoni y Mechoulam en 1964. Es el
fitocannabinoide psicoactivo mas abundante y mas estudiado en la planta Cannabis
sativa L. Se caracteriza, ademas, por poseer propiedades farmacolégicas muy
diversas. Este grupo esta formado por 9 cannabinoides distintos.
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Figura 5. Cannabinoides tipo A*-THC.

- Tipo A®-tetrahidrocannabinol (A%-THC): el cannabinoide A®-THC, de estructura similar
al A>-THC, se aisl6 en 1966 (Hively et al., 1966). Este grupo esta formado
Unicamente por dos compuestos.

Figura 6. Cannabinoides tipo A®-THC.

- Tipo cannabicromeno (CBC): el CBC es un compuesto no psicoactivo de la planta
cuyo descubrimiento por Claussen et al. y Gaoni y Mechoulam en 1966 ocurrié de
forma casi simultanea. En este grupo hay 5 compuestos.

Figura 7. Cannabinoides tipo CBC.

- Tipo cannabidiol (CBD): el CBD no fue aislado hasta mitad del siglo XX. Es el
compuesto no psicoactivo mas importante en la planta, siendo un aspecto importante
sus posibles efectos terapéuticos. En este grupo hay 7 compuestos de tipo CBD.

Figura 8. Cannabinoides tipo CBD.

- Tipo cannabigerol (CBG): en 1964 se aisl6 CBG de la resina de cannabis. Es un
cannabinoide no psicoactivo que exhibe actividad antibacteriana. Existen 7
compuestos clasificados como cannabinoides de tipo CBG (Leghissa et al., 2018).
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Figura 9. Cannabinoides tipo CBG.

Tipo cannabinol (CBN): el primer compuesto aislado representativo de los
cannabinoides fue el CBN en 1896, aunque su estructura quimica no fue
caracterizada correctamente hasta 1940 (Hanu$ et al., 2016). Es un compuesto
derivado de la oxidacion de A°-THC cuya concentracién aumenta durante la
conservacion de la planta. Este grupo esta formado por 7 compuestos.
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Figura 10. Cannabinoides tipo CBN.

Tipo cannabiciclol (CBL): el CBL se aisl6 en 1967 y existen 3 compuestos diferentes
en este grupo. Ninguno de estos presenta bioactividad, de acuerdo con los estudios
hasta ahora realizados (Leghissa et al., 2018).

Figura 11. Cannabinoides tipo CBL.

Tipo cannabielsoina (CBE): es uno de los descubrimientos mas recientes. Existen 5
compuestos de este tipo, aunque tampoco se ha reportado bioactividad alguna para
este tipo de compuestos (Leghissa et al., 2018).

Figura 12. Cannabinoides tipo CBE.

Tipo cannabinodiol (CBND): solo se han identificado 2 compuestos del tipo CBND.
Se descubrieron en 1972 y se obtienen a partir de la oxidacion del CBD (Leghissa et
al., 2018).
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Figura 13. Cannabinoides tipo CBND.

- Tipo cannabitriol (CBT): se han aislado hasta 9 cannabinoides diferentes
correspondientes a este Ultimo grupo de compuestos.

Figura 14. Cannabinoides tipo CBT.

1.1.2.2 Componentes no cannabinoides

La mayor parte de los componentes no cannabinoides identificados son los constituyentes
habituales de una planta. Pese a que estos compuestos estan presentes en pequefias
cantidades, se debe tener en cuenta la importancia de éstos, ya que pueden presentar
efectos positivos para la salud humana y, por ejemplo, en el caso de terpenos y flavonoides,
pueden llegar a contribuir de forma sinérgica con la actividad beneficiosa atribuida a los
cannabinoides (Russo, 2011).

Hasta el momento, se han identificado hasta 100 terpenos diferentes en la planta. Entre
ellos, los mas destacables son el pineno, que se caracteriza por un efecto antiséptico, y el
mirceno, al cual se le atribuyen propiedades antioxidantes y anticancerigenas (Clarke y
Watson, 2007).

Otros compuestos de interés son los acidos grasos presentes en las semillas del cafiamo.
Los aceites de semillas de cafiamo presentan una alta estabilidad a la oxidacién y suelen
ser ricos en acido linoleico (»-6) y a-linolénico (»-3) (Cheng Hao, Gu y Xiao, 2015).

1.1.3 Cultivo, procesado y almacenamiento

En general, el cannabis es una planta que tolera bien los cambios de clima. Si bien se
conoce que la mayoria de cannabinoides se concentran en las flores de la planta (Hemphill
et al., 1980), su concentracién en las hojas también puede llegar a ser importante. En menor
concentracion, también pueden encontrarse tanto en los tallos como en las raices de la
planta. Sin embargo, este tipo de compuestos no estan presentes en las semillas (Russo y
Marcu, 2017).

El ciclo vital que sigue el cannabis se basa en que germina, crece, florece y muere durante
el transcurso de un afio. Uno de los problemas de su cultivo en el exterior es la dificultad de
mantener un perfil quimico constante en la planta por la variabilidad de las condiciones
ambientales. Sin embargo, un cultivo en invernadero permite un mejor control de las
condiciones de cultivo (EISohly et al., 2017).
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En 1976, Fairbairn et al. demostraron que se producen pérdidas significativas de
cannabinoides debido tanto a la exposicién a la luz como al aire atmosférico. En el caso del
A’-THC, su concentracion puede verse alterada debido a que es un compuesto termolabil,
sensible al oxigeno y a la luz, por lo que puede sufrir un proceso de degradacion oxidativa a
CBN tras un almacenamiento prolongado o experimentar un proceso de isomerizacién a A%-
THC (Glivar et al., 2020). Por otra parte, la concentracion de CBDA cuando se expone a la
luz también disminuye (Thomas y EISohly, 2016). Teniendo en cuenta estos aspectos, las
condiciones preferidas para el almacenamiento de la planta son bajas temperaturas y
ausencia de luz.

1.1.4 Taxonomia del Cannabis sativa L.

En 1783, después de comparar variedades de cafiamo indio y europeo, Lamarck observé
diferencias entre la planta europea y la procedente de la India, por lo cual denominé a esta
tltima Cannabis indica, mientras que en 1924 el botanico ruso Janischevsky indicé que
existia una nueva especie en Asia con caracteristicas diferentes a las demas que nombré
Cannabis ruderalis (Small et al., 1975).

Actualmente, no existe un total acuerdo sobre la clasificacién de las especies del género
Cannabis. La taxonomia continda cambiando y la discusién hace referencia a la existencia
de 2 o 3 especies (Figura 15), aunque hay autores que indican que lo que se consideran 3
especies en realidad son 3 variedades de la especie Cannabis sativa L. (McPartland, 2018).

“Sativa”

}
NS
A
NOPY “Indica”

“Ruderalis”

Figura 15. Taxonomia del cannabis basada en la existencia de tres especies (McPartland, 2018).

Debido a la falta de un criterio Unico a la hora de clasificar la planta, existen clasificaciones
basadas en aspectos muy diversos. Una de las mas habituales se basa en criterios
morfolégicos, como la altura y el grado de ramificacion (Schultes, 1970). Este sistema
distingue 3 especies del cannabis:

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

- Cannabis ruderalis: plantas muy pequefias, sin ramas y con hojas de un tamafio
menor en comparacion con las anteriores.

Otros sistemas de clasificacion se desarrollaron para discriminar entre las diferentes
variedades de cannabis, sobre todo entre las que podrian situarse como "tipo droga" o "tipo
fibra". Este tipo de clasificacion implica la determinacion de la relacion THC/CBD en una
planta y asignarla a un fenotipo quimico o "quimiotipo" (Small, et al., 1975). En 1971,
Fetterman et al. describieron 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". En 1973, Small y Beckstead utilizaron los niveles por separado de
A’-THC y CBD para distinguir entre los diferentes quimiotipos. En cambio, otros autores
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como Fournier y Paris (1979) optaron por usar niveles mas altos de A°>-THC para discriminar
entre las variedades mencionadas (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de fenotipos quimicos de la planta Cannabis sativa L. segun Small y Beckstead
(1973) y Fournier y Paris (1979).

Fenotipos [THC] (%) [CBD] (%) [THC]/[CBD] Referencias
Droga >0,3 <0,5 =
Intermedio >0,3 >0,5 - Small y Beckstead, 1973
No-Droga <0,3 >0,5 -
Fibra <0,5 >0,5 <1
Fournier y Paris, 1979
Droga >0,5 <0,5 >1

En 2004, Hillig y Mahlberg identificaron 3 quimiotipos en funcién de la relacion THC/CBD:
una relacibn THC/CBD > 1 es caracteristica de plantas clasificadas como "tipo droga"
(quimiotipo 1), una relacion THC/CBD igual a 1 es para plantas "tipo intermedio" (quimiotipo
II) y una relacién THC/CBD < 1 es caracteristica de las plantas "tipo fibra" (quimiotipo III). El
uso de quimiotipos es util a la hora de clasificar las diferentes variedades de Cannabis sativa
L. Asi, segun la UNODC (United Nation Office on Drugs and Crime) (2009), para diferenciar
entre cannabis "tipo droga" y "tipo fibra" se debe considerar el contenido en A°>-THC, CBD y
CBN (Ecuacion 1):

__ [THC]+ [CBN]

[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 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”, un valor de X < 1 indica que es de "tipo fibra" y un valor de X = 1 sefala
gue la muestra es de "tipo intermedio".

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 polimorfica, que se clasifica en 3 quimiotipos en funcion del
contenido en cannabinoides de la planta analizada (Aizpurua-Olaizola et al., 2016).

1.1.5 Leqislaciéon del cannabis

La legalidad referida al uso del Cannabis sativa L. lleva décadas causando controversia
debido a que el cannabis es de las drogas mas consumidas en todo el mundo. Asi, la
legislacion varia significativamente de un pais a otro.

En el afio 1925 se situd, a nivel mundial, en la lista de drogas establecidas, restringiendo su
uso Unicamente para fines cientificos (Plan Nacional sobre Drogas, 1925). Actualmente,
tanto en la Unién Europea (UE) como en muchos paises a nivel mundial, el cultivo de
cafiamo esta permitido si siguen la normativa correspondiente. En concreto, en la UE el
contenido total de A°-THC en Cannabis sativa L. no debe exceder el limite del 0,2% en base
seca (Reglamento (UE) N° 1307/2013).

19



Introduccién

En la UE cabe destacar 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 Canadéa ha sido completamente legalizado en la Gltima década (EMCDDA, 2018).

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.

1.1.6 Propiedades farmacoldgicas del Cannabis sativa L.

Las propiedades terapéuticas del Cannabis sativa L. son uno de los principales aspectos
gue explican la gran popularidad de esta planta. El descubrimiento de los cannabinoides, la
caracterizacion de su estructura quimica y el conocimiento sobre las relaciones estructura-
actividad que dan lugar a los efectos de éstos, han permitido el disefio de compuestos
analogos que han sido de gran utilidad en el estudio de las propiedades farmacologicas de
estos compuestos (Flores-Sanchez y Verpoorte, 2008). Asimismo, se debe tener en cuenta
el caracter hidr6fobo de los cannabinoides, que limita su uso en algunos farmacos por su
baja solubilidad en agua.

