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Revision Sistematica

Estudio de métodos de extraccion y analisis de los
cannabinoides CBD, CBN, A9-THC en la planta de

Cannabis sativa L.

Resumen

Este estudio revisa las metodologias de extraccion aplicadas para la planta de Cannabis sativa L.
describe las condiciones de estas metodologias y cual de ellas presenta mejores rendimientos para
los cannabinoides cannabidiol (CBD), tetrahidrocannabinol (A°-THC) y cannabinol (CBN),
también se estudia los métodos de analisis de estos y los usos medicinales. La revision sistematica
se realizd de acuerdo a las pautas PRISMA. Las bases de datos utilizadas fueron ScienceDirect,
Springer, Scopus y Google Scholar.

Se ha informado que los cannabinoides CBD, A®>-THC y CBN poseen propiedades farmacoldgicas
las cuales pueden cubrir necesidades en ciertas patologias como lo es el céncer, glaucoma,
epilepsia, parkinson y el COVID-19. La metodologia de extraccion con dioxido de carbono
supercritico resultd ser la mas utilizada y la méas amigable con el medio ambiente. Los métodos de
analisis HPLC-MS y GC-MS resultan ser idoneos para analizar los cannabinoides estudiados en
esta revision sistematica.

Palabras clave: Cannabis sativa, cannabinol, cannabidiol, tetrahidrocannabinol, HPLC, GC.

Abstract

This study reviews the extraction methodologies applied to the plant of Cannabis sativa L. It
describes the conditions of these methodologies and which of them presents better yields for the
cannabinoids, cannabidiol (CBD), tetrahydrocannabinol (A9-THC) and cannabinol (CBN), the
methods of analysis of these and the medicinal uses are also examined. The systematic review was
performed in accordance with PRISMA guidelines. The databases used were ScienceDirect,
Springer, Scopus and Google Scholar.

It has been reported that the cannabinoids CBD, A9-THC and CBN have pharmacological
properties which can cover needs in certain pathologies such as cancer, glaucoma, epilepsy,
Parkinson's and COVID-19. The supercritical carbon dioxide extraction methodology was found
to be the most widely used and the most environmentally friendly. The HPLC-MS and GC-MS
methods of analysis proved to be suitable for analyzing the cannabinoids studied in this systematic
review.

Keywords: Cannabis sativa, cannabinol, cannabidiol, tetrahydrocannabinol, HPLC, GC.
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1 Introduccion

El cannabis también llamado marihuana o cafiamo es una planta perteneciente a la familia
Cannabécea?, esta planta se puede aprovechar casi en su totalidad, ya que contiene gran variedad
de usos como el medicinal, celulosa para papel, fibra textil y entre otros®. Las cannabéceas abarca
tres principales especies de cannabis las cuales son: Cannabis sativa, Cannabis indica y Cannabis
ruderalis?. El constante cruce de estas tres especies para generar plantas hibridas ha dejado el
Cannabis en una sola especie Cannabis sativa®.

Cannabis sativa L. (Figura 1) es originaria de Asia y su uso para la produccidon de fibras textiles
data del 4000 a.C, y su uso medicinal data de 2700 a.C.*

Figura 1. Planta de Cannabis sativa L.

En la actualidad la posesion, cultivo o venta de esta planta consta de penalizacién legal en gran
cantidad de paises!, practicamente todos los paises constan de leyes que regulan el uso recreativo
y medicinal de esta planta®.

El cultivo de Cannabis es controlado porque requiere unas condiciones ambientales adecuadas
para su crecimiento. Estas condiciones incluyen factores ambientales los cuales son la temperatura
que debe estar entre 20 °C a 25 °C, humedad relativa entre 60-70%, fotoperiodos que van desde
16 h luz y 8 h oscuridad en etapa de vegetacion y 12 h luz y 12 h oscuridad en etapa de floracion
y una intensidad luminica que varia entre 400-700 nm®. La composicion quimica de Cannabis
sativa L. se ha estudiado ampliamente y se han identificado aproximadamente 500 compuestos?,
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entre los cuales se encuentran terpenos, fenoles, aminoacidos, acidos grasos, hidrocarburos,
azucares y entre otros®. Entre estos compuestos se encuentran los cannabinoides que generan gran
interés de estudio para la comunidad cientifica gracias a sus propiedades bioquimicas, hasta el
momento se han identificado mas de 104 cannabinoides en distintas cepas de cannabis®.

Las plantas de cannabis producen naturalmente estos cannabinoides en su forma é&cida, que
posteriormente gracias a los efectos de la luz y el calor se convierten en sus contrapartes neutrales’.

Los principales cannabinoides presentes en el material vegetal fresco de la planta de Cannabis
sativa L. son los acidos como el acido A9-tetrahidrocannabinol (A9-THCA) y el acido
cannabidiolico (CBDA) y sus formas descarboxiladas A9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) y
cannabidiol (CBD)®°1°,

El control de calidad del cannabis para el uso humano se basa en variables que se han establecido
en otros paises, por ejemplo; la Oficina Holandesa de Cannabis medicinal®. Considera que las
concentraciones de A9-THC, CBD y CBN deben ser 100 g por Kg, 1 g por Kg y <10 g por Kg
respectivamente en las flores secas®. En la Figura 2 se encuentran las estructuras de los
cannabinoides CBD, CBN, A9-THC de interés en esta revision sistematica.

La gran mayoria de los cannabinoides presentes en la planta Cannabis sativa L. poseen
propiedades medicinales®, estudio reciente sefiala que los cannabinoides CBDA y el CBGA ayudan
a prevenir el contagio con SARS-CoV-2,

La amplia utilidad que tienen los cannabinoides presentes en la planta de Cannabis sativa L. ha
generado interés por querer aislarlos, métodos de extraccion como lo son la destilacion, extraccion
con solvente, convencional, con fluidos supercriticos*? entre otros, son de eleccion a la hora de
realizar extractos de cannabinoides, aunque debido a la propiedades fisicoquimicas de los
cannabinoides varian los rendimientos de extraccion de estos, ademas algunos de estos métodos
de extraccion resultan ser bastantes nocivos para el medio ambiente, por lo tanto, esta revision
sistematica tiene como objetivo comparar mediante busqueda bibliografica que métodos de
extraccion usados para aislar cannabinoides en la planta Cannabis sativa L. presentan mejores
rendimientos; y responder la pregunta ¢Las nuevas metodologias existentes para la extraccion y
andlisis de metabolitos secundarios con base en la quimica verde resultan ser eficaces y
promisorios para la extraccién de CBD, CBN y A9-THC presentes en la planta Cannabis sativa
L.?

La revision sistematica esta organizada en 3 capitulos principales, los cuales son: capitulo 1
compuestos presentes en la planta de Cannabis sativa L. capitulo 2 métodos de extraccion y
analisis y finalmente capitulo 3 usos medicinales de los cannabinoides.
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Acido cannabidiolico Cannabidiol
(CBDA) (CBD)

OH

Tetrahidrocannabinol
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Figura 2. Cannabinoides principales en sus formas acida y descarboxilada.®

2 Metodologia

2.1 Busqueda bibliogréafica
Las busquedas bibliogréaficas para esta revision se realizaron en las bases de datos: Sciencedirect,
Springer, Scopus y Google scholar. Las palabras claves que se utilizaron son “Cannabis sativa”,
“Cannabinol”, “Cannabinoids”, “extraction”, “Extraction”, “CBN”, “CBD” y “THC”. Se
incluyeron articulos del afio 2010 al 2022.

2.2 Criterios de inclusion
Posterior a establecer y aplicar términos de inclusion y exclusion, se realizé un analisis de paso a
paso haciendo uso del titulo, el resumen y el texto completo. Se leyé el resumen si el articulo
resulto ser adecuado con el tema de investigacion en esta revision sistematica, o si existian algunas
incognitas acerca de la relevancia para el tema. Del total de articulos leidos, solo los que
cumplieron con los criterios de inclusion fueron incluidos en la revision sistematica.

De los articulos a los que se tuvo acceso, se le aplicaron algunos criterios de inclusién y exclusion
para introducir en la revision sistematica. Se consideraron solo los articulos que analicen
extensamente la eficacia de los métodos de extraccion y andlisis para los cannabinoides CBD,
CBN y A9-THC presentes en la planta Cannabis sativa L. Solo se tuvieron en cuenta articulos
publicados en el idioma inglés y/o espaiiol.
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2.3 Analisis de la literatura
La revision sistematica se realizo de acuerdo con las pautas PRISMA la cual contiene los
elementos preferidos para realizar revisiones sistematicas y meta analisis, Figura 3. Consiste en
una lista de verificacion de 27 componentes y un diagrama de flujo que instruye en como realizar
la busqueda y seleccion de los articulos en cuatro pasos que son: identificacion, seleccion,
elegibilidad e inclusion®®,

Registros . . Registros
. . Registros Registros . .
identificados en . ~El . Pt identificados en
ScienceDirect Igerr::ﬁca?r:sﬂijn 'd;;ml;?[z?;;" Google Scholar
(n:193) PIINEET in: U {n:209)

L L

—r[ Articulos después de eliminar duplicados (n: 196) ]17

"y

Articulos seleccionados (n: 179) —h-[ Articulos excluidos ]
{n:17)
1 4
B T 0
Articulos a texto completo con Articulos ?‘dl"lilidmdamn
posibilidad de elegibilidad (n:175) m"“et‘r{f‘;;'] cacds
) B

!

Articulos incluidos para sintesis y
revision (n;114)

[ Incluidos ] [Elegibilidad] [ Proyeccidn ] [Ident'rficacién]

Figura 3. Andlisis bibliografico utilizando el método prisma.

3 Resultados: Revision sistematica

3.1 Compuestos presentes en la planta de Cannabis sativa.
La planta de Cannabis sativa es una planta quimicamente compleja, esto debido a su asombrosa
biosintesis de gran cantidad de metabolitos secundarios que pertenecen a diferentes clases
quimicas. Los compuestos principales y mayoritario de la planta de Cannabis sativa se encuentran
en la tabla 1.
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Tabla 1. Principales compuestos de la planta Cannabis sativa.

Categoria Compuestos Referencia

e Cannabidiol (CBD)

e Cannabinol (CBN)

e A8-tetrahidrocannabinol (A8-THC)

e A9- tetrahidrocannabinol (A9-THC)

e Cannabicromeno (CBC)

e Acido tetrahidrocannabinolico (THCAA)

e Cannabinogerol (CBG)

e Tetrahidrocannabivarina (THCV)

e Cannabidivarina (CBDV)

e Cannabitriol (CBT) 14

e A9-tetrahidrocannabiforol (A9-THCP)

e A9-tetrahidrocannabutol (A9-THCB)

e Cannabidibutol (CBDB)

e Cannabitwinol (CBDD)

e (-)-trans-cannabidihexol ((-)-trans-CBDH)

e (-)-trans-A9-tetrahidrocannabihexol ((-)-trans-A9-THCH)

e Eter monometilico de cannabinogerol (CBGM)

e Eter monometilico de cannabidiol ((-)-trans- CBDM)

e Eter monometilico de tetrahidrocannabinol ((-)-trans-A9-
THCM)

Cannabinoides

e [-mircenio
e [-cariofileno

Terpenos | L.imoneno 1
e Pineno
e Linalool
e Bisabolol
e Cannflavina A
Flavonoides |e Cannflavina B 115

e Cannflavina C

e Cannipreno
e Denbinobin 15
e Canitreno 1
e Canitreno 2

Estilbenoides
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e Trigonelina

e Piperdina
e Pirrolidina
e (+)-Cannabisativina
Alcaloides . Anhldr(?cannablsatlvma .
e Hordenina

e Muscarina

e L-(+)-Isolecina-betaina
e Neurina

e Colina

3.1.1 Cannabinoides

Los cannabinoides son los compuestos principales de la planta Cannabis sativa L. son uno de los
principales motivos por el cual genera gran interés de estudio cientifico®*.