Los estudios actuales indican que los efectos farmacolégicos de los cannabinoides
presentes en cafiamo resultan de su capacidad para interactuar con el llamado sistema
endocannabinoide, compuesto por receptores de cannabinoides, endocannabinoides y
enzimas responsables de su sintesis y degradaciéon (Radwan et al., 2021). 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 (Lu y Mackie, 2017). Tanto el CBD
como el A’-THC son capaces de interaccionar con este sistema.

Desde un punto de vista farmacolégico, el CBD es el compuesto mas interesante, ya que
presenta elevada actividad antioxidante y antiinflamatoria (Iffland y Grotenhermen, 2017),
ademas de exhibir interesantes propiedades antibioticas, ansioliticas y antiepilépticas (Lim et
al., 2017).

El A°-THC, pese a ser psicoactivo, presenta propiedades muy diversas, ya que se puede
usar como antiemético (Pertwee, 2008; Darmani, 2002), en el tratamiento del glaucoma
(Tomida et al., 2004) y reduce el dolor en personas que padecen esclerosis multiple (Zajicek
et al., 2003). Por otro lado, el CBC exhibe actividad antiinflamatoria y antifangica (Citti et al.,
2018), mientras que el CBG actividad analgésica y antibacteriana (Andre et al., 2016).

Teniendo en cuenta las diferentes propiedades terapéuticas de los compuestos bioactivos
presentes en Cannabis sativa L., se han llegado a desarrollar algunos farmacos, como por
ejemplo Sativex y Epidiolex, aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de Estados Unidos y por la Agencia Europea del Medicamento (EMA), perteneciente
a la UE, para tratar los sintomas de la esclerosis multiple y la epilepsia, respectivamente.

1.2 Extraccion sélido-liquido

La materia prima vegetal contiene normalmente pequefias concentraciones de solutos de
interés para diferentes industrias, hecho que justifica el desarrollo de procesos de
separacion para obtener un elevado rendimiento. La extraccion de principios activos de
materias primas vegetales por medio de disolventes apropiados es una operacion unitaria
habitual en la industria alimentaria (Romdhane y Gourdon, 2002). En la extraccion solido-
liquido, los solutos migran del sélido (muestra) al liquido (disolvente de extraccion)
dependiendo de las propiedades fisicoquimicas tanto de los solutos como del disolvente.
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1.2.1 Efecto de la temperatura, tiempo v ratio soluto:disolvente

El aislamiento de compuestos bioactivos y su separacion de la matriz vegetal en ocasiones
se complica debido a su sensibilidad a varios parametros del proceso como la temperatura,
el tiempo de extraccion o el ratio soluto:disolvente (Agarwal et al., 2018).

La temperatura de extraccion es una variable a tener en cuenta para minimizar el costo de
energia del proceso. Muchos autores indican que un aumento en la temperatura del proceso
favorece la extraccién, aunque en el caso de compuestos bioactivos como los
cannabinoides este parametro debe controlarse adecuadamente debido a que al tratarse de
compuestos termolabiles, pueden llegar a degradarse y/o sufrir importantes modificaciones
en su estructura quimica (Veress et al., 1990).

Los métodos convencionales de extracciéon, como la extraccion Soxhlet o la maceracion,
tienen como uno de los principales inconvenientes la necesidad de tiempos de extraccion
relativamente largos. En los Ultimos afios, para superar estas limitaciones se han utilizado
diferentes técnicas no convencionales que incluyen la extraccién asistida por ultrasonidos,
por microondas o la extraccion mediante fluidos supercriticos (Azmir et al., 2013). De estos,
la extraccion asistida por ultrasonidos se ha utilizado ampliamente para la extraccién de
compuestos bioactivos con la finalidad de reducir, de forma considerable, los tiempos de
extraccion (Khan et al., 2010; Mufiz-Marquez et al., 2013).

El ratio soluto:disolvente también suele ser un pardmetro importante a la hora de llevar a
cabo el proceso de extraccion. Cuando se realiza un estudio de optimizacion en el cual se
considera esta variable, es importante utilizar un amplio rango de ratios soluto:disolvente
que permitan efectuar un andlisis adecuado de esta variable (Tzimas et al., 2021).

1.2.2 Extraccién de compuestos bioactivos. Cannabinoides

En la extraccion de compuestos bioactivos se utilizan disolventes con diferentes polaridades
dependiendo de la naturaleza del compuesto de interés. EI método més simple para la
extraccion de compuestos bioactivos a partir de plantas suele implicar la maceracién en
agua hasta la disolucién de los constituyentes. Sin embargo, en el caso concreto de los
cannabinoides es necesario aplicar métodos alternativos, utilizando diferentes disolventes
organicos ya que la solubilidad de los cannabinoides en agua es muy baja (Lujan Ramirez et
al., 2019).

El uso de disolventes organicos para la extraccion 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 y provocar un considerable impacto medioambiental.

Para el proceso de extraccion de los principales compuestos presentes en la planta
Cannabis sativa L., se pueden encontrar métodos muy diversos en la literatura. No obstante,
antes de llevar a cabo el método de extraccidon de cannabinoides seleccionado, las muestras
de Cannabis sativa L. deben seguir un tratamiento adecuado. A dia de hoy, no existe
homogeneidad en cuanto al método de extraccion a aplicar. En Europa, los dos unicos
protocolos que suelen ser utilizados como referencia se basan en el método establecido por
la Union Europea para determinar el contenido de A°-THC en cannabis y la monografia de
cannabis de la Farmacopea alemana (Reglamento (CE) N° 1177/2000; German
Pharmacopoeia, 2018).

21



Introduccién

1.2.3 Ultrasonidos de potencia. Uso en la extraccion de cannabinoides

En el intento de mejorar el proceso de extraccion, tanto para el aislamiento de analitos del
material vegetal como para reducir inconvenientes de los métodos clasicos de extraccion, se
han implementado métodos de extraccién innovadores como la extraccién asistida por
ultrasonidos (US) (Wianowska et al., 2015). Se pueden distinguir dos tipos de ultrasonidos a
partir de su intensidad y frecuencia. Por una parte, se encuentran los ultrasonidos de baja
potencia, con frecuencias comprendidas entre los 500 kHz y 10 MHz y, por otro lado, los
ultrasonidos de potencia o de alta intensidad, con frecuencias entre los 20 y 100 kHz. Estos
ultimos pueden producir cambios en las diferentes propiedades del material analizado,
dando lugar a diferentes aplicaciones en la industria alimentaria (Awad et al., 2012).

Los ultrasonidos estan compuestos por ondas sonoras con una frecuencia que supera el
limite del oido humano. Como otras ondas, los ultrasonidos pasan a través de un medio
creando compresion y expansion. Este proceso produce un fendmeno llamado cavitacion,
que significa la produccién, crecimiento y colapso de burbujas (Figura 16). Cuando estas
burbujas alcanzan un punto inestable, liberan altas temperaturas y presiones por implosion.
Este fenbmeno puede romper las paredes celulares y favorecer la liberacion de metabolitos
de la muestra al disolvente (Lefebvre, Destandau y Lesellier, 2021).

Cellular wall Cellular Disruption

Compounds Cellular Disruption

-~ Release of the compounds

Bubble Solvent inlet

Bubble collapse
Bubble

A) Representation: Bubble and vegetal cell B) Breakdown of the cell wall C) Diffusion of the solvent and release of the compounds

Figura 16. Cavitacion, difusién del disolvente y liberacion de los compuestos de interés (Medina-
Torres et al., 2017).

Los parametros que afectan a la cavitacion también afectan el proceso de extraccion
realizado mediante ultrasonidos. Ademas de los parametros que rigen la accién del
ultrasonido (como la frecuencia y la amplitud de la onda), otros factores como la
temperatura, la presion y la potencia ultrasénica también afectan a la extraccion.

Las ventajas del uso de ultrasonidos en la extraccibn de cannabinoides incluyen una
disminucion de la temperatura, la selectividad del proceso y el tamafio reducido del equipo
(Kenari y Dehghan, 2020). Ademas, la extraccion asistida por ultrasonidos es una técnica
gue reduce el tiempo de trabajo y el uso de disolventes, simplificando la operacion y
mejorando significativamente el rendimiento del proceso (Chemat et al., 2017).

A partir de los datos publicados en los Ultimos afios, se observa como los ultrasonidos estan
siendo aplicados en diferentes estudios basados en la extraccibn de compuestos
cannabinoides (Nahar et al., 2021; Valizadehderakhshan et al., 2021).

1.3 Metodologia de superficie de respuesta

En los Ultimos afios, diferentes herramientas quimiométricas han sido aplicadas con
frecuencia para la optimizacion de métodos analiticos considerando sus ventajas, como la
reduccion del numero de experimentos a realizar, lo cual se traduce en un menor consumo
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de reactivos y la reduccién del trabajo de laboratorio. La optimizacién se refiere a la mejora
de un sistema o0 proceso con el objetivo de obtener el maximo beneficio de éste. A la hora
de realizar un andlisis, este término se refiere la busqueda de las condiciones Optimas en las
cuales un procedimiento permite obtener la mejor respuesta posible (Bezerra et al., 2008).

Generalmente, el problema de las estrategias de optimizacién tradicionales es que no son
capaces de determinar las interacciones entre diferentes variables. Por el contrario, las
técnicas multivariantes, predominantemente la metodologia de superficie de respuesta
(RSM), permiten obtener las condiciones éptimas del proceso teniendo en cuenta las
diferentes interacciones (Tzimas et al., 2021). Durante el procedimiento de optimizacion
multivariante, existen dos tipos de variables: las respuestas (variables dependientes) y las
variables independientes. Los valores de las respuestas dependen de los niveles de las
variables independientes, que pueden ser cualitativas o cuantitativas (Ferreira et al., 2007).

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) se puede utilizar con el fin de optimizar los
rendimientos de extraccion de diferentes compuestos, siendo esta metodologia un conjunto
de técnicas estadisticas y matematicas que se basan en el ajuste de los datos
experimentales a una ecuacion polindbmica, utilizada en el tratamiento de problemas en los
gue una respuesta de interés esta influenciada por multiples variables (Bezerra et al., 2008).

Para aproximar una funcién de respuesta a los datos experimentales, en el caso de que no
puedan ser descritos por funciones lineales, se deben utilizar disefios experimentales de
modelos de segundo orden como, por ejemplo, un disefio de Box-Behnken o de
composicion central (Bezerra et al., 2008). Cada vez es mas habitual el uso de disefios de
Box-Behnken dado que suelen presentar menos puntos experimentales que los de
composicion central, por lo cual su ejecucién es menos costosa contando con la misma
cantidad de variables. Ademas, la comparacion entre ambos disefios ha demostrado que la
matriz del disefilo de Box-Behnken es ligeramente mas eficiente y no contiene
combinaciones para las cuales todas las variables estan simultaneamente en sus niveles
mas altos o mas bajos, siendo estos disefios Utiles para evitar experimentos en condiciones
extremas en las que pueden producirse resultados insatisfactorios (Ferreira et al., 2007).

1.3.1 Disefio de Box-Behnken

El disefio de Box-Behnken (Figura 17) es una clase de disefio de segundo orden basado en
disefios factoriales de 3 niveles (Ferreira et al., 2007). Es una herramienta de RSM que ha
sido ampliamente utilizado por los investigadores para la optimizacion de ensayos
experimentales (Bezerra et al., 2008).