Los cannabinoides es posible dividirlos en tres grupos, los cuales son: endocannabinoides,
fitocannabinoides y cannabinoides sintéticos. Los endocannabinoides son producidos por la gran
mayoria del reino animalia®’y los fitocannabinoides son producidos naturalmente por la planta de
Cannabis®®.

La biosintesis de los cannabinoides comienza principalmente con la formacion del acido
cannabigerélico (CBGA (Figura 4)) el cual posterior se transformara en acido
tetrahidrocannabindlico (THCA), acido cannabididlico (CBDA) y el &cido cannabicroménico
(CBCA)™,

OH

HO

1. R=COOH Acido cannabinogerolico (CBGA)
2. R=H Cannabinogerol (CBG)

Figura 4. Estructura de CBGA y CBG*™.
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OH o

3 x malonyl-CoA
B ——— OH
SEnz E—
CoA o

) © - .
Acido olivetolico

3)

C-alquilacion

OH o

Acido tetrahidrocannabinolico (THCA) Acido cannabinolico (CBNA)

() 10)

Figura 5. Biosintesis de las formas &cidas de los cannabinoides?®?

El A°>-THC, CBD, CBG y CBN son los principales cannabinoides presentes en la planta, el A°-
THC es el compuesto por el cual se le clasifica como droga ilicita al Cannabis sativa®. El CBD
se encuentra en mayoria en el cafiamo, este posee propiedades medicinales y se esta volviendo
mas importante para uso medicinal?.

La biosintesis de los cannabinoides inicia principalmente con dos precursores los cuales llevan a
dos rutas biosinteticas diferentes (Figura 5), la ruta del acetato la cual conduce a la formacién del
acido olivetdlico (3), y la ruta del mevalonato que orienta a la formacidn de pirofosfato de geranilo
(4), posterior sucede la C-alquilacion la cual se cataliza por una sintasa, del acido olivetolico (3) y
el pirufosfato de geranilo, dan como producto el CBGA (8) el cual es el precurso central de gran
variedad de cannabinodes?, los cuales se forma como acidos carboxilicos por ejemplos; las formas
4cidas del A>-THC, CBD, CBC; las cuales son: &cido tetrahidrocannabinolico (A%>-THCA), acido
cannabidiolico (CBDA) y el acido cannabicromenico (CBCA) respectivamente, estos compuestos
al calentarse o a la exposicion de la luz se descarboxilan a su correspondiente neutro; otro proceso
el cual no es causado por el calentamiento o la exposicion a la luz es la degradacion oxidativa que
da lugar a la conversion del A9-THC en cannabinol (CBN) y también a la isomerizacion del mismo

10
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dando lugar a A8-tetrahidrocannabinol (A8-THC). Las concentraciones de acido cannabindlico
(CBNA) y CBN, los cuales son los degradantes primarios del A9-THCA y A9-THC aumentan con
el tiempo de almacenamiento®.

La produccion de cannabinoides en el cAfiamo puede variar debido a diversos factores bioticos y
abidticos, como lo son el sexo y la madurez de la planta, la integral de luz diaria, la temperatura
ambiente, la cantidad de nutrientes que tiene a su disponibilidad y la intensidad de la luz
ultravioleta®*.

Las concentraciones de cannabinoides en la planta de Cannabis sativa varia dependiendo de la
parte de la planta, se encontrd que en las células secretorias dentro de los tricomas (Figura 6)
glandulares contienen hasta un 60%*°. Se hall6 que en las raices y las semillas no poseen
cannabinoides®®. Se ha demostrado que exponer la planta a ciertas condiciones de estrés como lo
es la infestacion por el caro Tetranychus urticae aumenta las concentraciones de cannabinoides
producidos por la planta; CBNA, A9-THC, CBD y CBC en un 116%, 123%, 125% y 146%
respectivamente?®.

Figura 6. Tricomas de Cannabis sativa L'°,

Para realizar extractos de cannabinoides es de preferencia que la planta sea de sexo femenino, ya
que la planta hembra madura produce mayores cantidades de cannabinoides ademas se logra
también un mayor rendimiento si se cultiva sin plantas macho a sus alrededores, esto con el fin de
evitar la polinizacion y la formacion de semillas®®.

3.1.2 Terpenos

Los terpenos son compuestos hidrocarburos aromaticos que utilizan las plantas para disuadir a los
herbivoros?®. Los terpenos son los compuestos responsables que le generan olor y sabor de distintas
variedades de cannabis, con base en ello se han seleccionado cepas narcoticas de Cannabis bajo la
domesticacion humana®’. En la planta de cannabis el rendimiento y distribucion de terpenos
dependen de gran variedad de parametros, como lo son el método de obtencion del aceite esencial,
las condiciones ambientales, por Gltimo y no menos importante la madurez de la planta?.

11
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Se han detectado terpenos en las flores, raices y hojas de Cannabis, al igual que los cannabinoides
el principal sitio de produccion de terpenos son los pelos glandulares. El perfil de terpenos volatiles
estd dominado generalmente por los monoterpenos, los cuales son generalmente D-limoneno, B-

mirceno, a- y B-pineno, terpinoleno y linalool (Figura 7).

D-limoneno B-mirceno a-pineno B-pineno

OH

Terpinoleno Linalool

Figura 7. Terpenos presentes en el cannabis'*?®,

Los terpenos en conjunto con los cannabinoides se han utilizado como marcadores
guimiotaxondmicos en cannabis, esto debido a que son los abundantes metabolitos secundarios
fisiologicamente activos?32°,

3.1.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos secundarios que estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Presentan alrededor de 10.000 compuestos diferentes, los cuales
incluyen &cidos fendlicos, acidos benzoicos e hidroxicinamico, flavonoides como flavonoles y
flavonolas, estilbenos, y lignanos®.

En el cannabis se han encontrado gran variedad de compuestos fendlicos, se han identificado
alrededor de 20 flavonoides, principalmente pertenecientes a las subclases de flavonas y
flavonoles®. Los compuestos fendlicos presentes en el cannabis incluyen O-versiones de
glucédsidos de las agliconas apigenina, luteolina, kaempferol y quercetina, también cannflavina A
y cannflavina B, que son flavonas isoprenoides metiladas las cuales solo estan presentes en el
cannabis®, también se han descrito amidas fendlicas y lignanamidas en frutos y raices de
cannabis®3,

12
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3.2 Meétodos de extraccion de cannabinoides.
Entre las metodologias mas utilizadas para la extraccién de cannabinoides se encuentran la
extraccion con solvente, fluido supercriticos, extraccion por maceracion, extraccion soxhlet,
hidrodestilacion, extracciones convencionales e incluso se ha utilizado extraccion subcritica
promovida por butano3+-3,

Tabla 2. Métodos de extraccion para cannabinoides.

Método de extraccién Compuesto Solvente Referencia
scCOz CO,-EtOH 34,37-47
Propano casi
criticoy 37
dimetiléter
(DME)
CBDA, CBD, A9- Metanol e
THC, A9-THCA, A8-
Extraccion con solvente THC,CBNYy EtOH,
terpenos diclorometano,
cloroformo, 42
tolueno y

trimetilpenteno

Butanoy 42
propano
Hexano,
Extraccion Soxhlet THC, CBD y CBN | acetato de etilo 41,46
y EtOH
Extraccion con solvente asistida
por microondas CBDA, CBD, CBGA EtOH 38
Extraccion mediante el uso de y CBG
maquina espresso de tapa dura
Extraccion con solvente asisti 2-propanol 51
Extraccion mediante el uso de CBDA, CBC, CBD, EtOH y
. CBGAy CBG 52
magquina espresso de tapa dura Hexano

13
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Extraccion con solvente
(maceracion dindmica (DM))
Sub-CO; No especifica co2 53

La extraccion de los compuestos bioactivos y aceites esenciales del cannabis tiene como Unico
objetivo ser usado para consumo humano, bien sea para alimentos, farmacos y uso recreativo es
por eso que el método de extraccion de fluidos supercriticos ha ganado gran interés para la
extraccion de componentes bioactivos y aceites esenciales, ya que evita el uso de solventes toxicos
y ayuda a disminuir la degradacion térmica de la muestra®*. Con alta temperatura y presion, el
fluido se convierte en fluido supercritico. Este ultimo es un estado donde no se distingue el gas del
liquido. El CO- en estado supercritico posee una densidad con gran similitud a la de un liquido y
ademas posee una viscosidad similar a la de un gas®. EI CO, se usa como principal solvente en la
extraccién con fluidos supercriticos debido a que este compuesto es econémico y fécil de reciclar.
El CO; supercritico (scCO5) tiene buena humectabilidad y poder de difusion®®.

Fernandez et. al** en su estudio demostraron que para la extraccion con CO; supercritico se logra
la méxima recuperacion de THC con las siguientes condiciones: 70 °C, 300 bar y 10% de EtOH;
mientras que para la maxima recuperacion de CBD las condiciones fueron las siguientes 60 °C,
300 bar y 10 % de EtOH®*. Se ha demostrado que afiadir un agente de arrastre polar como lo es el
EtOH al CO; supercritico aumenta la extraccion de cannabinoides, en especial en la forma acida
de los cannabinoides*->"%8,

Umut y Ezgi*® realizaron extracciones de THC y CBD mediante fluidos supercriticos, en el cual
varian diferentes pardmetros de extraccion como lo son: presion, temperatura y efecto del
codisolevente, en la tabla 3 se observan los datos de rendimiento, CBD y THC que obtuvieron en
estudio, en las condiciones de extraccion se utilizd 2% en peso de etanol en las condiciones de
prueba | a V*. El aumento de la presion a una temperatura constante hace que la solubilidad de
los cannabinoides mejore®®. En el estudio de Umut y Ezgi® obtuvieron el maximo rendimiento de
extraccion en la condicion de extraccion 111, pero logran la maxima extraccion de THC en la
condicion de extraccion .

Tabla 3. Rendimientos de extraccion con el método de fluidos supercriticos a diferentes
condiciones®.

Condiciones de Rendimiento (%) CBD (%) THC (%)
extraccion
1 (33 MPa, 60° C) 84+04 0.27 £ 0,03 30,00 £ 0,09
II (15 MPa, 60° C) 6508 1,93 0,06 <LOD
111 (33 MPa, 40° C) 9.7+07 215+ 0,07 2712+ 1,27
IV (15 MPa, 40° C) 6,905 0,50 £ 0,04 <LOD
V (15 MPa, 40° C) 27402 117+ 0,11 <LOD
V1 (15 MPa, 60° C) 27+02 0,92 £ 0,04 <LOD
VI (33 MPa, 40° C) 6,909 0,73 % 0,03 <LOD

14
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| VIII (33 MPa, 60° C) | 50+0,8 074004 | <LOD

También se ha reportado en la literatura el uso de CO2 subcritico (liquido) esto se realiz6 con el
fin de disminuir la presion de vapor de los compuestos terpénicos y las coextracciones de ceras®.
También se reporta en la literatura el uso de butano y propano para la extraccion de cannabinoides,
el butano y el propano a temperatura ambiente se encuentran en estado gaseoso, pero al
comprimirse pasa a estado liquido para facilitar la extraccion. La naturaleza de estos solventes
puede extraer cannabinoides y terpenoides de manera eficiente debido a su moderada polaridad®?.
Los cannabinoides extraidos utilizando butano y propano como disolventes se le Ilaman aceite de
hachis de butano (BHO) y aceite de hachis de propano (PHO), respectivamente®. La extraccion
con el uso de butano y propano es similar a la extraccion con CO:z liquido. La extraccién con
butano y propano posee ciertas ventajas contra la extraccion con CO liquido, ya que produce
contenidos mas significativos de terpenoides, lo cual mejora el sabor del extracto®. Estos métodos
de extraccién basados en butano y propano poseen ciertas desventajas las cuales son la presencia
de trazas toxicas de estos gases en los extractos y no menos importante la inflamabilidad de estos
compuestos®.