X, Xa

Xs Xs

Xy X4 g

Figura 17. Representaciones gréficas del disefio de Box-Behnken para 3 variables.
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El nimero de experimentos (N) necesarios para el desarrollo del método se define como N =
2k(k = 1) + Co, donde k es el numero de variables independientes y C, es el numero de
repeticiones del punto central (Ferreira et al., 2007). EI modelo polinomial utilizado en el
analisis de superficie de respuesta se explica mediante la Ecuacion 2:

k k k-1 k
Y =0+ Zﬁlxi + Z Biinzi + Z Z ﬁinl-Xj (Ecuacion 2)
i=1 i=1

i=1 j=it+1

donde Y hace referencia a las diferentes respuestas estudiadas, Bo, Bi, Bi Y Bij son los
coeficientes de regresion para los términos de interseccion, lineales, cuadraticos y la
interaccion entre i y j respectivamente, y X; y X; representan las variables independientes
utilizadas en el estudio (i # j) (Peng et al., 2020).

Las variables independientes son estudiadas en tres niveles equidistantes (-1, 0, 1). La
Tabla 2 contiene los valores codificados para un disefio de Box-Behnken de un sistema de
tres variables, donde se observa que Unicamente es necesario llevar a cabo 12
experimentos y 3 repeticiones del punto central.

Tabla 2. Valores codificados para un disefio Box-Behnken para 3 variables.

Experimento X1 X5 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1

10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
C 0 0 0
C 0 0 0
C 0 0 0

El disefio de Box-Behnken se ha utilizado ampliamente en diferentes ambitos para optimizar
los procesos de extraccion de compuestos bioactivos, como polisacaridos o compuestos
fendlicos, entre otros (Ahmad et al., 2015). La investigacion sobre la optimizacién mediante
RSM de la extraccion de Cannabis sativa L. con fines analiticos es bastante escasa, aunque
en la bibliografia se pueden encontrar algunos articulos en los dltimos afios donde se
aplican disefios de optimizacion (Agarwal et al., 2018; Kenari y Dehghan, 2020; Tzimas et
al., 2021).
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2. Objetivos

En los Gltimos afos, la planta Cannabis sativa L. ha ido adquiriendo una notable importancia
debido principalmente a la presencia de cannabinoides, compuestos con un gran potencial
para ser utilizados en ambitos muy diversos.

El presente trabajo, se enmarca dentro de las lineas de investigacion que, en los dos ultimos
afios, viene desarrollando el grupo de Ingenieria Agroalimentaria de la Universidad de las
llles Balears en colaboracién con la empresa Natural Healthy Cannabis Corporation SL.

En este contexto, el principal objetivo de este estudio consiste en llevar a cabo la
optimizacion del proceso de extraccion, asistido acUsticamente, de los principales
cannabinoides presentes en Cannabis sativa L. Optimizacion en el sentido de establecer
las condiciones de operacion que permitan obtener los mayores rendimientos posibles de
los compuestos cannabinoides seleccionados.

Para la consecucién de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

e Llevar a cabo la caracterizacion inicial de la muestra de Cannabis sativa L., con el
objetivo de identificar y cuantificar los principales cannabinoides presentes en la
muestra.

¢ Realizar la seleccién de las variables de operacién que tengan una mayor influencia
en el proceso de extraccion de cannabinoides; asi como de los niveles que
determinan su rango de aplicacion.

o Aplicar la metodologia de superficie de respuesta (RSM) a partir de un disefio
experimental de tipo Box-Behnken, desarrollando modelos de superficie de respuesta
gue permitan, por una parte, pronosticar los rendimientos de extraccion tanto de
cannabinoides individuales como de la totalidad de cannabinoides, y por otra,
determinar las condiciones Optimas para obtener la maxima cantidad posible de
estos compuestos.

o Validar experimentalmente los modelos polinomiales de superficie de respuesta
desarrollados a partir de las condiciones Optimas encontradas para cada una de las
respuestas analizadas.
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3. Materiales y métodos
3.1 Materia prima

Las muestras de Cannabis sativa L. utilizadas en este trabajo fueron suministradas por un
productor autorizado espanol, en concreto la empresa Natural Healthy Cannabis Corporation
SL, ubicada en el municipio de Pollenca (Mallorca).

La variedad de cafamo industrial cultivada fue recolectada durante la etapa de floracion de
la planta. En concreto, la variedad suministrada por la empresa fue KC DORA, certificada
conforme a las normas de la Union Europea (UE) e incluida en la lista de variedades
autorizadas por la UE publicada en el Catdlogo comun de variedades de especies de
plantas agricolas (Common catalogue of varieties of agricultural plant species, 2020).

Para este trabajo, el productor antes mencionado proporciond 8 muestras de la misma
variedad de Cannabis sativa L. recogidas de diferentes zonas del cultivo. A partir de las
muestras, se preparé una mezcla homogénea utilizando las hojas y las inflorescencias de
las plantas suministradas.

En concreto, la preparacion de la muestra se llevé a cabo de acuerdo con el método de la
UE establecido por la Comisién Europea para la determinacién cuantitativa del contenido de
A’-THC en céafamo (Reglamento (CE) N° 1177/2000). En las diferentes muestras de
Cannabis sativa L. se separaron las hojas y las inflorescencias de la planta, eliminando los
tallos y las semillas de mas de 2 mm, y se secaron en estufa durante 24 horas a 40 °C.
Posteriormente, la muestra se sometié a un proceso de trituracién, hasta obtener un polvo
semifino, el cual fue tamizado utilizando un tamiz de 1 mm de malla. Asi, la muestra final
consisti6 en una mezcla pulverizada y homogénea (Figura 18), la cual se conservo en un
recipiente hermético de plastico en un lugar seco, en ausencia de luz y a temperatura
ambiente, hasta su procesado.

Figura 18. Acondicionamiento de la muestra para su posterior analisis.

3.2 Equipo experimental

3.2.1 Equipo de extraccion acustica

El equipo utilizado para realizar las diferentes extracciones de cannabinoides mediante
asistencia acustica se muestra en la Figura 19. Este equipo consta de un vaso encamisado
de 100 mL conectado a un bafio termostético de recirculacién, el cual permite controlar la
temperatura durante el proceso de extraccion.
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Vaso encamisado

Disolvente de extraccion

Sélido a extraer
Figura 19. Montaje del sistema de extraccion y dibujo del equipo de ultrasonidos.

La aplicacion de los ultrasonidos de potencia se realiz6 mediante una sonda ultrasénica o
sonotrodo de titanio con una potencia de 400 W, 22 mm de diametro y una longitud de 100
mm (Figura 20) situado siempre en la misma posicion en el eje central del vaso.

Figura 20. Sonotrodo utilizado en los experimentos de extraccién asistida por ultrasonidos.

Con el fin de determinar la densidad de la potencia acustica (W/L) suministrada se utilizd
una técnica calorimétrica que consiste en medir el incremento de temperatura durante los
primeros 300 s de aplicacion de los ultrasonidos (Arzeni et al., 2012). El calculo de la
potencia acustica se realiz6 utilizando la Ecuacion 3 (Arzeni et al., 2012), a partir de la curva
de temperatura-tiempo determinada experimentalmente por triplicado:

dr g
P =mC, o (Ecuacion 3)

donde P es la potencia acustica (medida en J/s 0 W), m es la masa del disolvente (en kg),
C, es la capacidad calorifica del disolvente (medida en J/kg-K), dT es el diferencial de
temperatura (en °C) y dt el diferencial de tiempo (en s).

A partir de la capacidad calorifica (C,) y el volumen usado de acetonitrilo, utilizando la
Ecuacion 3 se pudo calcular este parametro. En la Tabla 3 se muestra la densidad de la
potencia acustica obtenida.
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Tabla 3. Densidad acustica aplicada al sistema de extraccion.

Sonda (diametro mm) Densidad potencia acustica (W/L)
22 31+3

3.3 Metodologia analitica

3.3.1 Contenido en humedad

La determinacion experimental del contenido de humedad de la muestra de cafiamo
utilizada se realizé siguiendo el método de la UE establecido por la Comision Europea para
la determinacién cuantitativa del contenido de A®-THC en céafiamo (Reglamento (CE) N°
1177/2000). Se pesaron aproximadamente 5 g de material vegetal y se deshidraté en una
estufa a 40 °C hasta peso constante durante 24 h, ya que el método indica que la
temperatura debe ser inferior a los 70 °C debido a que temperaturas superiores conducen a
la modificacion de la composicion quimica del producto seco (Kwasnica et al., 2020). A partir
de la variaciéon de peso se determiné el valor del contenido de humedad, siendo expresado
el resultado, en base seca, como masa de agua dividido por masa de sélido seco (g agua/g
ss). El contenido de humedad en base seca fue de 4,7 + 0,4 g agua/g ss. El bajo contenido
de humedad observado, inferior al limite establecido por la normativa europea (Reglamento
(CE) N° 1177/2000), indica que el acondicionamiento realizado fue adecuado.

3.3.2 Extraccion de cannabinoides. Caracterizacion de la muestra de Cannabis sativa L.

Con el fin de evaluar el contenido de los principales cannabinoides presente en la muestra
de cadfiamo, se llevé a cabo una caracterizacion inicial de la muestra por triplicado (Figura
21). Para ello, a partir de la muestra homogénea de Cannabis sativa L., se determinaron los
contenidos de CBD, A’-THC y CBN, asi como el contenido total de los cannabinoides
analizados. Es importante sefialar que en este trabajo la expresién "contenido total de
cannabinoides" corresponde a la suma de los 3 cannabinoides mencionados, dado que en
todas las extracciones efectuadas estos compuestos representaron entre el 95% y el 98%
del total de cannabinoides presentes.

Para llevar a cabo la caracterizaciéon de la muestra, la extraccion de los cannabinoides
presentes en Cannabis sativa L. se realiz6 de acuerdo a la metodologia de la UE
establecida por la Comisién Europea para la determinacion cuantitativa del contenido de A°-
THC en cafiamo (Reglamento (CE) N° 1177/2000), sustituyendo el disolvente de extraccion
utilizado. Aproximadamente 0,2 g de muestra de Cannabis sativa L. en polvo fueron situados
en 10 mL de acetonitrilo; este disolvente organico fue utilizado en lugar de hexano
principalmente debido a que es menos perjudicial para la salud y ha mostrado en diferentes
estudios que, junto a otros disolventes de mayor polaridad que el hexano, da lugar a unos
mayores rendimientos de extraccién de los cannabinoides de interés (Restek, 2014; Lujan
Ramirez et al., 2019).

El proceso de extraccion se llevé a cabo a temperatura ambiente, utilizando un bafio
ultrasénico a potencia constante durante 20 min. Posteriormente, se centrifugé durante 5
min a 3000 rpm y se recogi6 el sobrenadante, que fue filtrado con un filtro de membrana con
un tamafio de poro de 0,45 um y almacenado en el congelador a -20 °C hasta su posterior
analisis mediante cromatografia de gases.