La extraccion por maceracion dindmica (DM) es una de las técnicas mas simples que se pueden
utilizar para la extraccion de compuestos bioactivos del cannabis, la cual consiste en maceracion
fina del material vegetal y posterior poner en agitacion con solvente. Virginia, Federica, Marleen,
Davide y Estefania® en su estudio utilizaron esta técnica con el fin de extraer compuestos no
psicoactivos de inflorescencias de cafiamo, utilizaron como solvente EtOH a temperatura
ambiente, los resultados de la extraccion fueron: 24 mg/g, 1 mg/g, 3 mg/g, de CBDA, CBGA y
CBD respectivamente,

Uno de los métodos de extraccion mas simples que se puede utilizar es el método de extraccion
convencional, el cual consiste en calentar el solvente de eleccion en conjunto con la matriz que
posee los compuestos a extraer, se le pueden afiadir ciertas técnicas con el fin de mejorar la
extraccién, una de ellas es el uso de microondas, esta posee ciertas ventajas frente a la extraccion
convencional las cuales son: el calentamiento uniforme, menor tiempo de extraccion, alto
rendimiento, uso mas econémico de solvente y el enfoque ecoldgico®®*°. Las microondas se
pueden utilizar en conjunto con otras técnicas como lo son la extraccién con solvente, la extraccion
Soxhlet y la destilacion®®; también es importante resaltar que la extraccion asistida por microondas
es un método respetuoso con el medio ambiente, ya que reduce el consumo de solvente y energia,
ademas de otros peligros ambientales, como los residuos quimicos®.

Virginia et. al®® en su estudio también utilizaron un método de extraccion asistido por ultrasonido
en el cual utilizaron como solvente EtOH y dejaron en bafio de ultrasonido. Este método de
extraccion resulto tener valores de extraccion menores al método de extraccion por maceracion
dinamica®,
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Dvory et. al®® en su estudio realizaron extraccion con solventes de inflorescencias a lo largo del
tallo, en el estudio se puede evidenciar como varia la concentracion de cannabinoides y terpenos
a lo largo del tallo. En la Figura 8 se puede evidenciar que la combinacion de EtOH y hexano
logran el méximo rendimiento en la extraccion de terpenos, ademas se evidencia que las
inflorescencias de la parte superior son las mas ricas en terpenos®.
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Figura 8. Comparacion de diferentes disolventes y sus efectos en las cantidades (mg mL™?) de
cannabinoides extraidos. (a) Extraccién con EtOH. (b) Extraccién con n-hexano. (c) Extraccién
con hexano-EtOH (7:3 v:v). Columna negra: inflorescencia superior, columna gris:
inflorescencia media, columna blanca: inflorescencia inferior®?.

Leiman et. al®! mediante el uso de una maquina de café Nespresso Essenza, implementaron un
método de extraccion rapida, el cual utiliza como solvente 2-propanol y se realiza en 40 segundos;
este método resulta ser una buena alternativa para realizar determinacion precisa del nivel de
concentracion de THC y en un tiempo corto®?.
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3.3 Meétodos de andlisis de cannabinoides

Los métodos de analisis més utilizados para la determinacion de cannabinoides incluyen la
cromatografia liquida (LC, HPLC y UPLC), cromatografia de gases (GC)®, espectrometria de
masas (MS)%¢%7  esta Gltima es prescrita por las autoridades para el andlisis reglamentario de
muestras cultivadas e incautadas®®.

La cromatografia de gases normalmente se completa en alrededor de 20 minutos a temperatura de
300 °C y se utilizan fases estacionarias con muy baja polaridad, como 5 % de difenil y 98 % de
dimetil polisiloxano®.

En GC cuando se realiza la fase de inyeccion los cannabinoides que estan en fase acida (por
ejemplo: CBDA, THCA y CBCA) se descarboxilan, esto debido a las altas temperaturas en el
puerto de inyeccidn, por ende, este método no es idéneo para determinar cannabinoides en forma
acidas®®°. HPLC es la técnica de opcion l6gica para el analisis de cannabinoides en forma écida
ya que la preparacion se limita a la extraccion y eventual dilucién previamente de la inyeccion.

Tabla 4. Propiedades del método GC-MS para analizar cannabinoides

Cannabinoides Proceso de o .
Columna . Fase movil Referencia
analizados horno
5 % de fenil CBG, CBD, CBN, |50 °C inicial, 6
reticulado columna THC, CBC, °C/min hasta 300 Helio n
capilar de metil CBDA,CBGAYy |°C se mantuvo
siloxano THCA por 4 minutos
70 °C inicial, 40
5 % difenilo/95 % °C/min hasta 180
de °C, después 10 .
dimetilpolisiloxano | ¢ THCA 1 o6/min hasta 300 Helio "
columna capilar °C se mantuvo
por 6,25 minutos
45 °C inicial, 2
Poli-5 % reticulado °C/min hasta 100
difenilo-95 % de °C, después 5 .
dimetilpolisiloxano | P2 CBPA | oc/min hasta 250 Helio "
columna capilar °C se mantuvo
por 5 minutos
0 : 50 °C inicial, 6
fer?ilﬁ:itllztillljszno CBG, CBD, THC, | "C/minhasta 300 | i, g
. CBCyCBN °C se mantuvo
columna capilar .
por 4 minutos
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120 °Ciinicial, 20
Columna capilar °C/min hasta 290 .
. . TH BD BN Hel »
de silice fundida C.CBDyC °C se mantuvo elo
por 10 minutos
60 °C inicial, 25
cep caon, | [S e
Restek Rxi-35Sil THC, THCA, 10’ minutos
MS de 30 m (35 % CBN, CBG, L uedo 10 °C/mir; Helio
silifenileno) CBGA, CBDV, hastg 230 G o
THCVy CBC. mantuvo 15
minutos.