Para llevar a cabo los diferentes experimentos indicados en el disefio de Box-Behnken se
siguio el mismo protocolo. Sin embargo, el proceso de extraccion se realizé con asistencia
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acustica (Figura 19) proporcionada por una sonda ultrasoénica en lugar de utilizar el bafio de
ultrasonidos indicado en la normativa (Reglamento (CE) N° 1177/2000), ya que la sonicacion
con sonda permite un contacto directo con la muestra mientras que el uso del bafio de
ultrasonidos proporciona una sonicacion relativamente débil y una distribucion no tan
uniforme de los ultrasonidos de potencia.

/""'"

Figura 21. Procedimiento experimental utilizado para la caracterizacién del contenido de
cannabinoides presentes en la muestra de cafiamo.
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3.3.3 Andlisis mediante cromatografia de gases

Los extractos de Cannabis sativa L. en acetonitrilo fueron diluidos en una proporcion 1:20
antes de introducir las diluciones en viales para su posterior inyeccion y analisis mediante
cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID).

El andlisis se realiz6 con una columna capilar SC-5 MS (Scharlab) de 30 m de longitud, 0,25
mm de didmetro interno y 0,25 um de espesor, fase estacionaria 5% fenil-95%
metilpolisiloxano y un cromatdgrafo GC Agilent 5890 (Figura 22). El detector utilizado fue el
FID, antes mencionado (H, + aire sintético), utilizando helio (He) como gas portador, y un
muestreador automatico acoplado al cromatégrafo (7683B Agilent).

Figura 22. Cromatdgrafo utilizado para el andlisis por GC y muestreador automético del equipo.

El equipo de GC se configuré utilizando los siguientes ajustes basados en el método de la
UE establecido por la Comisién Europea para la determinacién cuantitativa del contenido de
A’-THC en céafiamo (Reglamento (CE) N° 1177/2000), con algunas modificaciones
realizadas en base a las condiciones propuestas por Sanchez-Carnerero Callado et al.
(2018) para el andlisis de otros cannabinoides (como el CBD y el CBN), ademéas de A*-THC
(Tabla 4).

Posteriormente, a partir de 3 disoluciones estandar de CBD, A®-THC y CBN en acetonitrilo
de 1000 ppm (1000 mg/L) se prepararon 5 disoluciones diferentes de menor concentracion y
se introdujeron en viales para su inyeccién en el cromatégrafo y obtener asi las curvas de
calibrado correspondientes a cada uno de los cannabinoides de interés (Figura 23).
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Tabla 4. Condiciones del equipo para llevar a cabo el analisis mediante GC-FID.

Temperatura detector 300 °C
Temperatura inyector 300 °C
Caudal gas portador 1,3 mL/min

Relacion de split

Modo splitless

Programa/Gradiente de
temperatura

Inicialmente se mantiene 2 min a T = 160 °C. Después, se aumenta 25 °C/min hasta

242 °C y 2 °C/min hasta 250 °C.
Finalmente, se aumenta 25 °C/min hasta 300 °C y después se mantiene a 305 °C

durante 5 min.

Volumen inyectado

1l

Tiempo total

25 min

En concreto, se prepararon disoluciones de 5, 20, 35, 50 y 150 ppm para poder cuantificar
adecuadamente los contenidos de CBD, A-THC y CBN presentes en la muestra de
Cannabis sativa L. utilizada. La inyeccion de estas disoluciones se realiz6 por triplicado.
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Figura 23. Curvas de calibrado correspondientes a los diferentes cannabinoides analizados.
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3.3.4 Determinacion del contenido de los cannabinoides presentes en Cannabis sativa L.

El calculo del contenido de los diferentes cannabinoides presentes en la muestra de cafiamo
se llevd a cabo a partir de las curvas de calibrado indicadas en la Figura 23 y la Ecuacion 4:

% (p/p) =

donde Concentracion se refiere a la concentracion del cannabinoide analizado obtenida a
partir de las curvas de calibrado (mg/L), V es el volumen del disolvente de extraccion (L), D
es el factor de dilucion y m la masa de muestra (g). El factor 10 es necesario para obtener el
porcentaje de cada cannabinoide a partir del resultado obtenido en mg cannabinoide/g
muestra.

Concentracion-V-D
m-10

(Ecuacion 4)

3.3.5 Microscopia electronica de barrido

Con el fin de evaluar el efecto de los ultrasonidos sobre la microestructura del Cannabis
sativa L., se estudiaron las muestras antes y después de la aplicacion ultrasénica mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) (Hitachi S-3400N). Para ello, se llevaron a cabo
micrografias a un aumento de 80x y 400x de las muestras soélidas en diferentes condiciones.

Asi, se llevdé a cabo el analisis de la muestra de cafamo fresca, con anterioridad a la
aplicacion de los ultrasonidos, y de 3 muestras obtenidas después de realizar la extraccion a
3 temperaturas diferentes, pero aplicando el mismo tiempo de extraccion. En concreto, se
observaron en el SEM tres muestras extraidas durante 15 min a 15, 25 y 35 °C.

La preparacion de las 4 muestras analizadas consistio en su liofilizacién (para evitar
interferencias) y fijacion en el soporte correspondiente con adhesivos de carbén para
seguidamente ser observadas directamente en el SEM, sin tratamiento adicional.

3.3.6 Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM). Disefio experimental

La técnica de RSM se utilizé para determinar las condiciones que optimizan las variables de
respuesta seleccionadas, tanto para la extraccion de cada uno de los cannabinoides de
interés como de su totalidad. Las extracciones se realizaron a partir de la muestra
pulverizada con asistencia acustica, tal como se ha explicado previamente. La RSM se
utiliza para determinar los efectos de las variables independientes en el proceso y estimar
las condiciones 6ptimas para el proceso de extraccién, realizando el menor nimero de
experimentos posible.

En el presente trabajo, el disefio propuesto para desarrollar la RSM fue un disefio de Box-
Behnken de 3 variables aplicado al proceso de extraccién de cannabinoides con acetonitrilo
mediante asistencia ultrasénica. EI modelo polinomial generalizado de segundo orden
utilizado en el analisis de superficie de respuesta se basa en la Ecuacion 2.

k k k-1 k
Y =pB,+ Z,Bixi + Z BiiXE + Z Z BijXiX; (Ecuacion 2)
=1 i=1 i=1 j=it+1

En concreto, en este estudio se examinaron los efectos de la temperatura de extraccion (X,),
el tiempo de extraccion (X,) y el ratio soluto:disolvente (X3) sobre las variables de respuesta.
Las respuestas evaluadas en este trabajo fueron los contenidos individuales de CBD, CBN y
A®-THC, asi como el contenido total de estos cannabinoides.
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La codificacion se lleva a cabo con el fin de ajustar los niveles de cada variable a la matriz
experimental. Este proceso consiste en transformar cada valor real estudiado en
coordenadas dentro de una escala de valores adimensionales. La codificacion se realizé a
partir de la ecuacion utilizada por Bezerra et al. (2008) (Ecuacién 5):

0
X = ik (Ecuacion 5)
AX;
donde X es el valor codificado de un nivel determinado, X; es el valor real del nivel
correspondiente, X es el valor real del nivel en el punto central del dominio experimental y
AX; es la distancia entre el valor real en el punto central y el valor real en el nivel superior o
inferior de una variable.

Las variables independientes utilizadas en el disefio de Box-Behnken para la extraccién de
cannabinoides de Cannabis sativa L. y los 3 niveles en los que fueron estudiadas las
variables para llevar a cabo el analisis, basados en valores bibliograficos y experimentos
preliminares, se muestran en la Tabla 5. La codificacion utlizada para el ratio
soluto:disolvente se indica en mL/g para poder estudiar las variables independientes en 3
niveles equidistantes, aunque el andlisis de esta variable se basa en su inversa, es decir,
1:X5 (g/mL).

La matriz experimental del disefio de Box-Behnken utilizada para la extraccién de
cannabinoides, a partir de Cannabis sativa L., se indica en la Tabla 2. El disefio
experimental estuvo formado por 15 puntos experimentales: 12 puntos factoriales y 3
repeticiones del punto central.

Tabla 5. Niveles y codificacion de las variables estudiadas.

. . - Niveles
Variables Unidades Codificacion
-1 0 1
Temperatura °C X1 15 25 35
Tiempo min X2 5 10 15
Soluto:disolvente mL/g X3 20 50 80

3.3.7 Andlisis estadistico

Para analizar la regresién lineal maltiple de los disefios de la RSM se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA), utilizada también para evaluar la existencia de diferencias significativas
entre los datos. Los coeficientes de determinacion para los términos lineales, cuadraticos y
de interaccion también se determinaron a partir de la regresiéon lineal mdltiple y las
condiciones Optimas de extraccion se estimaron mediante analisis de regresion y gréaficos de
superficie de respuesta en 3D.

Ademas, a partir de los datos del ANOVA se realizo el analisis de la falta de ajuste (LOF) de
los modelos desarrollados junto con los diferentes coeficientes de determinacion (R?), con el
objetivo de comprobar si estos se ajustaban correctamente a los datos experimentales.

La totalidad del andlisis estadistico se llevé a cabo con la ayuda del software Design-Expert
13.0 (Stat-Ease, EE.UU.) y del software Minitab (Minitab LLC., EE.UU.) y las diferencias
existentes se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05.
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3.3.8 Optimizacion y validacién de los modelos de superficie de respuesta

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de extraccion, en aquellos casos donde fue
posible, se realizaron experimentos adicionales (llevando a cabo 3 réplicas de cada uno)
para comparar los valores obtenidos experimentalmente frente a los valores estimados. Para
evaluar la calidad del ajuste de los valores experimentales a los valores estimados a partir
de los diferentes modelos desarrollados, se utilizd el parametro de error relativo medio
(ERM) (Ecuacion 6):

n <|Y€xp_Ycalc|)
1

ERM (%) — 1= Yexp

- 100 (Ecuacion 6)

donde n es el numero de experimentos, Y, hace referencia al valor obtenido
experimentalmente y el término Y., al valor estimado obtenido a partir de los modelos
formulados. Segun Sulaiman et al. (2017), se consideran apropiados valores de este
parametro inferiores al 5%.
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4. Resultados y discusion

En esta seccién, se presentan y discuten los resultados experimentales obtenidos en el
presente trabajo. En primer lugar, se analizan las imagenes adquiridas por SEM y se
muestran los valores relativos a la caracterizacion inicial de la muestra de cdfiamo, ademas
de ser comparados con datos bibliograficos.

Posteriormente, con el objetivo de llevar a cabo la optimizacion del proceso de extraccion
con asistencia acustica de los principales cannabinoides presentes en Cannabis sativa L., se
aplicé la metodologia de superficie de respuesta (RSM), basada en un disefio de Box-
Behnken. En este apartado se establecieron las variables de extraccion utilizadas en el
presente trabajo para optimizar dicho proceso, mostrando la aplicacion del disefio
experimental propuesto.

A partir de los resultados observados en el ANOVA, se ha realizado el andlisis estadistico
correspondiente en base a la significancia de los diferentes pardmetros indicados para
discutir la posibilidad de optimizar la extraccion de los diferentes cannabinoides de interés.
Mediante los diagramas de Pareto, se han establecido los términos que de forma individual
afectan significativamente al proceso de extraccion y, a partir de las diferentes gréficas de
superficie de respuesta, se ha podido comprobar el efecto de las diferentes variables en las
respuestas evaluadas. Finalmente, se ha llevado a cabo la optimizacién y validacion de los
modelos seleccionados en funcion de los resultados obtenidos.