Leghissa et. al’® realizaron un estudio en el cual se utilizo cromatografia de gases con
espectroscopia ultravioleta al vacio (GC-VUV), en este estudio se realizd la deteccion de
cannabinoides de manera rapida y sencilla, este método resulta ser adecuado para la deteccion de
cannabinoides sin tener una linea de base de comparacion de los cannabinoides. Este método
presentd una desventaja la cual es el limite de deteccion (LOD), este resulto ser muy alto, lo cual
deja este método por fuera para la deteccion de analitos en matrices bioldgicas sin un previo
tratamiento’®.

Mitja Krizman en su estudio realizado determino que las columnas mas idoneas para el analisis de
cannabinoides son las columnas C18, también evaluaron la influencia de la fase moévil y se
determind que cuando se usa acetonitrilo como eluyente los cannabinoides CBDA, CBGA, CBG
y CBD aparecen como un cuartero de picos’®. Mitja Krizman también determino que la
temperatura Optima para mejorar la selectividad entre el grupo de picos de CBDA, CBGA, CBG
y CBD es de 37°C’°,

En cuanto a la deteccién los cannabinoides presentan dos o méas picos de absorcién en la region
UV®, Mitja Krizman menciona en su estudio que la absorcion mas grande para la mayoria de ellos
esta en 228 nm o cerca de este’®.

Manuela Pellegrini et. al™ utilizaron la cromatografia de gases-espectrometria de masas para
determinar cannabinoides en productos alimenticios de cafiamo en el cual utilizaron de muestras
solidas pastillas, semillas y hierbas aromaticas; y como muestras liquidas utilizaron cerveza, licor
y aceite; utilizaron una columna capilar de silice fundida y se utiliz6 Helio como gas portador.
Obtuvieron resultados de CBD y CBN mas bajos que de THC aun el contenido de THC nunca
sobrepaso el 0,2 % indicado por la union europea para el cultivo de cafiamo para permitir la
distribucion de alimentos de cafiamo, finalmente obtuvieron un método répido y de simple
extraccion que permite la determinacion de THC, CBD y CBN en productos alimenticios”.
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Entre el 2015 y 2017 Laura A. Ciolino et. al’’ aplicaron un método de GC-MS alrededor de 60
productos comerciales de cannabis entre los cuales estaban incluidos pomadas, suplementos orales,
alimentos, dulces, bebidas. Las condiciones fueron las siguientes: columna Restek Rxi-35Sil MS
de 30 m (35 % silifenileno), el gas portador fue Helio y el programa de horno fue 60 °C inicial, 25
°C/min hasta 220 °C, se mantuvo 10 minutos. Luego 10 °C/min hasta 330 °C se mantuvo 15
minutos. Obtuvieron que en la gran mayoria de los productos analizados el cannabinoide
predominante fue el CBD, ademés para muchos de los productos el extractante adecuado fue etanol
al 95 %, pero al ser productos de consumo/uso humano encontraron varias interferencias como lo
fueron azucar, glicerina inclusive productos con alto contenido de lactosa. Finalmente
establecieron que el contenido minimo detectable para los cannabinoides (CBD, CBDA, THC,
THCA, CBN) fue de 1,0 mg/g en todas las muestras, el método resulto ser adecuado para analizar
cannabinoides tanto en su forma &cida como neutra ademas aborda multiples interferencias que no
se encuentran en las muestras tradicionales’’.

Tabla 5. Propiedades del método HPLC para analizar cannabinoides

Cannabinoides . Caudal .
Columna . Fase movil . Referencia
analizados (mL/min)
THCA, CBGA, | Metanol y agua,
Columna C18 | CBCA, THC, | acidificado con 0,5 &
CBGyCBC | &cido formico
Acido férmico 1
Columna C18 nggﬁggg %en () H20 y 0,4 &
(1) ACN
Acido formico 1
ColumnaC18 | CBDAYCBD | %en () H20y 0,4 &
(1) ACN
Columna con CBG, CBD, 15 % de &cido
tapa C18 con THC,CBCy | acético en agua 1,5 "
precolumna CBN y metanol.
Phenomenex CBDA, CBGA,
Kinetex XB- CBDV, THCA Agua puray 0.8 80
C18 CBG, CBD, ACN ’
CBNy THC
(A) Aguay
_ CBD, THCV, acido formico al
Kinetex C18 0,1% 81
con precolumna CBG, CBN, (B) MeOH y 0.25
THCy THCA | , . .
acido formico al
0,1%
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CBD,CBNy | Metanol y agua 47
Zorbax C18 THC ultrapura (85:15) 10
CCB:ES Z:gv (A) Formiato de
Kinetex C18 ! ’ amonio 10 mM 0,6 82,83
CBN, THCA, (B) ACN
THCy CBC
(A) Acido
férmico al 0,1 %
Poroshell 120 en agua 84,85
EC-C18 (B) Acido
férmico al 0,1 %
en ACN
CBDA, CBD, (A) Acido
CBN, THCy | acéticoal 0,1 % 0,4
THCA y acetato de
amonio 10
Zorbax C18 mmol/L en 86
metanol acuoso
al 5%
(B) Metanol al 5
% en acetonitrilo
CBGA, CBG
Agilent ' '
Poroshell 120 CBDA, CBD, No especifica No especifica 87-89
SB-C18 CBDB, THCA,
THCy CBN
95% /5%
CBDV, CBG, (1) Hept/IPa
1%%%??;”2') CBD, CBN, | (II) Hept/EtOH 1 %0
THCy CBC (111) Hex/ IPa
(IV) Hex/EtOH
95 % /5%
CBDV, CBG, (1) Hept/IPa
Eg_%zp?gi;:) CBD,CBN, | (II) Hept/EtOH 1 %
THCy CBC (111) Hex/ IPa

(IV) Hex/EtOH
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95% /5 %
CBDV, CBG, (I) Hept/IPa
féjé?ggcg.\:; CBD, CBN, (11) Hept/EtOH 1 %
THCyCBC (111) Hex/ IPa
(IV) Hex/EtOH
95% /5 %
CBDV, CBG, (I) Hept/IPa
Ell(J)EJO-T)pShgiI)I CBD, CBN, (1) Hept/EtOH 1 90
THCyCBC (111) Hex/ IPa
(IV) Hex/EtOH