4.1 Caracterizacion de la muestra de Cannabis sativa L.

4.1.1 Andlisis mediante microscopia electrénica de barrido

Con el fin de evaluar el efecto de los ultrasonidos de potencia sobre las muestras de
cafiamo, se utilizo la microscopia electronica de barrido (SEM) (Figura 24). Asi, se tomaron
micrografias tanto de la muestra fresca como de muestras después de ser sometidas a
diferentes procesos de extraccion.

Como se puede observar en las imagenes de la columna izquierda en la Figura 24, la
muestra de cafiamo fresca presenta una estructura mas compacta y una superficie no muy
lisa con ligera presencia de pequefias grietas. La misma muestra, después de ser sometida
al proceso de extraccion asistido acusticamente a diferentes temperaturas, en las imagenes
se observa una superficie mas rugosa, probablemente debido a la aplicacién de los
ultrasonidos.

Si se comparan las imagenes con mayor resolucion, la muestra de cafiamo fresca presenta
una estructura practicamente sin grietas, lo que indica que no ha tenido lugar la rotura de un
gran numero de paredes celulares. Sin embargo, la aplicacion de ultrasonidos da lugar a
mayores diferencias en la microestructura de las muestras, observandose superficies mucho
mas agrietadas, sobre todo en los casos en que la temperatura aplicada en la extraccion es
mayor, siendo mas perceptible la rotura de los tejidos vegetales y alteraciones de las
paredes celulares en las extracciones llevadas a cabo a temperaturas de 25y 35 °C.

Los resultados obtenidos coinciden con el trabajo realizado por Toma et al. (2001), basado
en la evaluacion del efecto de los ultrasonidos sobre diferentes tejidos vegetales. En el
estudio se vio como el uso de ultrasonidos mejoraba el proceso de extraccion a partir de la
mayor fragmentacion de los tejidos vegetales.
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Figura 24. Imagenes de muestras de cafiamo tomadas con un SEM. Las imégenes de la columna
izquierda se tomaron a menor resolucién que las situadas en la derecha. (a)-(e) muestra fresca, (b)-(f)
extraccion con US a 15 °C y 15 min, (c)-(g) extraccidon con US a 25 °C y 15 min y (d)-(h) extraccién con US
a 35°Cy 15 min.

4.1.2 Caracterizacion inicial de la muestra. Principales compuestos cannabinoides

La caracterizacion inicial de la muestra de Cannabis sativa L. se llevd a cabo con el fin de
evaluar el contenido de los principales compuestos cannabinoides presentes en la planta.
En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos relativos al contenido de CBD, A°>-THC y
CBN, asi como al contenido total de estos compuestos, mientras que en la Figura 25 se
presenta el cromatograma de una de las muestras analizadas.
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A-THC

Figura 25. Cromatograma correspondiente a la muestra inicial de Cannabis sativa L.

Los resultados obtenidos en este estudio para la muestra de cdfiamo analizado son, en
general, similares a los resultados descritos en la bibliografia. No obstante, en algunos
casos pueden observarse diferencias significativas entre los valores obtenidos para los
distintos cannabinoides. Este hecho puede deberse no solo a las distintas variedades de
cafamo analizadas sino también a la falta de estandarizacién del método utilizado para el
analisis de este tipo de compuestos (Citti et al., 2020).

Tabla 6. Contenido individual y total de los principales cannabinoides presentes en la muestra de
cafamo analizada.

Cannabinoides de interés (mg cannabinoide/100 mg muestra)
CBD 9,1+0,2
A°’-THC 30£0,2
CBN 1,1+£0,1
Total cannabinoides 13,2+0,3

En particular, el contenido total de CBD en la muestra analizada es 9,1 + 0,2%. Este valor es
superior a los reportados tanto en el trabajo de Brighenti et al. (2017), en el cual el contenido
vario entre 0,4 y 5,1%, dependiendo de la variedad de cafiamo analizada, asi como en el de
Tzimas et al. (2021), quienes observaron valores comprendidos entre 2,7 y 3,4%. Por el
contrario, Glivar et al. (2020) obtuvieron resultados superiores para el CBD, situados en un
rango de 4,7 y 9,6%, dependiendo también de la variedad de caflamo cultivada.

Por otra parte, en gran parte de los trabajos de investigacion el contenido de A’-THC
presente en Cannabis sativa L. suele ser inferior al 0,2% establecido por la normativa
(Reglamento (UE) N° 1307/2013). No obstante, es habitual encontrar estudios en los cuales
se obtienen porcentajes de A>-THC similares o incluso superiores al valor de 3,0 + 0,2%
determinado en este trabajo. Por ejemplo, en el trabajo de Gallo-Molina et al. (2019) el
contenido de A°-THC varié entre 1,6 y 7,0%, mientras que en el estudio de Glivar et al.
(2020) los valores se situaron entre 0,2 y 2,5%, dependiendo de la variedad cultivada.

Respecto al CBN, se obtuvo un valor de 1,1 + 0,1% en este trabajo. En el cannabis, este
cannabinoide aparece normalmente en pequefias proporciones o incluso no se detecta,
como se puede observar en el articulo de Deville et al. (2020), en el cual se analizaron
muestras muy diversas y los valores maximos de CBN se situaron entre el 0,1y el 0,2%.

Los valores obtenidos experimentalmente en este trabajo (Tabla 6), sobre todo en el caso
del A>-THC y el CBN, son relativamente elevados. Esto puede ser debido principalmente a
multiples factores como la variedad o las condiciones de almacenamiento, que pueden
conllevar la descarboxilacion de los cannabinoides estudiados y la degradacién de A’-THC a
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CBN, como se ha indicado en el apartado 1.1.2.1. Ademas, la técnica GC-FID establecida
en el Reglamento (CE) N° 1177/2000 presenta como problema principal que la
descarboxilacién producida en la columna por las elevadas temperaturas alcanzadas puede
no ser del todo completa y conllevar cierta variabilidad analitica (Citti et al., 2018; Citti et al.,
2020; Dussy et al., 2005).

No obstante, pese a obtener unos porcentajes de A°>-THC y CBN considerables, la planta de
Cannabis sativa L. analizada sigue siendo considerada de tipo fibra si se tiene en cuenta la
Ecuacion 1 establecida por la UNODC para la clasificacion de la planta.

4.2 Optimizacion del proceso de extraccion

4.2.1 Elecciéon de los niveles de estudio para las variables seleccionadas

Con el fin de delimitar el intervalo de estudio que permita llevar a cabo la optimizacién del
proceso de extraccion de cannabinoides de Cannabis sativa L., mediante asistencia
acustica, se realizé un estudio previo de las principales variables que pueden afectar en
mayor medida al procedimiento extractivo.

La finalidad de esta primera fase es la de seleccionar no solo las variables sino también
definir los rangos adecuados que permitan la correcta aplicacion del disefio de Box-
Behnken, propuesto para optimizar la extraccion de cannabinoides.

El objetivo que se persigue es la obtencién de las condiciones Optimas que permitan llevar a
cabo un proceso de extraccion eficiente, utilizando la menor cantidad de disolvente posible,
tiempos de extraccién reducidos y bajas temperaturas (Kenari y Dehghan, 2020).

Los estudios basados en la optimizacién del proceso de extraccion de cannabinoides
presentes en cafilamo son bastante escasos y, de hecho, la mayor parte de estudios se han
llevado a cabo en los ultimos afios. Por otra parte, se ha constatado el uso habitual de los
ultrasonidos de potencia para aumentar la eficacia de los procesos extractivos de este tipo
de compuestos bioactivos. A partir de una busqueda bibliografica se ha elaborado la Tabla
7, en la cual aparecen no solo los cannabinoides determinados sino también las diferentes
condiciones de extraccion aplicadas en diferentes articulos publicados en los Ultimos afios.
En todos estos trabajos se ha utilizado la asistencia de ultrasonidos de potencia.

Tabla 7. Extraccion y determinacion de cannabinoides a partir de Cannabis sativa L. con asistencia
acustica. Compuestos determinados y condiciones de extraccion.

Compuestos o , , Soluto:disolvente e
determinados Temperatura (°C) | Tiempo (min) (g/mL) Referencia bibliogréafica
CBG, A’-THC - 5, 10, 15 1:20 Agarwal et al., 2018
CBD, CBG 25 10, 20, 30, 45 1:5, 1:10 Baranauskaite et al., 2020
CBD, CBDA, _ . .
CBG, CBGA 40 15 1:40 Brighenti et al., 2017
9
CBD, CEDA’ A 25 5 1:10 Lewis-Bakker et al., 2019
THC, A°-THCA
1:10, 1:28, 1:55, .
CBD, CBDA 20, 26, 35, 44, 50 5, 15, 30, 45 1:82, 1:100 Tzimas et al., 2021
CBD, CBDA,
CBG, CBGA, A*- - 15 1:125 Zivovinovic et al., 2018
THC, A>-THCA
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Es importante destacar que de los diferentes articulos mencionados en la Tabla 7, solo en
los trabajos de Agarwal et al., 2018, Lewis-Bakker et al., 2019 y Tzimas et al., 2021 se llevo
a cabo la optimizacion de las condiciones de extraccion. Por otra parte, en el trabajo de
Tzimas et al. (2021) se aplicé la RSM para el andlisis estadistico de la optimizacién del
proceso de extraccion, aunque Unicamente para el compuesto CBD y su forma &cida
(CBDA). En el presente trabajo, ademas de la aplicaciéon del uso de ultrasonidos de potencia
durante la extraccion, se ha realizado un analisis estadistico de la optimizacién, basado en
la RSM, del rendimiento de extraccion de los tres cannabinoides individuales mas
importantes presentes en la planta (CBD, A>-THC y CBN). A partir de la informacion que
aparece en la Tabla 7, se eligieron como principales variables relativas al proceso de
extraccion con ultrasonidos el ratio soluto:disolvente, temperatura y el tiempo de extraccion.

En cuanto al ratio soluto:disolvente, las experiencias se llevaron a cabo dentro del rango
comprendido entre 1:20 y 1:80 g/mL, de forma que incluyera la mayoria de valores
observados en los diferentes estudios analizados. Para la temperatura, el rango de estudio
estuvo comprendido entre 15 y 35 °C, considerando no solo los diferentes estudios
realizados sino también las propiedades de los analitos objetivo y el disolvente utilizado.

Por otra parte, para definir los niveles de la variable tiempo se llevé a cabo un andlisis
experimental, estudiando el contenido de cannabinoides obtenidos mediante la extraccion
por ultrasonidos a diferentes tiempos (5, 10, 15 y 20 min), manteniendo la temperatura de
extraccion y el ratio soluto:disolvente constantes a 25 °C y 1:50, respectivamente.

En la Figura 26 se muestran los resultados del estudio del efecto del tiempo sobre el
rendimiento de extraccion de los cannabinoides de interés. En las diferentes graficas se
puede observar como el méximo contenido tanto para CBD, A’THC y CBN es
practicamente constante a partir de los 10 min de extraccién. Por lo tanto, los resultados
sugieren que un aumento del tiempo de extraccion a partir de los 10 min no promueve un
incremento significativo del rendimiento de los distintos cannabinoides. A partir de estos
resultados, los niveles seleccionados para la variable tiempo de extraccion estuvieron
comprendidos entre los 5 y los 15 min.

Comparaciona diferentes tiempos de extraccion

] 3,0
OMuestra 5'

O Muestra 10

W Muestra 15"

B Muestra 20

cBD THC CBN

Cannabinoides

Figura 26. Relacién entre rendimiento de extraccién de los cannabinoides estudiados y tiempo de
extraccion.

4.2.2 Aplicaciéon del disefio experimental

Una vez seleccionadas las principales variables con sus correspondientes niveles de
estudio, la metodologia de superficie de respuesta (RSM) fue utilizada para llevar a cabo la
optimizacion del proceso de extraccién de cannabinoides de la planta Cannabis sativa L.
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mediante asistencia acustica. Con la finalidad de adaptar la RSM al proceso, se aplicd un
disefio experimental, tipo Box-Behnken, que consta de 3 variables con 3 niveles cada una,
ademas de 3 réplicas del punto central. Las respuestas seleccionadas fueron los contenidos
individuales de CBD, A°-THC y CBN, asi como el contenido total de cannabinoides.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los 15 experimentos correspondientes al disefio
de Box-Behnken, presentando tanto los valores obtenidos de forma experimental como los
valores estimados para cada una de las respuestas, los cuales fueron calculados a partir de
los datos que aparecen en el andlisis de varianza (ANOVA) llevado a cabo en este trabajo.

Tabla 8. Disefio experimental de Box-Behnken. Resultados experimentales de las variables de
respuesta en la extraccion de cannabinoides y valores estimados a partir de los datos del ANOVA.

_ Variables Resultados experimentales Resultados estimados
Experimento 5 -

X1 Xz X3 | % CBD %A-THC %CBN % Total | %CBD %A>-THC % CBN % Total
1 -1 -1 0 1,98 2,06 141 5,45 2,07 2,21 1,46 574
2 1 -1 0 2,28 2,47 1,53 6,27 2,35 2,67 1,54 6,56
3 -1 1 2,86 2,78 1,49 7,14 2,79 2,57 1,48 6,85
4 1 1 3,42 2,96 1,59 7,98 3,33 2,81 1,54 7,69
5 -1 0 -1 8,89 2,76 0,88 12,53 8,76 2,75 0,83 12,34
6 1 0 -1 9,37 3,41 0,95 13,73 9,26 3,34 0,94 13,54
7 -1 0 3,00 3,19 1,61 7,80 3,11 3,26 1,62 7,99
8 1 0 3,30 3,36 1,62 8,28 3,43 3,37 1,67 8,47
9 0 -1 -1 8,31 3,09 0,79 12,19 8,35 2,95 0,79 12,09
10 0 1 -1 9,65 2,85 0,75 13,25 9,86 3,06 0,81 13,73
11 0 -1 1 3,48 3,29 1,62 8,39 3,28 3,08 1,56 7,91
12 0 1 1 3,51 3,33 1,56 8,41 3,47 3,47 1,56 8,51
13 0 0 0 4,35 2,66 1,17 8,19 4,45 2,74 1,15 8,33
14 0 0 0 4,50 2,76 1,14 8,39 4,45 2,74 1,15 8,33
15 0 0 0 4,49 2,79 1,14 8,42 4,45 2,74 1,15 8,33

En general, los resultados obtenidos mostraron cierta variabilidad con respecto al contenido
en CBD y al contenido total de cannabinoides. Por el contrario, el contenido en A>-THC y
CBN fue similar en la mayor parte de las extracciones efectuadas.

En concreto, en el caso del contenido en CBD presente en las diferentes extracciones, los
valores obtenidos se situaron en un amplio rango comprendido entre el 1,98 y el 9,65% del
material extraido. Por otra parte, el contenido en A°-THC varié entre el 2,06 y el 3,41%,
mientras que para el CBN los valores estuvieron comprendidos entre el 0,75 y el 1,62%.
Como consecuencia de lo anterior, el contenido total de los cannabinoides analizados
present6 una importante variacion situandose entre el 5,45y 13,73% del material extraido.

El contenido mas elevado de CBD extraido de la muestra (9,65%) se obtuvo bajo las
siguientes condiciones: 25 °C, 15 min y un ratio soluto:disolvente de 1:20. Para el caso del
A’-THC y también del contenido total de los cannabinoides investigados, los mayores
porcentajes se observaron cuando las variables utilizadas fueron: 35 °C, 10 min y un ratio
soluto:disolvente de 1:20. Finalmente, el mayor contenido en CBN se obtuvo a 35 °C, con un
tiempo de extraccion de 10 min y un ratio soluto:disolvente de 1:80 y, también, cuando la
extraccion se llevé a cabo a 25 °C, durante 5 min y con un ratio de 1:80.
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4.2.3 Ajuste del modelo de superficie de respuesta

Con el fin de evaluar la significancia de los modelos de regresion lineal multiple generados
por la técnica RSM se llevé a cabo un ANOVA (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA) del disefio de Box-Behnken para la extraccién de
cannabinoides en Cannabis sativa L. mediante ultrasonidos de potencia.

Fuente de variacién  G.L cil;;nrzgc?s Cl:::(;i?sos Valor F Valor p R? R
Modelo (regresion) 9 102,39 11,38 299,09 0,000 0,998 0,995
Lineal 3 67,50 22,50 591,47 0,000
Cuadrético 3 34,44 11,48 301,82 0,000
% CBD Interaccion 3 0,45 0,15 3,98 0,086
Residual 5 0,19 0,04
Falta de ajuste (LOF) 3 0,18 0,06 8,35 0,109
Error puro 2 0,014 0,007
Modelo (regresion) 9 1,67 0,19 3,36 0,097 0,858 0,603
Lineal 3 0,52 0,17 3,12 0,126
Cuadratico 3 1,06 0,35 6,42 0,036
% A%-THC Interaccion 3 0,09 0,03 0,55 0,672
Residual 5 0,28 0,06
Falta de ajuste (LOF) 3 0,27 0,09 19,16 0,050
Error puro 2 0,009 0,005
Modelo (regresién) 9 1,46 0,16 46,54 0,000 0,988 0,967
Lineal 3 1,17 0,39 111,43 0,000
Cuadrético 3 0,29 0,09 28,07 0,001
% CBN Interaccion 3 <0,01 <0,01 0,11 0,954
Residual 5 0,02 0,004
Falta de ajuste (LOF) 3 0,02 0,01 18,72 0,051
Error puro 2 < 0,001 < 0,001
Modelo (regresion) 9 90,54 10,06 50,27 0,000 0,989 0,969
Lineal 3 48,18 16,06 80,25 0,000
Cuadratico 3 41,96 13,99 69,89 0,000
% Total Interaccion 3 0,40 0,13 0,67 0,608
cannabinoides
Residual 5 1,00 0,20
Falta de ajuste (LOF) 3 0,97 0,32 20,67 0,050
Error puro 2 0,031 0,016
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Estos modelos de regresion generados por la RSM estan formados por un término lineal, un
término cuadratico y un término de interaccion, los cuales determinan el orden del modelo
desarrollado. A partir de los datos del ANOVA, también se puede realizar el andlisis de la
falta de ajuste (LOF) de los diferentes modelos mateméaticos generados.

Como se ha mencionado en el apartado 3.3.7, las diferencias existentes se consideran
estadisticamente significativas cuando el valor del parametro p es inferior a 0,05. Asi, en el
caso del modelo matematico obtenido para optimizar la extraccion del CBD presente en
cafamo, tanto el término lineal como el cuadratico fueron significativos (p < 0,05). En el
modelo desarrollado para optimizar la extraccion de A’-THC, el término lineal no fue
significativo (p > 0,05), mientras que si lo fue el cuadrético, hecho que indica que el modelo
desarrollado para esta respuesta es una funcion cuadratica o modelo de segundo orden.

Por otra parte, tanto en el modelo desarrollado para optimizar la obtencién de CBN como en
el modelo referido al contenido total de cannabinoides en cafiamo, el término lineal y el
término cuadratico fueron ambos significativos (p < 0,05). A partir de los datos indicados en
la Tabla 9, también es interesante comentar que el término de interaccién no fue significativo
para ninguno de los 4 modelos evaluados en este trabajo.

Asimismo, se realiz6 el andlisis de LOF de los modelos desarrollados, con el fin de evaluar
si estos se ajustaban adecuadamente a los datos experimentales. Un valor de p < 0,05 en la
prueba de LOF indica que el modelo formulado presenta una falta de ajuste significativa a
los datos experimentales mientras que, si la falta de ajuste no es significativa, el modelo
presenta un buen ajuste a los datos, siendo capaz de hacer predicciones de la respuesta.
En este caso, el analisis de LOF mostré que los cuatro modelos formulados para optimizar la
extraccion tanto de los cannabinoides individuales analizados como de la totalidad de estos,
se ajustaron a los datos experimentales debido a que la falta de ajuste no fue significativa.

La adecuacion de los modelos propuestos se evalué también mediante los coeficientes de
determinacion R®* y R® ajustado (R%gq). Los valores de estos coeficientes indican el
porcentaje de respuestas que son explicadas por los modelos formulados y si el modelo se
puede explicar mediante las variables analizadas (Silva et al., 2017).

Los valores de R? para la optimizacion de la extraccién de CBD y CBN, asi como para el
contenido total de cannabinoides fueron de 0,998, 0,988 y 0,989, respectivamente. Estos
elevados valores de R? indican un buen ajuste de los diferentes modelos a los datos
experimentales. En cambio, en el caso del A>-THC, el valor de R? fue 0,858. Por lo tanto, el
porcentaje de respuestas explicadas por el modelo formulado es menor para esta respuesta.

El valor de R® ajustado (R%y) Se considera también un parametro Gtil para evaluar los
diferentes modelos desarrollados ya que tiene en cuenta los grados de libertad. Los valores
de R%, para el CBD, el CBN y el contenido total de cannabinoides fueron préximos a los de
R? antes mencionados, mientras que en el caso del A°-THC el término de Rzad,- present6 un
valor inferior igual a 0,603.

En base a los resultados obtenidos a partir del ANOVA, se pudo ver como las diferentes
respuestas estudiadas se pueden ajustar mediante modelos de superficie de respuesta. Los
modelos predictivos para cada una de las respuestas estdn representados por las
ecuaciones indicadas en la Tabla 10, donde X;, X, y X3 son las variables independientes
presentadas en forma codificada. Las ecuaciones en términos de variables codificadas se
pueden utilizar para hacer predicciones sobre las respuestas para niveles dados de cada
variable.
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Tabla 10. Ecuaciones de los modelos formulados correspondientes a las respuestas seleccionadas.