Sanja Zivovinovic et. al*® realizaron un estudio en el cual se determina cannabinoides de muestras
para fines recreativos por medio de cromatografia liquida de fase reversa acoplado a UV, en este
estudio utilizaron el método HPLC y UHPLC; se logré la separacion en 10 minutos de los ocho
cannabinoides utilizando la columna de HPLC Kinetex XB-C18, el tiempo total de ejecucién de
este método fue de 20 minutos®. La cuantificacion de THC/THCA fue mas satisfactoria para el
método HPLC que para el método GC®,

En el estudio realizado por Oier Aizpurua-Olaizola et. al®® se identifico y cuantifico 6
cannabinoides por el método de cromatografia liquida tindem espectrometria de masa con triple
cuadrupolo (HPLC-MS/MS), mediante este método pudieron determinar los principales
cannabioides de los extractos obtenidos por extraccion con fluidos supercriticos, también lograron
identificar 7 cannabinoides minoritarios por el método de UPLC-gToF los cuales fueron acido
cannabicumarico, CBCA, 10-ethoxy-9-hidroxi-A®-THC, 4-acetoxicannabicromero, CBGA,
monometileter de acido cannabinogerolico (CBGAM), THCA-C48!,

Erin C. Berthold et. al®! realizaron un estudio en el cual el objetivo fue detectar y cuantificar doce
cannabinoides (CBDV, THCV, CBN, CBC, CBD, CBL, CBG, THCA, CBDA, CBGA) presente
en la planta de Cannabis sativa el estudio se realiz6 por medio de UPLC-MS/MS, la separacién se
llevd a en una columna C18, la fase mavil estuvo compuesta por agua que contenia acido formico
al 0,1 % (A) y metanol y acenotrinilo (50:50, v/v) (B), el caudal fue de 0,35 mL/min®. En este
estudio pudieron implementar y validar el método desarrollado para los analisis de muestras de
cafiamo industrial y se determind que es un método rapido, confiable y robusto, el método tenia
un tiempo de ejecucion de 6 minutos, lo cual no permitia la separacion cromatografica del CBD y
el CBG, esto fue resuelto gracias a la deteccion masiva de patrones de fragmentacion Unicos
atribuibles a cada cannabinoide®.

Chiara De Luca et. al*® realizaron un estudio con el fin de investigar como influye la polaridad de
la fase estacionaria y la fase movil sobre la retencion de los cannabinoides en cromatografia liquida
en fase normal. Utilizaron cuatro columnas Eurospher 11 100-05 empaquetadas con NHy, diol, CN
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y Si (silice desnuda); también utilizaron cuatro composiciones diferentes para la fase movil 95 %
/5 % (1) Hept/IPa, (I1) Hept/EtOH, (I11) Hex/ IPa y (IVV) Hex/EtOH. En la Figura 9 se puede
apreciar como influye la polaridad de la columna en la retencion de los cannabinoides®.
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Figura 9. Cromatograma obtenido con la mezcla estandar de cinco cannabinoides (THC, CBC,
CBD, CBN, CBG, 10 pg/mL) con 95:5% v/v heptano/isopropanol®.

En la Figura 10 se observa la influencia de la polaridad de las columnas y la fase moévil en la
retencién de los cannabinoides.
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Figura 10. Cromatograma obtenido con la mezcla estandar de cinco cannabinoides (THC, CBC,
CBD, CBN, CBG, 10 pg/mL) con 95:5% v/v heptano/etanolgo.
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En resumen, el estudio realizado por Chiara De Luca et. al®® demuestra que la retencion global de
las columnas en las cuatro fases estacionarias fue NHz>diol>CN>Si®,

Wieland Peschel y Matteo Politi® utilizaron los métodos de RMN H y HPLC/DAD con el fin de
realizar la distincion de quimiotipos de cannabis, en el estudio utilizaron cuatro diferentes muestras
de cannabis, las cuatro muestras se obtuvieron con acetato de etilo y etanol al 40 %°. Los espectros
del anélisis de RMN H se reconocieron entre 0 y 14 ppm de desplazamiento quimico, en la Figura
11 se puede observar la asignacion de los principales picos cualitativos de los cannabinoides®.
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Figura 11. Espectros RMN H de cannabinoides®.
Dado que el cannabis es el alucindgeno ilicito mas consumida en el mundo, han surgido

necesidades de tener métodos de analisis de sus principales componentes psicoactivos en matrices
biolégicas convencionales y no convencionales®®. Stefan Konig et. al®® establecieron un método de
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extraccion en fase solida (SPE) y método de analisis LC-MS/MS para la cuantificacion de THC y
sus principales metabolitos en sangre periférica humana®:. La precipitacion de las proteinas fue
realizada con acetonitrilo, el proceso se realizo inyectando las muestras en una columna SPE y
posterior se inyectaron en una columna C18 para el analisis.

Athina G. Nicolaoua et. al®* desarrollaron un método para la identificacion y cuantificacion de
THC y cuatro cannabinoides principales en cerumen mediante UPLC-MS/MS, la columna que
seleccionaron para el método fue una columna C18, utilizaron como fase movil acido férmico al
0,1 % como fase Ay acetonitrilo acidificado con acido formico al 0,1 % como fase B y utilizaron
un caudal de 0,35 mL/min; la recoleccion de las muestras fue realizada con isopos de algodon en
ambas orejas de voluntarios. Todos los cannabinoides en estudio se resolvieron
cromatograficamente en un tiempo de 4,5 min, finalmente en este estudio demostraron que el
cerumen puede ser una matriz alternativa para los analisis forenses, ademas este es el primer
estudio en que detectan THC en esta secrecion®.

En el 2018 C. Sanchez-Carnerero Calladoa et. al®® por primera vez implementaron un método para
la determinacion cuantitativa de cannabinoides basado en espectroscopia de infrarrojo cercano
(NIR) y espectroscopia de infrarrojo cercano por transformada de Fourier (FT NIR), este método
resulto tener un tiempo menor de ejecucion y robusto, ademas resulta ser una técnica donde la
muestra se mide con poco o ningln tipo de pretratamiento (molienda y secado)®.