Respuesta Ecuacion
% CBD % CBD = 4,45 + 0,21X,; + 0,42X, — 2,87X; + 0,07X, X, — 0,05X, X5
° —0,33X,X5 — 0,96X? — 0,86X3 + 2,65X3
% A%THC % A°-THC = 2,74 + 0,18X; + 0,13X, + 0,13X; — 0,06X,;X, — 0,12X,X,
° +0,07X,X5 — 0,07X2 — 0,11X3 + 0,51X3
% CBN % CBN = 1,15 + 0,04X,; + 0,01X, + 0,38X; — 0,01X; X, — 0,02X, X5
0
—0,01X,X5 + 0,22X? + 0,14X3 — 0,11X3
% Total % Total = 8,33 + 0,42X; + 0,56X, — 2,35X; + 0,01X, X, — 0,18X,X;
cannabinoides —0,26X,X5 — 0,80X% — 0,82X% + 3,05X3

Finalmente, los componentes individuales correspondientes a cada uno de los términos de
los modelos desarrollados (lineal, cuadratico e interacciéon) también se analizaron
estadisticamente con el fin de evaluar aquellos que afectan significativamente a la respuesta
del modelo. Para ello, se utilizaron diagramas de Pareto, lo cual permite visualizar de forma
gréfica la significancia de los diferentes componentes. Ademas, este tipo de gréaficos
permiten observar el grado de importancia de cada uno de los términos que intervienen en el
modelo. Este analisis, realizado para cada uno de los modelos desarrollados, se muestra en
los siguientes apartados.

4.2.3.1 Extraccién de CBD

En la Figura 27 se puede observar el diagrama de Pareto correspondiente a la extraccion de
CBD. Esta figura permite evaluar de forma gréfica los términos que presentan efectos
significativos sobre el modelo formulado para la extraccion de este cannabinoide a partir del
cafiamo.

Término 2,57 (p = 0,05)

| Factor Nombre
X3 l X1 Temperatura

X3X3 X2  Tiempo

X3 Soluto-Disolvente
X1 X1

X2 X2
Xz

X2 Xs
X1

X1X2 }_

X1X3

0 10 20 30 40
% CBD
Figura 27. Diagrama de Pareto para la extraccién de CBD asistida por ultrasonidos.

En este caso, el término lineal referido al ratio soluto:disolvente fue significativo, siendo el
factor que afecté en mayor medida a la respuesta de este modelo, seguido por los términos
cuadraticos de la misma variable, de la temperatura y del tiempo de extraccion (p < 0,05).
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Los términos lineales de tiempo y temperatura también fueron significativos para este
modelo. En la Tabla 9, se muestra como el término de interaccién global no es significativo
para este modelo. Sin embargo, el término de interaccion entre tiempo y soluto:disolvente si
que es significativo segun el diagrama de Pareto, mientras que los otros dos términos de
interaccion no fueron significativos (p > 0,05).

En el estudio realizado por Tzimas et al. (2021) se puede observar una tendencia similar en
el proceso de optimizacion del proceso de extraccion de CBD, debido a que los términos
lineales que influyeron en el modelo disminuyeron en este orden: ratio soluto:disolvente,
tiempo de extraccion y temperatura de extraccion, ejerciendo todos ellos un efecto
significativo en la respuesta examinada.

4.2.3.2 Extraccion de A>-THC

Como puede observarse en la Figura 28, el efecto predominante sobre el modelo formulado
para la extraccion de A°-THC fue generado Gnicamente por el término cuadréatico del ratio
soluto:disolvente, siendo esta variable la mas influyente (p < 0,05) sobre la respuesta
estudiada. Asi, tanto los términos cuadraticos de temperatura y tiempo, asi como el resto de
términos lineales y de interaccion no fueron significativos (p > 0,05) para el proceso de
extraccion de A%-THC.

Término 2,571 (p = 0,05)

Factor Nombre
X3 X3 I X4 Temperatura

X \ X2  Tiempo
X3 Soluto-Disolvente

X3 ‘

g

X1X3
X2 X2

X2Xa
X1X1
X1X2

0 1 2 3 4
% A°-THC

Figura 28. Diagrama de Pareto para la extraccién de A®-THC asistida por ultrasonidos.

4.2.3.3 Extraccion de CBN

A partir de la Figura 29 se observa como el efecto mas importante sobre el modelo
correspondiente a la extraccion de CBN fue debido al término lineal referido al ratio
soluto:disolvente (p < 0,05), seguido por los términos cuadraticos de la temperatura, el
tiempo de extraccion y del de ratio soluto:disolvente. El resto de términos evaluados
mostraron no ser significativos (p > 0,05) para este modelo.
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Término 2,57 (p =0,05)

Factor

X1
Xz

Xa

b ‘ 5 10 15 20
% CBN

Nombre
Temperatura

Tiempo
Soluto-Disolvente

Figura 29. Diagrama de Pareto para la extraccion de CBN asistida por ultrasonidos.

4.2.3.4 Contenido total de cannabinoides

En la Figura 30, puede observarse como tanto los términos lineales como los términos
cuadraticos de las diferentes variables analizadas fueron significativos para el modelo
desarrollado correspondiente al contenido total de cannabinoides extraidos (p < 0,05),
siendo el término lineal del ratio soluto:disolvente el factor que afecté en mayor medida a la
respuesta. Por ofra parte, ninguno de los términos de interaccién afect6 de forma

significativa a la respuesta estudiada.

Término 2,57 (p = (},05)

Factor

X3 X1
X2
X3Xa Xa

X2 X2
X1 X1

X1
X2 Xa
X1X3
XXz

0 2 4 6 8 0 12 14 16
% Total cannabinoides

Nombre
Temperatura

Tiempo
Soluto-Disolvente

Figura 30. Diagrama de Pareto para el contenido total de cannabinoides.

4.2.4 Superficies de respuesta

La superficie de respuesta es la representacion grafica en 3D del modelo generado
mediante la regresion lineal multiple. Este tipo de grafica ayuda a comprender la naturaleza
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de la relacién entre las diferentes variables independientes y las respuestas estudiadas,
siendo posible visualizar cada una de las respuestas en funcién de las variables implicadas
en el proceso estudiado. En concreto, la superficie de respuesta permite evaluar una
respuesta en funcion de 2 de las variables independientes; la tercera variable (que no se
muestra en la gréfica) se mantiene constante. El disefio de Box-Behnken puede visualizarse
en 3 superficies de respuesta para cada una de las respuestas evaluadas. En los siguientes
apartados se muestran y analizan las diferentes representaciones gréaficas.

4.2.4.1 Extraccion de CBD

La Figura 31 muestra las graficas de superficie de respuesta correspondientes al modelo
formulado para la optimizacion del proceso de extraccion de CBD a partir de cafiamo. Las
gréficas de superficie presentan en el eje vertical la respuesta (% CBD), mientras en los ejes
horizontales se van alternando las variables independientes: temperatura de extraccion,
tiempo de extraccion y ratio soluto:disolvente.

En la Figura 31a se puede observar como un aumento en el tiempo de extraccién permite
obtener un mayor porcentaje de CBD, siendo el tiempo Optimo de extraccion de
aproximadamente 10 min, independientemente de la temperatura aplicada.

En las Figuras 31b y 31c se puede ver como aumentando el ratio soluto:disolvente desde
1:80 hasta 1:20 aumenta de forma clara el porcentaje de CBD extraido, con independencia
de la temperatura y del tiempo de extraccion utilizados. Asimismo, en la Figura 31c se puede
observar como se obtienen porcentajes de CBD relativamente mas elevados a partir de un
tiempo de sonicacion cercano a los 10 min.

Estos resultados sugieren que existe una influencia positiva tanto del tiempo de extraccién
como del ratio soluto:disolvente, lo cual indica que la extraccion de CBD aumentara de
forma significativa al incrementar el ratio soluto:disolvente, asi como el tiempo de extraccién
hasta valores préximos a los 10 min. Estos resultados estan en concordancia con el trabajo
publicado por Tzimas et al. (2021), quienes también observaron como los factores que
afectaban en mayor medida al proceso de extraccibn de CBD, con asistencia acustica,
fueron el ratio soluto:disolvente y el tiempo de extraccion.

Por otra parte, el aumento de CBD extraido al aumentar el ratio soluto:disolvente no coincide
con los resultados publicados en algunos articulos relacionados con la extraccion de
cannabinoides. Tzimas et al. (2021) indicaron que el mayor contenido de CBD se obtenia a
partir de proporciones inferiores a 1:77, ya que una proporcién baja de soluto:disolvente
normalmente facilita el proceso de extraccion al aumentar el gradiente de concentracion
entre el tejido vegetal y el disolvente de extraccion, lo que a su vez puede aumentar la
velocidad de transferencia de materia (Vinatoru et al.,, 2017). A mayor temperatura, la
capacidad del disolvente para solubilizar los compuestos aumenta y la viscosidad de los
extractos disminuye permitiendo una mejor penetracion del disolvente en la matriz de la
muestra y la consecuente liberacion de cannabinoides (Ahmad et al., 2020). Asi, para un
ratio soluto:disolvente elevado cuando el proceso se realiza a mayor temperatura podria
justificar los resultados obtenidos. No obstante, en nuestro caso se observa, en la Figura
31la, como la temperatura practicamente no influye. Aln asi, el ratio soluto:disolvente de
1:20 podria ser un valor no muy elevado, el cual permite obtener los porcentajes de CBD
observados.

En trabajos realizados por autores como Brighenti et al. (2017) y Baranauskaite et al. (2020),
quienes estudiaron la extraccion de cannabinoides mediante diferentes técnicas, se sitla la
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temperatura 6ptima de extraccion de CBD alrededor de los 25 °C, lo cual encaja con lo
observado en nuestro estudio. Asimismo, estos autores destacan que no deben superarse
los 65-70 °C si se quiere evitar la posible degradacion de los compuestos cannabinoides
(Brighenti et al., 2017).
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Figura 31. Superficies de respuesta del contenido de CBD presente en las muestras de cafiamo (% p/p)
afectado por (a) tiempo vs. temperatura de extraccion, (b) ratio soluto:disolvente vs. temperatura de
extraccion y (c) ratio soluto:disolvente vs. tiempo.

4.2.4.2 Extraccion de A°-THC

En la Figura 32 pueden observarse las superficies de respuesta correspondientes al modelo

desarrollado para la optimizacién del proceso de extraccion de A°>-THC a partir de la muestra
de caflamo.

Evaluando la Figura 32a, se puede observar como un aumento de la temperatura de
extraccion provoca un ligero incremento del contenido de A%THC extraido,
independientemente del tiempo de extraccion aplicado, llegando a obtenerse un porcentaje
de A®-THC del 3,4%.

Por otra parte, a partir de las Figuras 32b y 32c se puede comprobar como para ratios de
soluto:disolvente alejados de la zona central de la gréfica, es decir, tanto para 1:20 como
para 1:80, se obtienen las mayores proporciones de A°’-THC extraido. En estas 2 superficies
de respuesta, esta tendencia parece ser independiente del tiempo de extraccion, aunque en
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la Figura 32b puede observarse como al aumentar la temperatura de extraccién el
porcentaje de A°-THC obtenido también aumenta.

Los porcentajes de A°-THC obtenidos para ratios soluto:disolvente mas bajos concuerda con
lo indicado por Vinatoru et al. (2017), ya que, segun estos autores, una proporcion baja del
ratio soluto:disolvente facilita el proceso de extraccion aumentando el gradiente de
concentracién entre el tejido vegetal y el disolvente de extraccion.

Por otra parte, la temperatura de extracciéon también afecté de forma significativa a la
extraccién de este cannabinoide, hecho que coincide con los resultados presentados por
Ahmad et al. (2020) y Martin-Garcia et al. (2020) en sus trabajos. A temperaturas mas altas,
la viscosidad de los extractos disminuye, permitiendo una mejor penetracion del disolvente
en la matriz de la muestra y una mayor liberacion de cannabinoides en el disolvente. Este
aspecto, que puede observarse de forma clara en la Figura 32a, coincide con el estudio de
Monton et al. (2019), quienes obtuvieron los mayores rendimientos de A*-THC aplicando una
temperatura de unos 40 °C, aunque utilizando etanol como disolvente de extraccion.
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Figura 32. Superficies de respuesta del contenido de A>-THC presente en las muestras de cafiamo (% p/p)
afectado por (a) tiempo vs. temperatura de extraccion, (b) ratio soluto:disolvente vs. temperatura de
extraccion y (c) ratio soluto:disolvente vs. tiempo.

4.2.4.3 Extraccion de CBN

En la Figura 33 se muestran las superficies de respuesta que corresponden al modelo
formulado para la optimizacién del proceso de extraccion de CBN en Cannabis sativa L.

A partir de la Figura 33a, se puede comprobar como para tiempos y temperaturas de
extraccion alejadas de la zona central de la gréafica se obtienen los mayores porcentajes de
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CBN, aunque el mayor contenido de CBN (aproximadamente de un 1,2%) se obtuvo para
una temperatura de extraccién de 35 °C y un tiempo de extraccion de 15 min.

Las gréficas de las Figuras 33b y 33c muestran cémo, a diferencia del CBD y del A’-THC, la
extraccibon de CBN aumenta a medida que el ratio soluto:disolvente disminuye,
independientemente de la temperatura y del tiempo de extraccion utilizados.

Ademas, se puede comprobar como el proceso de extraccion de CBN sigue una tendencia
similar a la observada para el A%-THC, siendo el ratio soluto:disolvente de 1:80 el que
permite obtener los mejores resultados.
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Figura 33. Superficies de respuesta del contenido de CBN presente en las muestras de cafiamo (% p/p)
afectado por (a) tiempo vs. temperatura de extraccion, (b) ratio soluto:disolvente vs. temperatura y (c) ratio
soluto:disolvente vs. tiempo de extraccion.

No se ha encontrado informacién bibliogréafica sobre las condiciones de extraccién del CBN,
esto es probablemente debido a que este cannabinoide suele estar presente en cantidades
relativamente bajas en Cannabis sativa L., llegando en ocasiones incluso a no ser detectado
(Glivar et al., 2020; Zivovinovic et al., 2018).

4.2.4.4 Contenido total de cannabinoides

En la Figura 34 se pueden observar las superficies de respuesta del modelo desarrollado
para la optimizacion del proceso de extraccién del total de cannabinoides presentes en la
muestra de caflamo analizada en este trabajo.
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Figura 34. Superficies de respuesta del contenido total de cannabinoides estudiado (% p/p) afectado por
(a) tiempo vs. temperatura de extraccion, (b) ratio soluto:disolvente vs. temperatura y (c) ratio
soluto:disolvente vs. tiempo.

En la Figura 34a se puede comprobar cdmo un aumento en el tiempo de extraccion permite
obtener un mayor porcentaje del contenido total de cannabinoides, situandose el tiempo de
extraccion Optimo alrededor de los 10-12 min, independientemente de la temperatura de
extraccion aplicada. Por lo tanto, para tiempos de extraccion mas reducidos se obtienen
menores porcentajes del total de cannabinoides de interés, disminuyendo este valor desde
aproximadamente un 14% hasta valores préoximos al 8%. Esto se debe principalmente a lo
indicado por Ahmad et al. (2020) en su trabajo; un tiempo de sonicacién mas prolongado
ayuda a mejorar la penetracion del disolvente en la matriz de la planta, lo cual conduce a la
obtencion de mayores rendimientos de extraccion.

En las Figuras 34b y 34c, se puede observar como un incremento en el ratio
soluto:disolvente, desde 1:80 hasta 1:20, provoca un aumento del porcentaje de
cannabinoides extraidos, con independencia de la temperatura y del tiempo de extraccion
utilizados. No obstante, en la Figura 34c se observan unos porcentajes de cannabinoides
totales relativamente mas altos a partir de un tiempo de sonicacion de 10 min. Estos
resultados sugieren, de forma analoga a lo observado en la optimizacion de la extraccion de
CBD, que existe una influencia positiva tanto del tiempo de extraccion como del ratio
soluto:disolvente. Este resultado estd en concordancia con lo indicado en un estudio
reciente que involucro la extraccion asistida por microondas (Drini¢ et al., 2020), en el cual
los autores describieron el efecto significativo del ratio soluto:disolvente en el rendimiento
obtenido para la extraccion del total de cannabinoides.
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4.2.5 Optimizacion y validacion de los modelos obtenidos

El software Minitab fue utilizado para encontrar las condiciones 6ptimas que maximizan cada
una de las respuestas analizadas para el proceso de extraccion de cannabinoides.

A patrtir de los resultados obtenidos, se decidio llevar a cabo la optimizacién de la extraccion
del CBD presente en la muestra de Cannabis sativa L., asi como del contenido total de
cannabinoides, ya que fueron las dos Unicas respuestas estudiadas mediante gréficas de
superficie de respuesta en las cuales se pudo observar el punto méximo del rendimiento de
extraccion dentro de la region experimental analizada (Figura 31a y Figura 34a).

En la Tabla 11 se muestran los valores de las tres variables de proceso necesarios para
llevar a cabo la optimizacién de las dos respuestas seleccionadas. Asi, se deben utilizar las
condiciones Optimas indicadas para llevar a cabo la validacion de los dos modelos.

Tabla 11. Valores de las variables que maximizan el contenido de CBD y el porcentaje total de
cannabinoides obtenidos del cafiamo mediante extraccion asistida por ultrasonidos y validacién de los
modelos desarrollados.

Variables de proceso
Respuesta | Unidades | Temperatura | Tiempo | Soluto:disolvente valor Vi ERM
C) G (g/mL) estimado | experimental (%)
(%) (%)
% CBD % 26,5 12,2 1:20 10,2 10,6 £ 0,2 4,3
0,
) Il % 28,7 12,5 1:20 14,1 14,7+0,3 47
cannabinoides

Los experimentos de validacion, realizados por triplicado (n = 3), con el objetivo de validar
las condiciones 6ptimas mencionadas, pueden observarse en la Tabla 11, donde se
presenta el valor calculado a partir del modelo desarrollado (valor estimado) y el valor medio
obtenido de forma experimental. En concreto, utilizando las condiciones Optimas de
extraccion indicadas, se obtuvieron valores promedio de 10,6% y de 14,7% para los
contenidos de CBD y del total de cannabinoides, respectivamente.

Como se indicé con anterioridad, segun Sulaiman et al. (2017), se consideran apropiados
valores de ERM inferiores al 5%. En la Tabla 11, se puede observar como para las dos
respuestas evaluadas, los valores de ERM fueron inferiores al 5%, lo cual indica que los
modelos planteados en este estudio permiten predecir con cierta precision los valores
experimentales. Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran la adecuacion de estos
modelos para llevar a cabo el proceso de extraccion de cannabinoides presentes en
Cannabis sativa L.
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5. Conclusiones

En el presente estudio se ha utilizado la metodologia de superficie de respuesta (RSM) con
el fin de optimizar el proceso de extraccion, con asistencia acustica, de los principales
cannabinoides presentes en Cannabis sativa L.

A partir de los resultados obtenidos se han podido extraer las siguientes conclusiones:

e La caracterizacion inicial de la muestra de Cannabis sativa L. mostr6 que los
cannabinoides cannabidiol (CBD), A’-tetrahidrocannabinol (A°-THC) y cannabinol
(CBN) representaban entre el 95% y el 98% del total de cannabinoides presentes en
la muestra, siendo el CBD el cannabinoide predominante.

e Los ultrasonidos de potencia mostraron ser eficaces en la ruptura de las paredes
celulares de la muestra pulverizada de Cannabis sativa L., lo cual facilitd la
extraccion de los cannabinoides presentes en la planta.

e A partir de los resultados experimentales obtenidos tras llevar a cabo el disefio de
Box-Behnken, se pudo comprobar la variabilidad de las diferentes respuestas
estudiadas, observandose que los rangos de valores obtenidos tanto para el CBD
(entre 1,98 y 9,65%) como para el contenido total de cannabinoides (entre 5,45 y
13,73%) fueron mucho mas amplios que los rangos obtenidos en el caso del A°>-THC
(entre el 2,06 y el 3,41%) y del CBN (0,75 y el 1,62%).

e A partir de los datos de anélisis de falta de ajuste (LOF) y los valores de R? y Rzadj
obtenidos mediante el ANOVA, se ha comprobado que los datos experimentales de
las diferentes respuestas analizadas se ajustaron de forma significativa a un modelo
cuadratico. No obstante, el porcentaje de respuesta explicada fue mucho mas
elevado para los contenidos de CBD, CBN y cannabinoides totales que en el caso
del A>-THC.

e A partir de los diagramas de Pareto generados para cada respuesta, se ha podido
evaluar con mayor detalle la influencia de los diferentes términos en cada uno de los
modelos obtenidos, asi como la importancia de los mismos:

- Para el rendimiento de extraccion del CBD, el término lineal referido al ratio
soluto:disolvente fue el factor que afecté en mayor medida a la respuesta de
este modelo, seguido por los términos cuadraticos de la misma variable, asi
como de la temperatura y del tiempo de extraccion.

- En el caso del contenido de A>-THC, el término cuadrético referido al ratio
soluto:disolvente fue el Unico que influyd de forma significativa en el proceso
de extraccion.

- Para el rendimiento de extraccion del CBN, el efecto mas importante fue
debido al término lineal referido al ratio soluto:disolvente, seguido por los
términos cuadraticos de temperatura, tiempo de extraccion y ratio
soluto:disolvente.

- En el caso del contenido total de los cannabinoides, tanto los términos
lineales como los cuadraticos fueron significativos, siendo el término lineal
correspondiente al ratio soluto:disolvente el factor de mayor significancia
estadistica.
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Mediante la RSM se determinaron las condiciones de temperatura, tiempo de
extraccion y ratio soluto:disolvente que permitieron optimizar las respuestas referidas
al contenido de CBD presente en cafiamo, asi como a la totalidad de cannabinoides
extraidos. Las condiciones Optimas para la extraccion y los valores maximos
obtenidos experimentalmente para ambas respuestas fueron los siguientes:

- % CBD (% p/p): a 26,5 °C durante 12,2 min y usando un ratio 1:20
soluto:disolvente, se obtuvo un valor de 10,6 + 0,2%.

- % cannabinoides totales (% p/p): a 28,7 °C durante 12,5 min y usando un
ratio 1:20 soluto:disolvente, se obtuvo un valor de 14,7 + 0,3%.

Los resultados derivados de la validacion de los modelos obtenidos no mostraron
diferencias significativas entre los valores experimentales y los valores estimados.
Por lo tanto, los modelos desarrollados en este trabajo mediante la RSM presentan
una buena precision y son adecuados para simular el proceso de extraccién con
asistencia acustica de los principales cannabinoides presentes en Cannabis sativa L.
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