3.4 Usos del CBD, THCy CBN.

Desde tiempos inmemorables, la planta de Cannabis sativa ha sido utilizada para diferentes fines,
como fuente de fibra, farmaco a base de hierbas, fines medicinales y también religiosos®®.

En el siglo XIX, O'Shaughnessy y Moreau®’ realizaron estudio donde informaron acerca de las
propiedades positivas del cannabis sobre los espasmos musculares, el vomito, las convulsiones, el
tétano y la rabia®. Existen receptores cannabinoides, los cuales son los que interactGian con los
cannabinoides, existen receptores adjuntos a proteina G (receptor cannabinoide 1 CB1y receptor
cannabinoide 2 CB), receptores nucleares y canales idnicos controlados por ligandos®®® estos
comprenden todo el sistema endocannabinoide endogeno®.

Nagina Mangal et. al'®* realizaron una revision narrativa en la cual describen que los
cannabinoides sintéticos, enddgenos y de origen vegetal presentan propiedades positivas contra
los efectos adversos de los medicamentos antineoplasicos (contra el cancer), también han
demostrado que disminuyen la carga tumoral. Estos efectos son alcanzados dependiendo del tipo

de cancer, la dosis del compuesto y qué receptor/ligando se activaron®®?.
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Estudios®1% in vitro para comprobar la potencia de los fitocannabinoides puros y en extractos
demostraron que el CBD puro es el compuesto individual méas potente en comparacion con el THC
en el tratamiento contra el cancer de pulmont®?,

Hay que resaltar que la gran mayoria de los estudios realizados in vitro se han ejecutado sobre
células tumorales del sistema nervioso y en lineas celulares de cancer de mama'®, Se ha reportado
en algunos casos la erradicacion completa de las células tumorales con CBD!%, asi como con
THC®,

En el 2021 Vinit Raj et. al'% ejecutaron un estudio el cual tuvo como objetivo evaluar las potencias
antivirales de los cannabinoides CBD y A%-THC contra el SARS-CoV-2, este estudio lo realizaron
in silico e in vitro, con base en este estudio se concluy6 que estos compuestos son moléculas de
gran potencia contra el virus SARS-CoV-2, ademas no solo bloquean el proceso de traduccién
viral al inhibir el SARS-CoV-2 Mpro, sino que también tienen disminuyen los efectos
proinflamatorios en las células pulmonares al actuar como agonista del receptor CB-2, finalmente
este estudio demuestra que el CBD y el A>-THC se pueden usar solos 0 en combinacion con otros
farmacos para los pacientes con COVID-191%,

En una encuesta realizada a 339 pacientes checos con Parkinson, el 25 % de los pacientes
afirmaron haber consumido cannabis regularmente como terapia afiadida'®’. De los 85 pacientes,
39 de ellos expresaron que sentian una mejoria general en los sintomas, 26 informaron una mejora
en la bradicinesia (lentitud en los movimientos), 32 pacientes expresaron una disminucion en la
rigidez muscular y 12 pacientes informaron que la mejora de la bradicinesia fue gracias a la
levodopa, solo 4 pacientes manifestaron que sus sintomas empeoraron desde que iniciaron con el
consumo de cannabis.

AW Zuardi et. al*®® realizaron un estudio piloto en el cual administraron CBD a 6 pacientes con
psicosis asociada al Parkinson, las dosis administraran iniciaron con 150 mg la primera semana y
400 mg la cuarta y Gltima semana'®. Los sintomas psicéticos evaluados por BPRS (escala breve
de calificacion psiquiatrica) redujeron significativamente con el CBD y ademas no se observd
ningun efecto adverso.

Actuales terapias en uso para el glaucoma proporcionan un efecto de neutoroproteccion para las
células ganglionares de la retina (RGC), estudio® demuestra que el cannabinol tiene propiedades
neuroprotectoras y también actia como mediador en la proteccion efectiva de las RGC, este
estudio demuestra el potencial del CBN como importante agente farmacéutico para pacientes con
glaucoma'®®.
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Tabla 6. Cannabinoides y sus usos.

CANNABINOIDE uso REFERENCIA
COVID-19 106
CBDy A*THC Antiinflamatorio 110
Cancer pulmonar 102,103
Previene el vomito, reduce la
CBD ansiedad. analgésico, 111,112
relajante muscular.
Parkinson 108,113
CBN Glaucoma 109
CBD, A%>-THC y CBN Convulsiones 114

4 Conclusiones

Los estudios cubiertos en esta revision sistematica demuestran que, de las metodologias de
extraccion utilizadas para obtener extractos de cannabis, la cual cumple mas pautas de la quimica
verde es la metodologia de extraccion con dioxido de carbono supercritico porque esta no genera
residuos peligrosos, no utiliza solventes toxicos y ademas se recicla adecuadamente el CO. y
también se logra un rendimiento optimo.

En esta revision también se mostr6 que las plantas de Cannabis sativa hembras son las maximas
productoras de cannabinoides, ademas se evidencia que la polinizacion de esta disminuye
considerablemente la produccién de cannabinoides.

De las metodologias de andlisis cubiertas en esta revision sistematica se concluye que la
metodologia mas idonea para el analisis de cannabinoides es la de HPLC-MS, ya que la
metodologia GC-MS se limita al analisis de cannabinoides en sus formas neutras, esto debido a
las altas temperaturas en el proceso que transforman los &cidos cannabinoides en sus formas
neutras, cabe resaltar que la técnica de andlisis que mas cumple con las pautas de quimica verde
es la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), ya que no genera residuos ni utiliza solventes y
la muestra tiene muy poco pretratamiento (molienda y secado).

De acuerdo a los cannabinoides estudiados, se concluye que es posible evaluar la calidad de las
inflorescencias de cannabis midiendo las concentraciones de CBN, puesto que este es una
impureza generada a partir del THC.
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